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PRESENTACIO

El treball que es presenta a continuacié s’ha realitzat als laboratoris del
Departament d’Enginyeria Quimica de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB),
dins el programa de Doctorat en Biotecnologia.

Aquest forma part del projecte espanyol, assignat al mateix centre, titulat
“Optimizacién del sistema de produccion de proteinas heterélogas en Pichia
pastoris: Aplicacién a la produccién de lipasas i proteinas terapéuticas.” (CYCYT.
PPQ2001-1908). Investigador principal: Dr. Francisco Valero Barranco.

Es parteix d’'uns coneixements previs sobre la produccié de lipasa del fong
Rhizopus oryzae expressada en el llevat metilotrofic Pichia Pastoris (Serrano,
2002). El desenvolupament i posterior implementacié de nombrosa instrumentacié
ha permés augmentar el coneixement sobre el comportament del creixement
d’aquest llevat, tant en cultiu discontinu com semicontinu.

Aix0 ha estat possible gracies a la interaccié d'un ampli espectre de
coneixements que van des dels més purament biologics fins als de tipus més practic
del muntatge. La combinacié de les diferents especialitats, déna una idea del
caracter multidisciplinari que ha de tenir un treball d’aquest tipus.

Avui en dia, sigui quin sigui l'‘objectiu final de la investigacid, és
practicament inevitable, i més accentuadament en el camp de la Biotecnologia, la
combinacié entre les diverses i a priori distants branques de la ciéncia. Aquest
treball n’és un clar exemple, on es reuneixen multiples disciplines al voltant d’un
mateix objectiu.

Es creu que una de les principals aportacions d’aquest treball ha estat
establir una base solida d’eines i técniques per I'estudi més amb profunditat de la
produccid de proteines heterologues en Pichia pastoris. Durant la realitzacié
d’aquesta Tesi, s’han anat veient possibles noves linies d’investigacié, que poden
ser estudiades en un futur proper.



RESUM

Aguesta memoria continua els estudis per la millora de la produccié de lipasa
de Rhizopus oryzae (ROL) en el llevat metilotrofic Pichia pastoris. Es disposava
inicialment de quatre soques d’aquest llevat que es diferencien per les
caracteristiques fenotipiques (Mut® i Mut*), segons la seva capacitat d’assimilar el
metanol i el nombre de copies del gen hoste integrats al seu ADN.

En una primera tanda d’experiments es va seleccionar quina de les quatre
construccions de la soca de P.pastoris tenia millors caracteristiques per la seva
utilitzacié com a sistema de produccié de ROL. Per aquest fi, es van realitzar cultius
en discontinu i semicontinu, on a part de tenir en compte la quantitat final de
proteina produida es va sospesar altres caracteristiques del cultiu com poden ser el
temps de cultiu, I'aparicié de proteases o la velocitat de consum de nutrients.

A continuacid, es van realitzar nombroses millores per aconseguir
incrementar la robustesa i reproductibilitat del cultiu. Aquest pas va comportar la
instal-laci6 de més instrumentacié per la determinacid6 en temps real dels
parametres biologics i l'automatitzaci6 de gran part de les tasques que es
realitzaven de forma manual, com pot ser la recollida de mostres. Paral-lelament,
es va anar construint un programari capa¢ de recollir i mostrar tota la informacio
generada en el cultiu. També es va incloure en aquest la capacitat gestionar gran
part de les variables controlades, permeten el control absolut de la fermentacié de
forma remota.

La producciéo de la proteina d’interés (ROL) s’indueix per la utilitzacié del
metanol com a Unica font de carboni. Una de les prioritats d’aquest treball ha estat
el control de la concentracié d'aquest substrat a l'interior del bioreactor, ja que és
toxic a concentracions superiors als 8 g-I'l. De I'avaluacié de diferents possibilitats
per al control d’aquesta variable es va optar per emprar un sensor de metanol
connectat al corrent gasés de sortida del bioreactor.

S’han desenvolupat un conjunt de controladors per mantenir de forma
precisa i robusta la concentracid de metanol constant al interior del fermentador.
De tots aquests, els millors resultats s’han obtingut d'una algorisme de control
predictiu basat en model, que calcula el consum de metanol en linia i s’acaba
d’ajustar al valor desitjat amb un controlador PI (Proporcional Integral). Totes
aquestes proves es van realitzar en cultius semicontinus de Pichia Pastoris amb
fenotip Mut® amb una sola copia del gen de ROL.

Finalment, es va estudiar I'efecte de la concentracié de metanol sobre la
produccié de ROL obtenint els millors resultats quan es manté la concentracié del
substrat inductor constant al voltant de 1 g-I™.



En teoria,

no existeix la diferéncia
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INTRODUCCIO

1.1. SISTEMES D'EXPRESSIO DE PROTEINES HETEROLOGUES

En l'Gitima década, ha augmentat de forma exponencial la produccié de
proteines recombinants d’interés terapéutic o industrial. Aquesta metodologia ja
s'ha integrat totalment en els processos de produccid en totes les empreses
biotecnologiques.

Les fases necessaries per a la produccié comercial de proteines recombinats
son:

Clonacié del gen en un vector d’expressio.
Transformacié del microorganisme hoste.

Procés de seleccié dels transformants.

Creixement i expressio de la proteina en bioreactors.
Separacio i purificacié de la proteina.

yYYyYvYyyew

El tipus de sistema a utilitzar es selecciona en funci6 de diferents
parametres, com el rendiment de la produccié de proteina, les modificacions i el
processament transduccional, el plegament i la glicosilacié de la proteina d’interes,

la viabilitat econdmica, el posterior procés de purificacid, etc...

A la taula 1.1 es descriuen alguns dels avantatges i desavantatges dels
principals sistemes d’expressio utilitzats (Rai et al., 2001).

Avantatges

Desavantatges

cel-lules
de
mamifers

- Produccio correcte de proteines
de mamifers.

- Elevat cost del medi de cultiu.
- Sistema de cultiu molt
complex.

- Creixement molt lent.

ceéel-lules
d’insectes

- Rendiments elevats.

- Plegament de les proteines
correctes.

- Modificacions postraduccio-
nals.

- Cost elevat dels medis de
cultiu.

- Creixement lent.

- Produeixen proteines de
mamifers perd no glicosilen
correctament.

Llevats i
fongs

- Rendiments elevats

- Modificacions postraduccio-
nals.

- Sistemes d’excrecid de protei-
nes extracel-lular.

- Purificacié simple.

- Nombre de vectors d’expressid
en augment.

- Medi relativament economic.

- Degradacié de proteines al
medi per la presencia de
proteases.

- Creixement més lent que les
bacteries.

Bacteris

- Fisiologia simple.

- Temps de generacio6 curts.
- Medis de cultiu simples i
economics.

- Nombre de vectors
d’expressio.

- Rendiments baixos per la poca
estabilitat.

- Producci6 de proteines
toxiques.

- No realitzen modificacions
postraduccionals.

Taula 1.1. Avantatges i desavantatges del's principals sistemes d' expressié de proteines

heter dlogues.

19



SISTEMES D’EXPRESSIO DE PROTEINES HETEROLOGUES

Tot i poder classificar de forma generalista les virtuts i problemes que
presenta cadascun dels sistemes d’expressio, la seleccid del sistema d’expressio
depén de multiples factors, que s’han d’estudiar d’'una forma més detallada i
individual.

No obstant aix0, la maximitzacié de la produccié de proteines heterologues
per Us comercial és encara un art (Rai et al., 2001). Es considera que actualment
encara s’esta als primers passos del coneixement dels diferents sistemes, ja que
molts dels factors dels que es pensa que depeén la produccid, s’optimitzen de forma
empirica.

1.1.1. LLEVATS COM A SISTEMA D'EXPRESSIO

El sistema de produccié de proteines heterdlogues per llevats es considera
superior a les bactéries ja que aquestes primeres poden glicosilar, acetilar, plegar i
realitzar altres modificacions postraduccionals a les proteines eucariotes, accions
imprescindibles per aconseguir la seva funcionalitat.

Sens dubte, el llevat més estudiat i utilitzat és Saccharomyces cerevisiae, no
tant sols antigament per la seva vinculacié6 amb la fermentacié del pa i el vi, sind
també va ser el primer llevat utilitzat per la genética moderna. Una mostra d’aquest
fet és que el seu genoma va ser completament seqlienciat I'any 1996.

Van Burt et al. (1986) va realitzar per primera vegada |'expressié d’una
vacuna per la Hepatitis B en un llevat (S. cerevisiae). Aquest fet va propiciar una
augment espectacular de 1I'Us dels llevats com a sistemes d’expressido. A més, la
classificacié de molts d’ells com a microorganismes de tipus GRAS (Generally
Regarded As Safe), generalment reconegudes com a segures, ha causat una rapida
expansié d’aquest sistema d’expressio.

Dins totes les possibilitats que brinden els llevats, existeixen els que tenen la
capacitat de consumir metanol com font de carboni i energia. Les caracteristiques
d’aquest reduit grup de llevats els fa especialment interessants per utilitzar-los com
a sistema d’expressié de proteines.

| ilotrofi

A finals dels anys seixanta es va descobrir |'existéncia d’alguns llevats
metilotrofics (Ogata et al., 1969), és a dir, microorganismes amb la capacitat
d’utilitzar el metanol com a Unica font de carboni. El nombre de llevats que tenen
aquesta caracteristica es limita a quatre géneres molt relacionats entre si;
Hansenula, Pichia, Turolopsis i Candida (Tani et al., 1978).

Inicialment I'Gnic interés d’aquests llevats era per utilitzar-los com a aliment
per animals a partir d’excedents de metanol sobrants de la indUstria petroquimica,
atés el seu baix cost. El seu major contingut en vitamines, lipids, acids nucleics i
aminoacids aconsellava el seu Us davant altres bactéries també capaces de créixer
amb metanol.

Durant aquest periode es van realitzar molts avencos amb |'optimitzacié del
medi de cultiu, la configuracié del bioreactor i les condicions d’operacid. Pero
I'augment del preu dels derivats del petroli cap als ‘70, va disminuir fortament I'Us i
en conseqliéencia també la investigacid al voltant d‘aquest tipus de
microorganismes.

20



INTRODUCCIO

No és fins a la década dels ‘90 quan torna l'interés per aquests llevats, pero
amb un objectiu totalment diferent, com a sistema per a I'expressié de proteines
heterologues.

Van ser els investigadors de SIBIA (Salk Institute of Biotechnology/Industrial
Associates, Inc.) als EUA que van aillar els gens i promotors de Pichia pastoris Utils
per a l'expressi6 de proteines foranies. Van estandarditzar tots els passos i
compostos necessaris per aconseguir optimitzar la metodologia d’integracié d’una
proteina hoste a la soca de P. pastoris. Al 1993, Invitrogen Corporation va
aconseguir la llicéncia per explotar comercialment aquest sistema d’expressié (Lin
Cereghino, 2000).

A part de I'obtencié de proteines heterologues, els llevats metilotrofics s’han
utilitzat per altres aplicacions derivades de les seves particulars caracteristiques.
Una d’elles ha consistit en utilitzar-la com a font per I'obtencié d’aminoacids com la
L-Valina, L-Treonina o L-Lisina (Okumura et al., 1970). També han estat emprats
per a la produccié d’alguns enzims i metabolits associats al procés d’assimilacio del
metanol. Per exemple, en el cas de Pichia pastoris, I'enzim de |'alcohol oxidasa que
catalitza el primer pas de la reaccié de l'oxidacié de metanol que pot arribar a
significar més del 30 % de la proteina total soluble quan s’utilitza el metanol com a
Unica font de carboni (Cregg et al., 1987).

Aquest enzim és utilitzat principalment en la deteccié dels nivells d’alcohol
en “kits” de diagnostic. També és emprat per la indUstria de detergents, on s'inclou
en la seva composicié ja que un dels productes resultants de les reaccions on
intervé és el peroxid d’hidrogen, substancia blanquejant (Unilever,1987). Més
recentment, s’ha immobilitzat a l'interior d‘un biosensor per a la deteccié de la
presencia de formaldehid (Korpan et al., 2000).

boli el | L ilotrofi

El tret comU en tots els llevats metilotrofics és la seva capacitat per
metabolitzar el metanol com a unica font de carboni i energia (Higgins et al.,
1998).

A continuacié (Figura 1.1) es presenta esquematicament de forma resumida,
les principals reaccions del metabolisme de degradacid del metanol en aquests
llevats.

L'alcohol oxidasa (AOX) és I'enzim responsable de catalitzar el primer pas de
la ruta de degradacid del metanol fins a formaldehid obtenint també com a
subproducte peroxid d’hidrogen. Aquest Ultim és un component toxic per a la
cel-lula i per aixo s’utilitzen les catalases per degradar-lo. Aquest procés consumeix
oxigen, utilitzat com a acceptor final d’electrons. A diferéncia dels bacteris
metilotrofics, aquesta reaccié es porta a terme a l'interior dels peroxisomes.

El pes molecular de I’AOX és d’aproximadament 600 kDa (Van Dijken et al.,
1976) i com ja s’ha apuntat anteriorment, pot arribar a representar fins a un 30 %
del total de proteina cel-lular, segurament per compensar la baixa afinitat de
I’enzim per als substrats (Metanol i oxigen) (Cregg et al., 1989). Aquest fet és molt
important, ja que l|'expressié de les proteines heterdlogues es troben sota el
promotor del gen que el codifica per aquest enzim. Per tant, una elevada sintesi
d’aquest enzim es tradueix en una gran produccio de la proteina hoste.

De l'oxidacié completa del metanol en els llevats metilotrofics se’n poden

diferenciar dos tipus de vies metaboliques. La primera correspon a la via
dissimilatoria, també coneguda com de generacié d’energia. Aquesta és situada
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esquematicament a la part superior de la figura 1.1., i comenga amb la sortida del
formaldehid de Iinterior del peroxisoma. Aquest compost passa per diferents
reaccions fins obtenir dioxid de carboni i energia en forma de NADH. Es conegut
que en llevats metilotrofics, part de l’energia necessaria per l'activitat cel-lular
s’obté de |'oxidacié d’aquest NADH en el citosol.

(( Peroxisoma \ GSH CITOSOL )
MetOH 1 —[GSCHQOH : HCOOH 7% cOo;

--------- |- »CH.0OH HCHO —
FAD FADH, NAD NADH NAD NADH
+H* +H*
H20; 0,
2 Xu5p
H,O+ % O, 5 1/3 GAP Material
cel-lular

6

GAP DHA — DHAP
- J oy y 8
ATP  ADP FBP ﬁFeP

P

- J

Figura 1.1. Metabolisme del metanol en llevats metilotrofics. Enzims: 1: Alcohol oxidasa
(AOX). 2: Catalasa. 3: formaldehid deshidrogenasa (FLD). 4:Format deshidrogenasa (FMD).
5: dihidroxicetona sintasa (DAS). 6: dihidroxicetona quinasa. 7: fructosa-1,6. bifosfat aldolasa.
8: Fructrosa-1,6.- bifosfat fosfatasa. Metabolits. CH3;OH: Metanol, HCHO: formaldehid,
GSCH,OH: S-formilglutitona, HCOOH: format, CO,: dioxid de carboni, GAP: gliceraldehid
monofosfat, DHA: dihidroxiacetona, DHAP: dihidroxiacetona fosfat, FBP: fructosa 1,6-
bifosfat, F6P: fructosa 6-fosfat, Xu5P: xilulosa monofosfat.

D’altra banda, hi ha la via que a partir de formaldehid s’arriba a la formacio
d’enllagos carboni-carboni per la generacié de material cel-lular. En aquesta via és
realitza basicament la condensacié de trioses, provinents del formaldehid inicial, en
hexoses. El balang net de la via és la formacié d’un mol de trioses (DHA i GAP) per
cada tres mols de formaldehid i 3 mols d’ATP (Goodman et al., 1985).

Finalment, comentar |'estreta relacié entre la utilitzacié del metanol amb la
proliferacié dels peroxisomes a l'interior del llevat. Aquest organul conté en el seu
interior un gran nombre d’enzims metabolics involucrats directament amb la B-
oxidacio dels acids grassos, l'eliminacidé del peroxid d’hidrogen i |'oxidacié del
metanol (Subramani, 1998).

Com s’observa a la figura 1.2 els canvis a l'interior del llevat sén evidents en
funcié de la font de carboni emprada. A la imatge esquerra (A) es presenta una
micrografia de l'interior d’una cel-lula de Pichia pastoris creixent en glicerol, i com
s’aprecia no es detecta l'existéncia de peroxisomes. En canvi, quan el mateix
microorganisme creix en metanol (imatge dreta, B) I'aparicid d’aquest organul és
evident.
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Figura 1.2. Secci6 d'una cé-lula de Pichia pastoris creixent en glicerol (A) (Rossanese et al.,
1999) i amb metanol (B) (Yuan et al., 1999). N o Nu: Nucli, G: Aparell de Golgi, M:
mitocondria, V: vacuola, P: peroxisoma, ER:reticle endoplasmatic.

Actualment ja s’han identificat els complexes mecanismes i les proteines

involucrades en l'aparicid i desapariciéo d’aquests organuls en funcié de la font de
carboni consumida (Rossanese et al., 1999).

23



PICHIA PASTORIS

1.2.

PICHIA PASTORIS

P. pastoris és un llevat metilotrofic facultatiu que pertany al grup dels
ascomicets, es reprodueix per gemmacid, homotalic i la seva dotacié genomica és
de tipus haploide (Lin Cereghino et al., 2000).

La classificacid taxonomica del llevat Pichia pastoris (TaxId:4922, Swiss-

Prot) és:

Regne: Fungi

Phylum: Ascomycycota
Subphylum: Saccharomycotina
Classe: Saccharomycetes
Ordre: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Genere: Pichia

Especie: Pastoris

Les principals fonts de carboni que pot assimilar P.pastoris sén la glucosa,
metanol, glicerol, etanol, L-ramanosa, trehalosa, D-Manitol i D-glucitol. Com a font
de nitrogen principalment assimila I'amoni.

1.2.1. PER OUE PICHIA PASTORIS?

Pichia pastoris ha esdevingut un dels sistemes més utilitzats per a
I'expressioé de proteines heterologues per diferents factors (Lin et al., 2002), entre
ells els més importants son:
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Com qualsevol llevat, Pichia pastoris és un microorganisme unicel-lular
de facil manipulacid i cultiu. La seva similitud amb S. cerevisiae fa que
totes les tecniques de manipulacié genética desenvolupades per aquest
ultim siguin facilment aplicables a Pichia pastoris.

No produeix fenomens de hiperglicosilacié de les proteines
heterologues com S.cerevisae, disminuint les respostes
immunogéniques de les proteines d’organismes superiors.

En tractar-se d’'un microorganisme eucariota li aporta un gran nombre
d'avantatges ja que es capac de realitzar modificacions
postraduccionals (plegament, enllagos disulfur, glicosilacié, etc...) a les
proteines expressades.

S’'aconsegueixen grans nivells d’expressido de proteines hostes intra- i
extracel-lulars en medi sintétic i barat.

L'existencia del promotor de I'expressi6 del gen d’AOX de facil
manipulacié, simple, eficient i fortament regulat per la preséncia de
metanol al medi. Aquesta és sens dubte una de les principals propietats
que justifiquen el seu éxit.

La gran preferéncia de P.pastoris per un creixement respiratori facilita
enormement que s’aconsegueixi arribar elevades densitats cel-lulars en
comparacié amb els llevats fermentatius.
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» Aquest sistema d’expressidé de proteines heterdlogues té forca éxit ja
gue es caracteritza per ser un metode rapid, facil i barat (Invitrogen,
2000) comparat amb els sistemes d’expressié d’eucariotes superiors,
com la utilitzacio de cél-lules d'insectes o mamifers.

» P.pastoris no excreta practicament proteines natives al medi
extracel-lular, facilitant d’agquesta forma la recuperacié i posterior
procés de purificacio d’aquelles proteines produides (quan la seva
expressio és extracel-lular).

» En tractar-se d’'un microorganisme haploide significa que qualsevol
modificaci6 genética es manifesta fenotipicament a generacions
posteriors.

1.2.2. PROMOTOR DE L’'AOX1 (Paox1)

Com s’ha apuntat anteriorment, I'enzim alcohol oxidasa és emprat en la
primera reaccié d’oxidacié del metanol. La seva sintesi esta regulada pel promotor
Paoxi, fortament reprimit quan Pichia pastoris esta creixent en la majoria de fonts
de carboni (glucosa, glicerol, etc..) i pel contrari, rapidament induit en preséncia de
metanol com a Unica font de carboni.

Cal saber per0 que P.pastoris produeix dos enzims d’alcohol oxidasa,
conegudes com alcohol oxidasa 1 (AOX1) i alcohol oxidasa 2 (AOX2). Tot i no ser
exactament iguals, (similitud entre seqiiéncies codificants del material geneétic
sobre el 92%), I'alcohol oxidasa generada per cadascun d’ells només es diferencia
en un 5 % en composicio aminoacidica i un 3 % en quan a activitat especifica
(Koutz et al., 1989).

L'existéncia de dos gens que codifiquen practicament la mateixa proteina
sembla ser que és d’origen evolutiu. La majoria d’estudis en aquesta sentit apunten
gue fa més de cent milions d’anys es va produir un fenomen de duplicacid
genomica en alguns llevats i una translocacié reciproca entre fragments d’ADN que
van dgenerar seqléncies homologues dispersades com parelles de regions
duplicades al llarg del genoma (Seoighe er tal., 1998). A l'igual que en P.pastoris
aquest fenomen també es reprodueix en altres llevats com S. cerevisiae,
particularment amb I'enzim alcohol deshidrogenasa (ADH1 i ADH2) (Cregg et al.,
1989).

En referéncia als gens AOX1 i AOX2 de P.pastoris cal saber que ambdds
semblen estar regulats de forma similar. No obstant aix0, els nivells de transcripcid
de cadascun d’ells és clarament diferent. Del total d’alcohol oxidasa generada pel
llevat, el 90 % prové del gen d’AOX1 i només el 10 % restant esta codificat pel gen
d’AOX2 (Cregg et al., 1989).

Aqguesta elevada transcripcido del gen AOX1 és un dels principals motius pel
qgual s'utilitza el promotor d’aquest gen per a I'expressidé de proteines heterdlogues
en P.pastoris.

La regulacio de la transcripcido del gen AOX1 esta sotmesa a dos tipus de
mecanismes, per una banda la coneguda i caracteristica induccié especifica per
metanol i la repressid/derepressidé per catabolit. No obstant aixo, és només per la
inducci6 pel metanol que hi ha nivells de transcripcié d’enzim significatius.
L'exhauriment de fonts de carboni repressores com la glucosa o glicerol, per tant la
conseqlient derepressié per catabolit, no és suficient per produir quantitats
significatives del gen AOX1 (Harder et al., 1987, Tschopp et al.,1987). Cal
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assenyalar que aquest fet no es compleix de la mateixa manera a la resta de llevats
metilotrofics, com per exemple per a I'enzim metanol oxidasa i format
deshidrogenasa de H.polymorfa i C. boidinii (Mayer et al., 1999).

La gran majoria de vectors d’expressié dissenyats per a P.pastoris contenen
el promotor Paox: | per tant sotmesos a la induccido per metanol. Com es veura
posteriorment, el disseny del cultiu vindra molt condicionat per les caracteristiques
de regulacié d’aquest promotor.

1.2.3. VECTORS D'EXPRESSIO

Tots els vectors utilitzats per a l'expressid de proteines heterologues en
Pichia pastoris estan formats per:

» Un promotor de la transcripcio.

» Una o més ubicacions de restriccié (on clonar el gen de la proteina
desitjada).

» Una seqléncia terminal 3’ de la mateixa P.pastoris per assegurar la
correcta transcripcié del gen.

» Un marcador de seleccié per a P. pastoris.

» Sequéncia de replicacio i seleccio d’E. coli.

La majoria d’aquests plasmidis es recombinen amb les zones homologues
del genoma de la cél-lula assegurant la seva major estabilitat, és a dir, que
s’integren al ADN. Per tant, a l'interior dels vectors s’inclouen zones homologues del
genoma de P.pastoris per dirigir a un punt especific la clonacié. Les zones
homologues més utilitzades en aquest llevat sén una part del gen d’AOX1 o del gen
HIS4 (histinol deshidrogenasa). L’Us d’aquest ultim esta limitat a les soques de
Pichia pastoris auxotrofiques de I'aminoacid d’histidina. Alguns vectors, a més
d’'incloure el gen HIS4 contenen un segon marcador cel-lular, el gen de la
kanamicina o ampilicina, ambdos provinents d’E.coli que ofereixen resisténcia a la
droga G418 (Higgins et al., 1998). No obstant aix0, la utilitzacié d'aquest tipus de
vectors incrementa la dificultat de la clonacidé i posterior transformacié, ja que la
inclusi6 de HIS4 conjuntament amb la resisténcia a I'antibiotic augmenta
considerablement el pes molecular del vector.

Com a alternativa a aquest conjunt de vectors, existeixen un altre grup on
s'utilitza la zona homologa 3’ del gen AOX1 amb un marcador de menors
dimensions com és el gen SH BLE (Streptoalloteichus hindustanus). Aquest Ultim
permet la resisténcia a I'antibiotic bleomicina Zeocina eficag en la majoria de llevats
i altres eucariotes (Gatignol et al., 1988). La principal virtut d’aquest tipus de
vectors, respecte als quals utilitzen HIS4, és la substancial reduccié de la seva
mida, millorant també la seva manipulacié durant la fase de clonacio.

L'eleccio del vector també vindra condicionada pel tipus de proteina que es
desitja obtenir. En el cas que la proteina sigui citosilica i no glicosilada es pot
escollir expressar la proteina de forma intracel-lular. Pel contrari, si la proteina es
glicosila i es desitja obtenir-la extracel-lularment hi ha vectors que inclouen el
senyal especific d’excreci6 de P.pastoris o el senyal del factor “alpha” de S
cerevisiae, que realitza la mateixa funcio.

Actualment la llista de vectors disponibles per P.pastoris és forga extensa ja
que continuament s’estudia amb nous marcadors i es té més coneixement sobre
I'aillament de gens. Malgrat aix0, comercialment el nombre de vectors és més
reduit, tot i que ja ocupen ampliament el ventall de possibilitats requerides pels
investigadors (Lin Cereghino et al., 2000).
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1.2.4. SOQUES D'EXPRESSIO

Totes les soques de Pichia pastoris utilitzades per a I'expressié de proteines
heterologues provenen de la soca NRRL-Y 11430 (Northern Regional Research
Laboratories, Peoria, IL). Aquesta soca té una mutacido en el gen histinol
deshidrogenasa (HIS4), pel qual el seu creixement en medis minims o sintétics
requereix el suplement d’histidina. La seva auxotrofia per histidina s’indica amb el
simbol His”, que pel contrari, en el cas que el mateix microorganisme sigui capac de
sintetitzar aquest aminoacid s’indica com His®.

Com s’ha comentat en l'apartat anterior, els vectors més comuns per a la
inclusié del gen de la proteina desitjada a l'interior del microorganisme sén dirigits
mitjangant la inclusié de zones homologues del gen HIS4 o d’AOX1 de P.pastoris. Si
s’utilitza un vector amb HIS4, es poden seleccionar les soques correctament
transformades per a la reversid de la seva auxotrofia per histidina, és a dir , que
queden com a His™.

La utilitzacio del vector d’expressid, emprant la regié 3’ del gen que codifica
I’AOX1 com a zona homologa, pot comportar en alguns casos la delecié del gen
d’alcohol oxidasa.

En el cas que hi hagi una delecié del gen d’AOX1 (Figura 1.3) es canvia per
complet el comportament de la soca de P.pastoris quan s’utilitza metanol com a
Unica font de carboni, ja que es disminueix en un 90 % la quantitat d’AOX a
I'interior de la cél-lula. Només esta operativa I'aportacié de I'AOX2 fent que la
metabolitzacid del metanol per part de la nova soca sigui molt més lenta. Les
soques amb aquesta caracteristica son conegudes amb l'acronim de Mut® (Methanol
utilitzation slow).

Si pel contrari, la insercié del vector a l'interior del genoma no implica la
interrupcié del gen AOX1 (Figura 1.4), ambdds enzims d’alcohol oxidasa (AOX1 i
AOX2) estan operatius, llavors la soca s'anomena Mut* (Methanol utilitzation plus).

El comportament de les dues soques és exactament idéntic quan s’utilitza
una font repressora de l'expressié de I’AOX com la glucosa o el glicerol. Ara bé, si
s'empra el metanol com a uUnica font de carboni, les diferéncies entre les dues
soques Mut® i Mut® son clarament apreciables, ja que varia substancialment la
quantitat d'AOX sintetitzada. Segons el tipus de fenotip utilitzat varia
significativament la capacitat de metabolitzaci6 d’aquest substrat i en
conseqliéncia, la velocitat de creixement.

Comercialment es poden trobar soques d’ambdds fenotips, inclis alguna
soca de tipus Mut’, que es caracteritza per la supressié dels dos gens d’AOX (AOX1 i
AOX2). Aquesta ultima no és capag¢ de metabolitzar el metanol perd necessita la
seva preséncia per l'expressio de la proteina d’interés ja que igualment s’utilitza el
promotor de I’AOX desactivada.(Cregg et al, 1998).
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Figura 1.3. Recombinacié doble entre els extrems homoleg del plasmidi i el genoma de
P.pastoris que suposa la inserci6 del gen hoste mitjancant la pérdua del gen AOX cdl-lular. El
fenotip resultant d’ aquesta operacié és de tipus Mut®,
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Figura 1.4. Integracio6 del plasmidi al genoma de Pichia pastoris per I'intercanvi de la zona
homologa 3', deixant inalterada la sequiencia de transcripcié de I’ AOX1. El fenotip resultant és
de tipus Mut™.

Es possible incloure multiples copies del gen hoste al genoma de Pichia
pastoris augmentant teoricament, la quantitat de proteina produida cada vegada
gue es realitzi una transcripcié. El mecanisme per obtenir una soca d’aquest tipus
es basa en una repeticid de la insercié del plasmidi en la zona homodloga 3’ annex al
gen de I'AOX (Figura 1.5). Aquesta modificacié es pot realitzar igualment pels dos
fenotips possibles (Mut™ i Mut®).
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Figura 1.5. Construcci6 de la soca multicopia mitjancant les repetides insercions del plasmidi
ala zona homologa 3’ del genoma de P.pastoris. Exemple per una soca de tipus Mut”.

A continuacié es presenten algunes de les soques de P.pastoris de les que es
disposa comercialment (Taula 1.2) (Higgins et al., 1998).

Identificacio de la
soca de P.pastoris
GS115 HIS4 Mut® His®

Genotip Fenotip

KM71 aox1A::SARG4 his4 arg4 Mut® His
X-33 Wt (GS115 revertida) Mut* His*
MC100-3 aox1A::SARG4 aox2A::phis4 his4 arg4 Mut” His

Taula 1.2. Alguns exempl es de |es soques comercials de P.pastoris.

També es poden trobar al mercat algunes d’aquestes soques deficients en
expressié de proteases. Com es veura en apartats posteriors, la lisi de la biomassa
en cultius d’elevada densitat cel-lular allibera al medi nombroses proteases
vacuolars que degraden les proteines del medi, entre elles la proteina d’interés.
Malgrat aix0, tot i la deleci6 de dues o tres de les proteases més abundants, i
donada la quantitat de diferents tipus de proteases existents, és dificil aconseguir
un soca totalment defectiva en degradacié proteolitica. Comercialment pero, ja es
disposa d’aquest tipus de soques de fenotip Mut* His™ proteasa’, conegudes amb el
nom de SMD 1163, SMD 1165 i SMD 1168.

L'expressié de proteines heterologues sota el control del promotor del gen
d’alcohol oxidasa, el Paoxi, pot venir afectada per multitud de factors. Algunes
d’elles sén intrinseques del sistema d’expressido, com per exemple el tipus de
fenotip seleccionat (Mut*, Mut® o Mut’), la localitzacié de la insercié dins el genoma
cel-lular, el nombre de copies del gen extern o si l'expressié és intra o
extracel-lular. També sén importants la quantitat i el tipus de modificacions post-
traduccionals i I'estabilitat del seu mRNA (Gellisen G. 2000).

Per altra banda, els parametres fisics com la temperatura, l'agitacié o

I'aeraci6 també tenen un efecte directe sobre el nivell d’expressié, aixi com la
composicié del medi, el pH, o la forca idonica del mateix.
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Es també significatiu, per aconseguir uns bons nivells de produccié de la
proteina d’'interes, el tipus d’estratégia de cultiu seleccionada i en quin moment s'ha
de comencar la induccié de I'expressidé de la proteina.

No ha estat demostrat, ni es creu possible trobar una combinacié d’aquestes
variables que sigui optima per qualsevol proteina heterdloga sota el control de Paox:
en P.pastoris. Com s’ha pogut observar després de revisar nombrosa bibliografia,
sembla ser que la naturalesa de proteina heterdloga és la que determina amb més
forca quines son les condicions optimes de produccié. Trobar aquestes condicions
es realitza, encara a l'actualitat, de forma empirica. No obstant aix0, si que és cert
gue es coneixen una serie de generalitats que poden centrar o orientar el rang dins
el qual poden variar les diferents variables.

1.2.5. CULTIUS DE PRODUCCIO DE PROTEINES HETEROLOGUES

Es comu trobar en la majoria d’estudis de l'expressid de proteines
heterologues en P.pastoris sota el control transcripcional de Paoxi, la utilitzacié de
I'estratégia de cultiu en semicontinu (“fed-batch”). En practicament tots ells, es
comenga en un primera etapa en discontinu amb una font de carboni repressora de
I'expressid de proteina (habitualment glicerol o glucosa) amb ['Unic objectiu de
generar una gran quantitat de biomassa de forma rapida. En aquesta etapa el
comportament de les soques de diferent fenotip (Mut*,Mut® i Mut’) és exactament
idéntic.

Seguidament s’indueix la produccié de proteina amb I'addicié de metanol al
medi. La preséncia de metanol com a Unica font de carboni i energia implica
I'activacio del Paox: per aconseguir elevats nivells d’expressié de la proteina alcohol
oxidasa (per I'assimilaci6 de metanol), i del gen heteroleg desitjat clonat sota el
mateix promotor. Es en aquest apartat on es troben les principals diferéncies entre
els diferents estudis que demostren que segons el tipus de metodologia
seleccionada es poden obtenir resultats molt diferents.

El volum i la freqliiéncia d’addicié del metanol determinara en molts casos
I'aparicié i acumulaci6 de metabolits secundaris toxics (com el format o
formaldehid). El mateix metanol, també té un efecte toxic sobre P.pastoris a partir
de concentracions superiors als 8 g-I'!, per tant, s’ha d’evitar la seva acumulacié al
medi.

Evidentment el tipus d’addicié vindra fortament condicionat per la capacitat
d’assimilacio de metanol de la soca de P.pastoris seleccionada, és a dir, pel seu
fenotip Mut. Aixi doncs, la velocitat de consum de metanol per una soca Mut* i Mut®
és logicament forca diferent i en conseqiéncia el tipus d'addicié també variara.

Com es veura més extensament a l|‘apartat de resultats i discussio,
existeixen algunes técniques per aconseguir mantenir la concentracié del substrat
inductor dins un rang raonable. Malgrat aix0, es presenten en moltes d’elles
limitacions que provoquen el mal funcionament del cultiu en termes de produccio.
Es en aquesta direccié que s’orienta una part important d’aquest treball, ja que
s'intenta construir un sistema de control prou robust per tal de mantenir el més
constant possible la concentracié del substrat inductor, el metanol.
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1.2.6. PROTEINES EXPRESSADES EN PICHIA PASTORIS,

Com apunta Lin Cereghino (2000), ja son més de 400 tipus de proteines
heterologues expressades amb éxit en P.pastoris. A més, a part de I'elevat nombre,
aquest llistat de proteines sén de naturalesa molt diversa, des de les d’origen
bacteria, les propies de llevats, plantes, d’animals invertebrats i vertebrats, i entre

elles algunes d’origen huma.

Aguesta llista esta creixent dia a dia de forma exponencial, ja que la

utilitzacio del

llevat P.pastoris com a sistema d’expressid6 de proteines ha

esdevingut un sistema de referéncia en el moéon académic, de la investigacid i
industrial, gracies als seus avantatges.

La quantitat produida en cada cas depén de nombroses variables,
comengant pel tipus de proteina expressada i podent oscil-lar des dels pocs
micrograms fins als varis grams per litre de cultiu.

A la taula 1.3 es presenten alguns exemples de les proteines expressades en

P.pastoris.

Proteina

Tipus
d’expressid
I-Intracel-lular
E-Extracel-lular

Quantitat produida

Referéncia

BACTERIS

Fragment C de la toxina
del tétanus de Clostridium
tetani

12 g-I'

Clare et al., 1991

Antigen SAG1
deToxoplasma gondii

12 mg-I*?

Biemans et al., 1998

Acid fosfatasa
d’Escherichia coli

28.9 U/mg

Rodriguez et al.,
1999

Alfa-amilasa de
Bacillus licheniformis

E

2.5g?

Montesino et al.,
1998

Pertactina de
Bordetella pertussis

I

3glt

Romanos et al.,
1991

FONGS I

LLEVATS

Lipasa 1 de Candida
rugosa

E

150 U-ml?

Brocca et al., 1998

Lipasa de
Kurtzmanomyces sp.

E

46 U-ml?

Kakugawa et al.,
2002

Lipasa de
Rhizopus oryzae

200 U-ml*

Minning et al., 1998

Invertasa de
Saccharomyces cerevisiae

2.5 gt

Tschopp et al., 1987

Lacasa de
Trametes versicolor

1.6 g-I'!

Boyle et al., 1998

Invertazz;tiialﬁomoea E 4 gt Huang et al., 2003
Nitrat reductasa d’espinac I 420 mg-I? Mertens et al., 2000
Hidroxinitrili liasa d'Hevea I 22 g-I't Hasslacher et al.,

brasiliensis 1997
INVERTEBRATS
Protemla? olfactiva de E 0.2 gl Danty et al., 1999
abella
Alpha- bungarotoxina de E 2 mg-It Levandoski et al.,
Snake venom 2000
Proteina de la seda I 663 mg-I*? Fahnestock et al.,
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I d'aranya 1997 I

VERTEBRATS (NO HUMANS)

B- caseina bovina

I

1g-t

Choi et al., 1996

Albumina de gat

3.3 mg-I*!

Ree et al., 1999

Pepsinogen de porc

30 mg-I™*

Yoshimasu et al.,
2002

a-tropomyosin de gallina

20 mg-I?

Hilario et al., 2001

Proteina anticongelant II
del peix ratlla

E
E
I
E

36 mg-I?

D’Anjou et al,. 2001

VERTEBRATS (HUMANS)

Col-lagen tipus I

I

0.5 g-I'"

Mokelainen et al.,
2001

Lipasa pancreatica

75 mg-I'!

Yang et al., 1998

Insulina

1.5 gt

Wang et al., 2001

Lisozima

300 mg-I'?

Oka et al., 1999

Factor de necrosis tumoral

10 g-I'"

Sreekrishna et al.,
1989

Virus de
d’immunodeficiéncia
humana tipus 1 (VIH-1)

20 mg-I*!

Scorer et al., 1993

Antigen de superficie de la
hepatitis B

400 mg-I™*

Baer et al.,
2003

Taula 1.3. Alguns exemples de proteines expressades en P.pastoris

classificades segons I’ origen de la proteina.
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1.3. LIPASES
1.3.1. DEEINICIO

Les Lipases (E.C. 3.1.1.3), també anomenades triacilglicerol eéster
hidrolases, catalitzen la hidrolisi dels triglicerids (Figura 1.6) a la interfase entre el
substrat insoluble i aigua. A part dels substrats naturals com esters i triglicérids
insolubles, les lipases catalitzen la sintesi i la hidrolisi enantio i regioselectiva d'un
ampli ventall d’esters naturals o sintétics (Bornscheuer, 1995;Santaniello et al.,
1993).

A la natura les lipases tenen un rol molt important, catalitzant el primer pas
del metabolisme dels greixos i olis, que no podrien ser consumits sense ser
préviament hidrolitzats.

N

R . — H R, O
Lipasa Ry H
DRy — iiH
H-d
CHCR 5 OH
I
{

* B COOH
B H

Figura 1.6. Hidrolisi d’un triglicérid catalitzada per la lipasa.

En I'dltima deécada, les lipases han aixecat grans expectatives en altres
reaccions com son la resoluci6 de mescles racemiques de compostos quirals
(Skupin et al., 1997), la interesterificacio o intercanvi del grup acil entre triglicerids
i un acid gras o un éster d’'un acid gras (Jaeger et al., 1994) i la sintesi de
productes enantioméricament purs (Gil et al., 1997).
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Figura 1.7.Velocitats de reaccié en funci6 de la concentracié de substrat.

La diferéncia entre les lipases i la resta d’enzims que també poden
hidrolitzar esters és la necessitat d’'una interfase organico-aquosa per realitzar la
seva funcié catalitica. Les esterases, per exemple, no hidrolitzen esters insolubles,
o ho fan molt lentament. L'activitat esterasica és funcié de la concentracié de
substrat, tal com descriu la cinetica de Michaelis-Menten, arribant a la velocitat
maxima de reaccié molt abans que el medi es trobi saturat de substrat, de manera
que la formacié d’'una emulsid substrat-aigua no afecta a la velocitat de reaccié. En
canvi, les lipases quasi no presenten activitat en condicions de saturacid, i és quan
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s’excedeix a concentracions superiors a la solubilitat de substrat i té lloc la formacio
d’'una emulsid, que es produeix un augment brusc en l'activitat enzimatica (Figura
1.7). Aquest fenomen es coneix com activacio interfacial.

Aquesta reaccidé no es pot descriure mitjancant una cinética tipus Michaelis-
Menten, ja que el procés d’hidrolisi té diverses etapes (Verger, 1990). En primer
lloc, la lipasa s’adsorbeix sobre la fase organica, seguit de la formacié del complex
enzim-substrat, i finalment s’alliberen els productes a la fase aquosa i es produeix
la regeneracié de I'enzim.

1.3.2. ORIGEN

Les lipases poden ser produides per animals, plantes o microorganismes
(Antonian 1988; Khachatourians and Hui 1995). Les primeres lipases utilitzades
eren extretes del pancrees dels mamifers (generalment del porc). Pero els
productors més interessants a nivell industrial sén els microorganismes com els
llevats i els bacteris. Els principals productors de lipasa comercial sén Aspergillus
niger, Mucor sp., Geotrichum candidum, Pseudomona sp., i sobretot Rhizopus sp,
Candida rugosa i Candida antartica.

A la taula 1.4 es presenta les principals fonts emprades per a |'obtencié de
lipases, classificades segons la seva naturalesa.

FONT NOM
Lipasa pancreatica humana
Mamifers Lipasa pancreatica de cavall
Lipasa pancreatica de porc
Rhizomucor meihei
Penicillium camembertii
Humicola lanuginosa
Rhizopus oryzae
Candida rugosa
Candida antarctica
Aspergillus niger
Geotrichium candidum
Chromobacterium viscosum

Pseudomonas cepacia
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fluorescens

Bacteris Pseudomonas fragi

Bacillus thermocatenulatus
Staphylococcus hyicus

Staphylococcus aereus

Staphylococcus epidermidis

Taula 1.4. Principals fonts naturals per a I’ obtenci6 de lipases.

Un gran nombre d’'empreses que comercialitzen enzims a nivell industrial,
estan dedicant molts esforcos per aconseguir microorganismes superproductors
d’aquestes proteines i, que al mateix temps, siguin classificats com “inofensius”
(GRAS). En el cas de la lipasa, Novo Nordisk ha desenvolupat processos de
produccié d'aquest enzim a escala industrial, utilitzant Aspergillus niger com a
microorganisme hoste i utilitzant els gens de Rhizomucor miehei i de Humicola
lanuginosa (Boel, 1990).
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1.3.3. CLASSIFICACIO. ESTRUCTURA | FUN

Tradicionalment les lipases es classifiquen d’acord amb la seva especificitat
cap el substrat. Es poden agrupar en dos grans grups (McRae, 1983).

Lipases no especifiques: Hidrolitzen el triglicérid per obtenir els acids
grassos en qualsevol de les tres posicions possibles del glicerol, apareixent com a
productes intermediaris els (1,2),(2,3)(1,3)-diglicérids i els monoglicérids. Alguns
exemples de microorganismes que produeixen aquest tipus de lipases sén: Candida
rugosa, Candida curvata, Geotrichum candidum, Staphylococcus aureus i
Penicillium cyclopium.

Lipases especifiques: Aquest tipus de lipases es poden diferenciar en dos
grans grups d’acord amb la seva diferent especificitat.

Especificitat posicional: Aquest grup Unicament hidrolitza les posicions n-1,3
dels triglicerols, amb productes intermediaris com els (1,2)(2,3)-diglicérids i el 2-
monoglicérid. La velocitat d’hidrolisi dels triglicerids és, generalment, més rapida
gue la dels di i monoglicerids, que s’acumulen al llarg de la reaccid. La causa és que
els (1,2)(2,3)-diglicérids i el 2-monoglicérids sén quimicament inestables. Alguns
microorganismes productors d’aquest tipus de lipases soén: Yarrowia lipolytica,
Candida deformans, Aspergillus niger, Rhizopus delemar, Rhizopus sp.,
Pseudomonas fluorescens i Humicola lanuginosa.

Especificitat cap els acids grassos: Catalitza l'alliberament d’'un determinat
acid gras dels triglicerids. Exemples d’aquest tipus, podrien ser les lipases de
Penicilium cyclopium, que sén més actives en triglicérids de cadena curta.

-

Lipases no especifiques - Hidrolitzen indistintament
I’enllag ester dels triglicérids.
Ex. Lipasa de C.rugosa.

Lipases <
Especifitat posicional » Hidrolitzen

preferentment 1’enllag ester primari. Es a dir,

I’enllag ester dels atoms C, 1 C, del glicerol.

Lipases especifques < Ex. Lipasa pancreatica.
\_ Especifitat per al’acid gras> Catalitzen

la hidrolisi d’un determinat acid gras.
Ex. Lipasa B de Geotrichum candidum.

.

Figura 1.8. Classificaci6 dels diferents tipus de lipases d’ acord
amb la seva especificitat.

En I'estructura tridimensional de les lipases per difraccié de raigs X,
s’observen significatives semblances en topologia i conformacio a la familia de les
o/p hidrolases, que inclouen les esterases i altres enzims lipolitics.

Les lipases d’origen microbia varien pel que fa al nombre d’aminoacids. El

seu centre catalitic consisteix en un residu aminoacidic de Serina recobert per un
fragment polipeptidic a-helicoidal que actua com a tapa protectora, de tal forma
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que el domini catalitic esdevé inaccessible. El contacte amb una interfase organico-
aquosa origina el desplacament de la proteccié peptidica i els residus del centre
actiu, de caracter hidrofobic, queden exposats, la qual cosa intensifica I'afinitat de
I'enzim pel substrat al mateix temps que estabilitza |'estat de transicié durant la
catalisi (Grochulski, 1994). Aquest fenomen es coneix com activacié interfacial, i és
necessaria per a la seva funcid catalitica.

1.3.4. APLICACIONS INDUSTRIALS | BIOTECNOLOGIQUES

Tot i I'elevat nombre d’aplicacions que tenen les lipases, encara ara només
s'apliquen en processos molt determinats, a causa del seu elevat preu. Durant els
ultims anys pero, utilitzant técniques d’enginyeria genética s’ha aconseguit disposar
de microorganismes hostes que permeten una superproduccié de I'enzim desitjat,
abaratint els costos i facilitant que moltes empreses utilitzin aquesta proteina per
millorar alguna part del seu procés de produccid. Les principals reaccions amb
lipases son:

. hidrolisi

» Hidrolisi d’olis vegetals a la industria oleoquimica.

» Produccid d'aromes i saboritzants per a la indUstria alimentaria.
» S’inclouen dins els detergents per eliminar les taques de grasses.
» Resolucié de mescles quirals.

g . le si .

» Sintesi de triglicerids.

» Sintesi de precursors dels péptids.

» Produccid d’esteroides per a la indUstria farmacéutica.

» Resolucié de mescles racémiques d’alcohols per a la indUstria farmaceutica.
» Sintesi d'alcohols terpénics com a saboritzants.

» Sintesi d’esters glucidics per a la indUstria cosmeética.

. P ificacio

» Variacio de la composicié d’acids grassos en mescles de triglicérids.

» Eliminacié d’acids grassos responsables de causar la inestabilitat en el gust
de certs olis i mantegues.

» Reaccions de transesterificacio.

» Preparacié de compostos enantioméricament purs.

» Transesterificacions enantioselectives dobles.

Una de les industries que utilitza les lipases és |'alimentaria. Dins aquest
sector, l'industria lactica utilitza aquest enzim per hidrolitzar el greix de la llet,
aconseguint, per exemple, millorar el gust del formatge o accelerar el procés de
maduracié dels mateixos. Els acids grassos alliberats per la reaccié enzimatica sén
els responsables de les caracteristiques organoléptiques de molts productes lactics
(Abdou, 2003). També s'utilitzen les lipases per |'elaboracié d’embotits crus
assaonats (Ansorena et al., 2000).

A la industria oleoquimica, cada cop més, s‘apliquen processos enzimatics
per a la hidrolisi, glicerdlisi i alcohodlosi d’olis i greixos. Les condicions agressives del
procés tradicional (temperatura 250 °C i pressié 60 bars) provoquen la inestabilitat
dels productes obtinguts, un gran consum energétic i la formacié de productes
secundaris no desitjats. La utilitzaci6 de processos enzimatics millora
significativament el rendiments gracies a l'especificitat d’aquesta cap el substrat, i
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la minimitzacié de productes indesitjables. Aquest motiu, junt amb el constant
abaratiment del seu preu, fara possible, en un futur no gaire llunya, la progressiva
substitucio del processos convencionals pels de tipus enzimatic.

Un altre Us de les lipases és la seva aplicacié com a component funcional de
mescles en les formulacions de detergents emprats per I'eliminacié de taques de
grassa a baixes temperatures de rentat, reduint el consum de surfactants per raons
mediambientals (Pandey et al., 1999). La utilitzacié de lipases termostables ha
ampliat notablement les seves aplicacions en aquest camp, permetent utilitzar-les
en la majoria de condicions de rentat.

En molts d’altres sectors s’utilitzen les lipases, com ara: en analisi clinica per
realitzar surfactants, per a l'obtencid de productes opticament actius, etc... Es
podria assegurar que el consum de lipases augmentara espectacularment gracies al
seu constant abaratiment i a la millora de competitivitat respecte els processos
convencionals.

Un dels principals productors mundials de lipases és I'empresa Novo Nordisk,
gue disposa de nombroses linies de productes que es diferencien segons la seva
aplicacio final, segons |'especificitat de I'enzim.

Nom Comercial Aplicacio a I'industria
Lipopan® panificadora
Lipozyme® greixos i olis
Novozym® 27007 d’alimentacio
PalataseTM lactica
Clear-LensTM LIPO cosmetica

Greasex pelletera
LipolaseTM detergents
LipoPrime® detergents

NovoCorTM AD pelletera
Novozym® 735 textil
Novozym® 871 d’alimentacio

Taula 1.5. Productes de lipasa distribuits per Novo Nordisk.

Es descriuen a la bibliografia nombroses noves aplicacions de les lipases,
sobretot en reaccions enantioselectives en solvents molt determinats amb
I'obtencid de productes d‘alt valor afegit (Chang et al., 2003). També s’ha avancat
molt en la millora dels rendiments en la immobilitzacié de la lipasa sobre superficies
solides (Hwang et al., 2004), poden.

1.3.5. LA LIPASA DE RHIZOPUS ORYZAE (ROL)

El fong Rhizopus oryzae, es troba en el seu estadi natural en el fruit de la
palma. D'aquest fong se n’ha aillat una lipasa extracel-lular coneguda amb el hom
de ROL (Rhizopus Oryzae Lipase) (Hiol et al., 2000).

El pes molecular de la lipasa nativa de Rhizopus oryzae és al voltant dels
32kDa, conté tres ponts disulfur i quatre llocs de N-glicosilacié (Ben Salah, 1994).
L'enzim pur és estable en un rang de pH entre 4.5 7, a 30°C.

L'expressié d’aquesta proteina heterologa es va realitzar per primera vegada

en cel-lules E.coli per Beer et al. (1996), pero va resultar que la purificacié de la
lipasa era excessivament costosa. En aquest treball es va comprovar que la ROL
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tenia certa activitat com a fosfolipasa, pel que la seva expressio resultava ser toxica
per al creixement del microorganisme. Treballs posteriors han expressat la ROL en
el fong S. cerevisiae, obtenint nivells de produccié molt més baixos (Takahashi et
al., 1998).

Minning et al., (1998) van realitzar per primera vegada |'expressié de ROL
madura en el llevat Pichia pastoris, obtenint uns nivells de produccié satisfactoris
(uns 60 mg de proteina activa per litre de cultiu). La ROL obtinguda d’aquesta font
té un pes molecular de 30 kDa amb un pH optim d’activitat de 8.1 a 30 °C i un punt
isoeléctric = 9.3.

De les seves aplicacions a l'industria en destaca principalment la utilitzacio
per a la sintesi dels metil esters continguts en l'oli de soja per utilitzar-lo
posteriorment com a biodiesel (Kaieda et al., 1999). La seva regioespecificitat per
alguns substrats fa de la ROL un enzim eficient per aquest tipus d’aplicacions.
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1.4. MODELITZACIO DE BIOPROCESSOS

Els models matematics tenen un important paper en la sintesi i
desenvolupament d’un sistema. La representacid matematica del procés pot servir
per millorar-lo i constitueix una eina imprescindible per la sintonia i disseny de
controladors. Una de les seves principals utilitats és la simulaci6 del procés,
estalviant d’aquesta forma temps i esfor¢ de desenvolupament de sistemes de
control.

1.4.1. CLASSIFICACIO DE MODELS MATEMATICS

Existeixen molts tipus de classificacions de models matematics, no obstant
les més emprades en processos biotecnologics sén les basades segons el nivell de
descripcio. Fredrickson (1970) va proposar una classificacié que encara avui en dia
segueix sent utilitzada, diferenciant els models entre estructurats i no estructurats,
segregats i no segregats.

A continuacié es realitza una breu descripcié de cadascun d’ells (Bailey,
1998):

Models no estructurats: Es caracteritzen per la seva senzillesa, ja que es
considera la biomassa com una caixa negre i sense tenir en compte cap tipus de
reaccio intracel-lular. Es descriu el creixement basat en un sol substrat limitant,
considerant en el model el consum d’aquest substrat, el creixement de la biomassa
i en alguns casos, la formacié de productes.

El sistema és definit a partir de I'evolucié de les variables macroscopiques.
Aquest tipus de models funcionen correctament en casos relativament simples.

Son models molt Gtils per realitzar una analisi preliminar del sistema, pero
sovint no sén extrapolables quan es canvien les condicions.

L'exemple més conegut de model no estructurat és l'equaci6 de Monod
(1942), on s’estableix una relacié senzilla entre la velocitat de creixement i la
concentraci6 de substrat. Amb una simple equacid s’aproxima la relacio
extremadament complexa entre aquestes dues variables.

Model estructurat: El nivell de complexitat d’aquest tipus de model és
elevat ja que s’intenta descriure matematicament de forma detallada tot el que
passa a l'interior de la cél-lula. El nombre de parametres, tant microscopics com
macroscopics, i la relacions entre ells pot arribar a ser extremadament gran.

El models estructurats d’un sistema biologic sén normalment desenvolupats
per a proposits molt especifics, com per a la comprensid del la regulacio
intracel-lular, el control en la transcripcid, la reproduccio, etc..

El principal problema d’aquest tipus de model és que la determinacié
experimental de tots els parametres, la qual cosa és un tasca extremadament
complexa. A més disposar de la mesura d’algunes de les variables que intervenen
al model pot ser una tasca molt dificil, i sense garantir que aquest esfor¢ sigui
recompensat per I'obtencié d’'un model prou correcte.

Model distribuit: Es tracten tots el microorganismes com si adquirissin
totes les mateixes propietats, mitjana de la poblacio real.
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Model segregat: Aquests models tenen en compte que el cultiu conté
cel-lules en diferents estadis de creixement, diferenciant-los pel seu volum/massa o
per l'edat. Segons la classificacido que es realitzi, el model s’agrupara per diferents
poblacions, fet que augmentara la complexitat del model.

Una altra classificacié molt utilitzada en el moén de la modelitzacié és segons
el grau de detall en que es descriu el procés. En el cas que el model sigui una
descripcid exacte del procés rep el nom de model deterministic, on tots el
parametres s6n coneguts amb precisié i el model pot ser utilitzat per estimar la
resposta futura del sistema. Es clar que molts dels processos bioldgics no poden ser
descrits amb aquest tipus de model ja que la seva dinamica conté un cert
component d’incertesa. Aixi doncs, si el model incorpora un cert soroll o incertesa,
en part per la falta de coneixement del procés, el model rep el nom d’estocastic.

Altres classificacions realitzades en |'Ultima década (LUbbert et al., 1994)
(LGibbert et al., 2001) diferencien els models segons el tipus de relacié que es pot
establir entre les dades recollides durant l’experimentaciéo. A continuacié es
descriuen a grans trets cadascun d’aquest tipus de models ordenats de menor a
major complexitat.

Model caixa negra: s6n models que formalment descriuen les
caracterisitiques del procés sense cap base teorica. Els models construits a partir de
regressions sén un clar exemple. L'Us de xarxes neuronals en bioprocessos és una
de les noves aplicacions d’aquest tipus de modelitzacié.

Models basats en regles: Utilitzant el coneixement del procés extret de
I’experiencia es poden formular models aproximats de comportament seguint regles
del tipus; si...(condicid) ...llavors....(consequéncia). Les regles son processades
normalment per sistemes experts o fuzzy.

Models fisics: Com indica el seu nom, sén models matematics basats
Unicament amb els mecanismes fisics del procés. No obstant, |a descripcié detallada
dels fenomens fisics en un procés biologic és practicament impossible de realitzar
per la seva elevada complexitat, normalment es combina aquest tipus de
modelitzacié amb model de caixa negra.

Models hibrids: Combina tots els avantatges d’utilitzar les dades
experimentals del procés i el coneixement del procés per millorar l'actuacié del
model. Simplement, es pot definir aquest tipus de models com la combinacié entre
els anteriors tipus.

També és poden classificar els models segons el ambit on es centra la
modelitzacid, per exemple pot ser de tipus estequiométric, cinétic, fisiologic o
metabolic (Schiirgel, 2001). Es facil adonar-se de la multitud de sistemes de
classificacié existents i que entre elles no sén incompatibles, un mateix model pot
pertanyer a més d’una classe, per exemple, un model matematic pot ser estocastic,
no estructurat i distribuit. Aixi doncs, poden realitzar-se diferents tipus de models
del mateix procés sense poder afirmar, en molts casos, quin és el millor.

En la majoria de casos, els processos bioldogics son sistemes no lineals ja que
les diferents relacions entre les variables d’estat depenen de multiples factors,
generalment complexes. A la practica, molts d’ells s’aproximen a models lineals,
fent que la dinamica del sistema sigui molt més facil d’analitzar, encara que no
descrigui amb total veracitat el procés.
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1.4.2. CONSTRUCCIO | VALIDACIO DEL MODEL

Quan s’intenta  modelitzar un procés microbiologic  d’aquestes
caracteristiques s’aconsella basar-se en el principi de la simplicitat. Amb freqliéncia
es comet I'error de crear un model complex, incloent diferents propostes descrites a
la literatura, indiferentment de la seva rellevancia en el conjunt del procés. Es comu
incloure al model descripcions i relacions entre parametres que poden ser
simplificats i aproximats per la poca contribucié final en I’'evolucié del mateix.

En el procés de construcci6 d'un model matematic per processos de
fermentacio es pot diferenciar en els seglients passos:

> Analisi del sistema: L'analisi qualitatiu de I'estructura del sistema
consisteix en el coneixement previ de les relacions entre les diferents
variables d’estat (concentracié de biomassa, substrat, producte, etc...).

» Formulacié del model: Descripci6 matematica de les variacions,
relacions i restriccions de les variables d’estat. Tota la informacié es pot
classificar en tres grans apartats, els balancos (de matéria, energia i
moviment), les equacions cinetiques (representen la velocitat en que
esdevenen els canvis) i les restriccions (imposades pel sistema o per
I'usuari).

[ Identificacié i determinacié dels parametres (Calibratge): A
partir dels valors experimentals del procés real es troben els valors numérics
de les constants i parametres del model. Hi ha multiples formes de trobar
aquests valors, encara que en molts casos és realitza aquest calcul
mitjancant I'estadistica convencional (regressio), tenint com objectiu la
minimitzacié de l'error entre els valors reals i |I'estimacié del model. També
és comu la utilitzaci6 de métodes d’optimitzacié no lineal com el metode
Simplex (o Nealder-Mead) basats amb la utilitzacié de la derivada per buscar
el punt on es minimitza la diferéncia entre els valor experimentals i el
model. En principi, els parametres només seran valids per les condicions de
calibratge, fora d’aquestes no seran valides.

» Validacié del model: Finalment, després de |I'obtencié d’'un conjunt de
parametres del model, es procedeix a comprovar si aquest és valid per un
nou grup de dades experimentals. Cal saber que un model mai sera valid
per tot el rang de treball de les variables.No obstant aix0, pot arribar a ser-
ho per un determinat espai on s’ubiquen les condicions d’operacié del
sistema estudiat.
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1.5. PRINCIPALS ESTRATEGIES DE CULTIU

El terme “fermentacid” prové del verb llati fervere, que vol dir bullir,
descrivint I'aparenca de l'accié del llevat amb l’'extracte de malta. Les bombolles
generades per la produccié de dioxid de carboni causat pel catabolisme anaerobic
dels sucres produeix aquest efecte semblant a I’ebullicié d‘un liquid.

Malgrat aixo0, el terme fermentacié ha anat adquirint diferents significats
segons el camp d’estudi. Actualment, el terme és utilitzant per descriure un ampli
ventall de processos que de forma genérica només descriuen la produccié d'un
producte utilitzant el cultiu d’'un microorganisme.

Les técniques més emprades per realitzar cultius cel-lulars realitzats a escala
laboratori o industrial sén el cultiu en discontinu, en semicontinu (“fed-batch”) o en
continu.

1.5.1. OPERACIO EN DISCONTINU

El cultiu en discontinu es caracteritza per l'addici6 de tots els nutrients
necessaris al principi del cultiu i la posterior recollida de productes un cop finalitzat
el mateix. Els Unics components que son alimentats continuament al bioreactor sén
I'oxigen i la solucié basica per mantenir el pH.

Durant el procés, el microorganisme segueix diferents fases de creixement:

» Fase de laténcia: Aquesta etapa descriu el temps necessari per
I'adaptacié del microorganisme al nou medi. A l'inddstria, s'intenta reduir
al maxim la seva durada mitjancant |'optimitzacié de l'inocul (p.ex.
creixement de l'inocul amb la mateixa font de carboni utilitzada en el
cultiu).

» Fase de creixement exponencial: La velocitat de creixement, p
augmenta progressivament fins estabilitzar-se al seu valor maxim (Jmax)-
Durant aquesta fase tots els nutrients es troben en excés.

» Fase de desacceleraci6: el progressiu exhauriment d’algun dels
nutrients o la produccié d‘algun producte toxic fa que la velocitat de
creixement disminueixi paulatinament fins arribar a aturar-se.

» Fase estacionaria: Esdevé quan la velocitat de creixement passa a ser
nul-la pero les cél-lules encara mantenen alguna activitat metabdlica.

El principal avantatge d’aquesta técnica de cultiu és la seva senzillesa; la
instrumentacié i inversié per realitzar un cultiu en discontinu és minima.

Pel que fa als desavantatges, I'elevada pérdua de temps per realitzar un
cicle complert format pel temps de carrega, de creixement o produccid, i
posteriorment, el de neteja és potser la més notoria. La llarga durada d’aquests
temps morts (carrega, descarrega i neteja) respecte a la de I'etapa de creixement
del microorganisme, provoca una important disminucié de la productivitat. D’altra
banda, 'operacié en discontinu no és adequada per al cultiu de microorganismes
amb problemes d’inhibicié per substrat o per producte, ja que per obtenir un minim
creixement del microorganisme cal afegir inicialment concentracions considerables
de substrat.
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1.5.2. OPERACIO EN SEMICONTINU (“ FED-BATCH”

La baixa productivitat obtinguda en treballar amb un procés discontinu, es
millora significativament amb la utilitzaci6 de sistemes en semicontinu (o
intermitent). Aquest tipus de procés combina bona part dels avantatges del procés
en discontinu amb la millora afegida de poder actuar sobre el procés amb I'addicio
de substrat limitant o altres compostos per millorar la produccié.

L'operacié en semicontinu va ser utilitzada per primera vegada a principis de
segle en la produccié del llevat Saccharomyces cerevisiae a partir de malta per
solucionar els problemes d’inhibicié per substrat. Cap als anys 40 la seva aplicacid
es va estendre en la produccié de butanol, acetona, glicerol i acids organics.

Actualment l‘operaci6 en semicontinu esta ampliament estesa en la
produccid de llevats (Sauer et al, 2000), enzims, antibiotics, aminoacids i proteines
recombinats (Shiloach, 2005).

El procés en “fed-batch” és basicament un cultiu en discontinu en el qual s’hi
afegeixen continuament determinats nutrients, com per exemple; el substrat
limitant o additius com a precursors dels productes. Durant tot el procés no
s’extreu cap corrent del bioreactor, exceptuant el volum extret per a mostres per
poder controlar I'evolucié del cultiu. Per tant, és evident que el cultiu té un periode
limit de durada, sigui pel progressiu increment de volum o per l'arribada a nivells
de biomassa elevats.

Aquest tipus d’‘operacid resulta avantatjosa en sistemes amb substrats
inhibidors del creixement, ja que aquest es va addicionant al mateix temps que el
microorganisme el va consumint, aconseguint aixi que sempre es treballi en
concentracions per sota la d‘inhibicid. Depenent de l'estratégia utilitzada per a
I'addicié de substrat es pot controlar el sistema per aconseguir la maxima produccio
d’algun metabolit secundari o un altre producte que interessi.

L'operacié en “fed-batch” permet augmentar la biomassa de l'ordre de deu
vegades respecte I'operacié en discontinu i es disminueix el risc de contaminacio i
mutacié en comparacié amb un sistema continu.

Els desavantatges son de tipus operacional, ja que aquests necessiten un
muntatge més complex que l'operacié en discontinu, a causa de que sovint s’ha
d’aplicar una estratégia de control “feedback” (o de retroalimentacid) per addicionar
el substrat.

Existeixen a la bibliografia hombrosos modes de realitzar I'addicio, des de
fixar un cabal constant, incrementar-lo esglaonadament, exponencialment, etc...
No obstant aix0, la forma més aconsellable és addicionar el substrat o nutrient en
funcié de la mesura de la seva concentracié en linia mitjangant la utilitzacié d’un
llagc de control tancat. Segons l'estrateégia seleccionada i en el cas que aquesta
mantingui el valor de la velocitat de creixement practicament constant, es
considera que el cultiu esta en estat quasi estacionari, comparable a l'estat
estacionari aconseguit en el cultiu en continu.

1.5.3. OPERACIO EN CONTINU

El cultiu en continu consisteix en aportar continuament un corrent d’aliment
fresc al mateix temps que s’elimina un corrent de medi residual que conté
biomassa, substrat i productes. S’aconsegueix aixi que, tant la quantitat de
microorganisme, com les concentracions dels diferents nutrients es mantinguin
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teoricament constants. Es una forma de fixar les condicions de creixement,
treballant durant un temps idealment indefinit dins les condicions desitjades. Es a
dir, s'arriba a un funcionament en estat estacionari.

A l'igual que el procés en semicontinu, el cultiu en continu parteix d’una
operacié en discontinu per tenir una minima quantitat de biomassa com a base per
poder comencar el nou mode d’operacid. L'estat estacionari s‘assoleix normalment
després de 4 o 5 temps de residéncia del reactor. A partir del moment que
s’arrenca l’'entrada i sortida continua de cabal. En tot moment el volum del reactor
resta constant, ja que els cabal d’entrada i sortida sén els mateixos.

Els desavantatges d’aquest tipus d’operacié sén I'augment de la complexitat
respecte els altres modes d’‘operacid, el risc de contaminacié i la mutacio
espontania causada per la llarga durada que pot tenir el procés.

Tot i aix0, aquest tipus d’estratégia de cultiu és molt utilitzada en el mén de
la investigacio ja que en treballar en estat estacionari les condicions es mantenen
constants al llarg del temps. Per exemple, treballar en continu és molt Util per
obtenir, observar i estudiar quins sén els efectes dels diferents parametres fisics i
quimics sobre el creixement del microorganisme.

L'estratégia d’operacié per sistemes de cultiu en continu més estesa és el
quimiostat. Aquesta consisteix en confeccionar un aliment que contingui en excés
tots els nutrients menys un, que controlara la velocitat especifica de creixement del
microorganisme. Per tant, quan s’hagi arribat a |'estat estacionari la velocitat
especifica de creixement i la biomassa romandran constants. Es tracta d’un sistema
en llag obert on es fixa el cabal d’entrada i de sortida constants.

Per altra banda es pot treballar en auxostat, cultiu en continu en llag tancat
on es controla per retroalimentacié alguna de les variables d’estat del sistema
(concentracié de biomassa o de substrat). Dins aquesta categoria de cultius es pot
classificar segons la variable mesurada, per exemple el turbiodostat, el nutriostat o
el pH-auxostat, la variable a controlar és la turbidesa del medi, la concentracio
d'algun component o el pH del cultiu respectivament. Com es pot apreciar, es
poden utilitzar mesures indirectes de propietats fisiques del medi com és el cas del
pH, ja que es pot establir una correlacié amb la concentracié de biomassa (Vicente
et al., 1998).

Si s’utilitza la técnica de I'auxostat es pot aconseguir treballar a una velocitat
especifica propera a la maxima de creixement (Umax) del microorganisme. L'Unic
problema d’aquest tipus d’operacid es que cal disposar d‘'una mesura en linia
directe o indirecte de la variable a controlar, cosa que no és sempre possible o
viable.
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1.6. INSTRUMENTACIO | MONITORITZACIO

Tant el creixement d'un microorganisme com la seva produccié d’enzim
depenen directament de les condicions ambientals que l'envolten. Per tant, la
mesura i control d’aquestes condicions determinaran I’'evolucié del cultiu. La
implementacié d’un bon sistema de mesura en linia té com objectius principals
I'augment de la productivitat i un coneixement més exhaustiu del comportament
del procés biotecnologic. La instrumentacié utilitzada en aquest tipus de processos
és similar a I'emprada en processos quimics convencionals, perdo amb una série de
caracteristiques especifiques.

1.6.1. SENSORS

Els sensors son aquells aparells que ens permeten conéixer el valor de les
diferents variables existents en un procés. A I'hora de seleccionar un sensor per
monitoritzar alguna de les variables del procés cal tenir en compte especialment les
seglients caracteristiques:

Precisio i Exactitud: En funcié de I'Us que es vulgui del sensor, aquests
dos termes poden ser més o menys rellevant. Per exemple, si es vol controlar la
temperatura amb una precisié de £ 0.1 °C, cal que el sensor sigui significativament
més precis que aquest valor si es volen evitar desviacions importants.

Precisio a llarg temps: Tots els sensors experimenten un deteriorament
temporal, és important doncs, conéixer a quina velocitat la mesura s’allunya del
valor real. En alguns casos, un procés de recalibratge és suficient per solucionar
aquesta desviacidé. En qualsevol cas, abans d’adquirir un sensor cal coneéixer quin és
el seu temps de vida amb un funcionament correcte.

Fiabilitat: Es important disposar d’un sensor fiable i més en una industria
com la biotecnolodgica on els productes tenen un alt valor afegit. La perdua d’un lot
de producte final per problemes en un sensor pot significar un important cost
economic. Es essencial adquirir sensors fiables i com a mesura preventiva realitzar
manteniments rutinaris per comprovar-ne el bon funcionament.

Viabilitat: Logicament el sensor ha de ser capag de treballar correctament
en tot el rang de condicions del procés. Per exemple, en molts dels bioprocessos cal
emprar sensors que siguin esterilitzables per temperatura.

Cost economic: Actualment es possible trobar un gran nombre de sensors
sofisticats relacionats amb el mdén de la fermentacié. Malhauradament, el seu
import en molts d’aquests casos és forca alt i només s’aconsella utilitzar-los quan la
seva implementacié es tradueix amb un increment de la produccié suficient per
garantir la seva amortitzacio.

Velocitat de resposta: La dinamica de cada sensor és un parametre vital a
coneixer, ja que per assegurar el bon funcionament. Si s’utilitza aquest en un llag
de control tancat només es pot garantir quan el temps de resposta del sensor és
inferior a la dinamica de canvi del procés.

Localitzacié del sensor: La posicié on anira ubicat el sensor depén del

disseny del bioreactor. Cal assegurar una bona lectura de la mesura durant tot el
cultiu, siguin quines siguin les operacions. A més si el valor de la propietat no és
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constant en l'interior del reactor, cal estudiar la seva col-locacié ja que sera I'lnic
punt de referéncia que es tindra durant el cultiu.

Una primera classificacid dels diferents tipus de sensors existents pot ser de
com i on es realitza la mesura, podent ser discontinu i en linia.

Discontinu (en anglés “Off-line”): Implica la presa de mostra, el posterior
tractament i analisi de forma manual. S’utilitzen métodes quimics i microbiologics
tradicionals, presentant generalment elevats temps de resposta (hores/dies) i per
tant, inaplicables per poder prendre decisions de control en temps real sobre el
procés. Ex. Mesura de la concentracié de biomassa per pes sec.

En linia (en anglés “On-line”): El sensor forma part de |'equipament de
fermentacié i la mesura es realitza de forma automatica sense la intervencié
humana. El concepte de sensor en linia engloba un gran nombre d’aparells que es
poden classificar en tres sub-categories:

» Sensors situats directament a linterior del reactor (Ex: pH, oxigen
dissolt, etc..).

» Sensors que mesuren continuament mostres extretes de l'interior del
reactor. Ex. Sistema FIA o analisi de la composicio del gas de sortida.

» Sensors que no entren en contacte amb el fluid. Ex. Tacometre de
I'agitador.

Una altra classificacio dels diferents tipus de sensors es segons la variable a
mesurar, i en aquest sentit es poden diferenciar dos grans grups: els sensors fisics i
els sensors quimics.

SENSORS FISICS

Els principals parametres fisics mesurats en un bioprocés i que es poden
monitoritzar sén:

Temperatura: Els aparells més utilitzats per mesurar aquesta variable sén
les resisténcies de plati, per la seva fiabilitat en un extens rang de temperatures i
robustesa (poden resistir temperatures i pressions elevades). També soén
ampliament emprats altres sensors com els termopars o termistors. En canvi, els
termometres de mercuri s’utilitzen Unicament com a comprovacié de la mesura.

Pressi6: La mesura d’aquesta variable és molt Util, tant en el moment de
I’esterilitzacié com durant l'etapa de creixement, per tal de mantenir una pressio a
caps del fermentador superior a I'ambiental, evitant d’aquesta manera possibles
contaminacions. També és important la seva influéncia en la solubilitat dels gasos
en dissolucié o altres components volatils. La seva mesura és de gran ajuda per
detectar problemes de colmatacidé dels filtres, tant d’entrada com de sortida del
reactor durant el procés. Els sensors més utilitzats son els transductors de pressio.

Agitacié: Generalment la velocitat d’agitacié es calibra fora de les
condicions de treball. Per aquest fi s’utilitzen, en el cas de reactors de petites
dimensions, sensors Optics o magnétics, i tacometres quan es treballa en equips
més grans. La mesura és vital per tal de mantenir una correcta velocitat d’agitacio,
ja que una variaci6 d’aquesta pot variar considerablement les condicions
reologiques del cultiu. La mesura de la poténcia d’agitacié resulta més complicada,
ja que sempre es produeixen pérdues d’energia per friccid entre el motor i I'eix
d’agitacio.
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Nivell: La mesura del nivell en sistemes de fermentacié es realitza
generalment mitjancant una sonda que detecta variacions de capacitancia o
conductivitat al entrar en contacte amb el medi liquid. Sondes d’aquest tipus també
es poden utilitzar per la deteccié de la formacié d’escumes, fenomen molt freqient
en sistemes on |'aportacid externa de gasos (aire o O,) és important.

Cabal: Dels diferents tipus de mesuradors de cabal que existeixen el més
simple i utilitzat és el rotametre, que proporciona una lectura visual, o bé, ajustat
amb un transductor pot donar una mesura eléctrica. Ara bé, aquest tipus de sensor
no déna una mesura massa precisa. Quan es necessita la mesura del cabal per
realitzar balangos de matéria és més apropiat utilitzar mesuradors térmics de cabal
massic, ja que poden donar una precisié de fins el 1% de I'escala emprada.

Per mesurar cabals liquids es poden utilitzar cabalimetres electromagnétics,
encara que aquests a causa del seu elevat cost son poc emprats a escala laboratori.
Quan es treballa amb cabals petits, generalment, no cal utilitzar aquest tipus de
sensor, perqué sistemes d‘impulsi6 com bombes de diafragma, bombes de
desplagament positiu 0 microburetes automatiques garantitzen la precisié d’aquesta
variable. Els metodes de pesada del fermentador o diposit d’alimentacié o sortida
també poden ser una solucié per coneixer en cada moment el cabal d’entrada o de
sortida de liquid en el reactor.

SENSORS QUIMICS

Actualment es disposa d‘una amplia varietat d’equips comercials per realitzar
la mesura continua de diversos parametres quimics, com el pH, I'oxigen dissolt en
el medi (p0,), i el potencial redox. Aquests sensors també han de permetre la seva
esterilitzacié per temperatura ja que estan en contacte directe amb el medi.

pH: L'eléctrode de pH és una de les sondes més utilitzades en bioprocessos.
El sensor de pH més estés és un eléctrode combinat, format per un eléctrode de
referéncia i un eléctrode amb una membrana de vidre a través del qual es genera
un potencial eléctric, funcié del pH del medi.

El calibratge s’ha de realitzar abans de I'esterilitzacid i el seu temps de vida
és limitat en funci6 del nombre d’esterilitzacions que se |i realitzen i de la
composiciéo del medi de fermentacié. Actualment, es distribueixen eléctrodes més
resistents on l'electrolit es troba en un gel perfectament aillat del medi, impedint la
mescla de I'electrolit amb el cultiu.

pO.: Els dos tipus de sondes més comunes son les amperométriques i les
polarografiques o galvaniques. Aquestes sondes mesuren el tant per cent de
saturacié d’oxigen en el medi, per una pressié parcial en la fase gas determinada.
Parametres fisics com l'agitacio, la temperatura i la pressid, sdn variables que
afecten directament a la concentracié d’oxigen dissolt.

Potencial redox: Aquest tipus de sensor s’utilitza majoritariament en
condicions anaerobiques per mesurar concentracions molt baixes d’oxigen dissolt
(de l'ordre de 1 ppm). La mesura es pot realitzar col-locant un eléctrode de plati
(també pot ser de rodi o d’or) juntament amb un eléctrode de referéncia.

Tots els sensors descrits anteriorment son comercials i molts d'aquests
formen part de I'equip estandard de fermentacié. La caracteristica principal de tota
aguesta instrumentacié és que ha de permetre la mesura de la variable en linia a
temps real. Amb la utilitzacié de totes aquestes es disposa de molta informacio de
les condicions ambientals del medi de cultiu, perd també caldria un altre tipus de
sensors que fer possible conéixer en linia I’'estat del microorganisme.
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1.6.2. INSTRUMENTACIO SUPLEMENTARIA
Analisi d

La mesura en linia de la concentraciéo de CO; i O, dels gasos de sortida del
reactor proporciona una valuosa informacié sobre l|'activitat respiratoria de la
cél-lula. En molts casos s'utilitza el valor d’aquesta variable per controlar el
creixement del microorganisme.

Els analitzadors més utilitzats per coneixer el consum d’oxigen i la produccio
de dioxid de carboni sén els paramagnétics i l'infraroig, respectivament. La seva
robustesa, fiabilitat i baix manteniment, juntament amb el seu cost raonable, fa
que aquests tipus d’‘analitzadors s’utilitzin preferentment davant dels altres tipus
com els que es descriuen a continuacié. Un altre aparell que permet mesurar la
concentracié d’oxigen és la cel-la electroquimica, donant una bona mesura a baix
cost perd amb la necessitat d’un elevat manteniment.

Si el que es necessita és molta precisid, el millor analitzador que es pot
utilitzar és basat en l|'espectrometria de masses, que pot analitzar tots els
components volatils (amb un pes molecular baix) a més de 'O, i CO, que surten pel
corrent gasdés (Heinzle, 1987), permet mesurar-los en quantitats molt petites
(ppm). Aquest tipus d’analitzador s’esta utilitzant molt a la indastria per la seva
fiabilitat i precisié. L'inconvenient de |'espectrometria de masses és el seu elevat
cost (5 vegades superior a la resta d’analitzadors), a part de la necessitat d'un
major manteniment.

Biosensors

Aquesta és la denominacié que reben els sensors que permeten mesurar
variables molt especifiques utilitzant algun component bioldogic en la seva
instrumentacié (enzims, microorganismes), donant una valuosa informacié sobre
I’estat del microorganisme.

Generalment, aquests tipus de sensors es basen en la utilitzacié d’enzims,
normalment immobilitzats, com a elements detectors (aprofitant les seves qualitats
d’especificitat cap el producte) seguit d’un transductor, que passara el senyal
enzimatic a una variacidé generalment eléctrica. La preséncia i quantitat del
producte a analitzar en contacte amb I'enzim desencadenara una reaccié de catalisi
mesurable en forma d‘una variaci6 de pH, de temperatura o aparicié de
luminescéncia.

La creacid de nous biosensors per mesurar compostos determinants per
conéixer |'evolucié del creixement és un camp en plena expansio dins la Quimica
Analitica. Per exemple, ja s’han creat sensors que poden mesurar de forma
automatica compostos com glucosa (Céspedes et al., 1995)(Milardovic et al.,
1997), urea (Baohong et al., 1997), etanol (Cai et al., 1997) o per pesticides
(Mazzei et al., 1996).

Tot i semblar que aquests sensors permetran tenir un complet control sobre
el sistema, a I'hora d’utilitzar-los es topa amb problemes com la robustesa i
fiabilitat. A I'emprar enzims com a elements sensors es tenen problemes com la
seva estabilitat i reproductibilitat, i només es pot operar dins les condicions en que
és activa, per tant, en cap cas, aquest tipus de sensor es podra esterilitzar.
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Higl E iquid y

El principal avantatge de la cromatografia HPLC és que es poden analitzar
entre 5 i 10 components al mateix temps. La mostra ha de ser desgasificada i
desproteinitzada, i si és possible, s’ha de tenir saturacié d'Heli per evitar la
formacié de bombolles que puguin provocar el col-lapse de la columna. La separacié
dels diferents components que formen la mostra es pot produir per diversos
fenomens com ara l'adsorcidé, permeacio de gel, cromatografia d’afinitat, etc.... Es
ampliament utilitzat en biotecnologia per coneixer concentracions de compostos
existents en el medi com etanol, alguns sucres, lactat, glicerol, aminoacids, etc.

L'automatitzacié en linia d’aquest equip en processos biotecnologics és poc
emprada, en part causada per la complexitat que comporta el muntatge de I'equip
en linia.

Técnica FIA (El N lysis

Una altra alternativa per disposar de mesures de variables en linia dels
processos fermentatius és utilitzar la técnica FIA (Flow injection analysis). Aquesta
tecnica es basa en l'automatitzacié de metodologies de deteccid i quantificacié de
compostos quimics que normalment es fan “off-line”.

La técnica FIA és una metodologia iniciada al 1975 per Ruzicka i Hanssen
(Ruzika, 1981), i des d‘aleshores s'‘ha usat per resoldre un ampli ventall de
problemes analitics. La seva versatilitat, el baix cost, la bona reproductibilitat de
mesura i el reduit temps d’analisi, ha facilitat la rapida extensié d’aquesta técnica,
una de les més utilitzades, tant a la indUstria com a nivell d’investigacié (Schurgerl,
1996). Aquesta tecnica és cada dia més emprada en biotecnologia, aplicable a la
mesura dels compostos més diversos (Keay, 1997), com per exemple en 'analisi d’
alguns components de l'aigua residual (Andrew, 1994).

1.6.3. COMUNICACIONS

Un cop instal-lats tots els sensors necessaris o possibles en l'entorn del
reactor per tal de coneixer les condicions ambientals del cultiu, cal interpretar i
centralitzar les mesures per poder actuar sobre el procés. La informacié recollida ha
d’enviar-se a un sistema de gestié que permeti recopilar totes les dades. Aquesta
accio és coneguda amb el nom de monitoritzacid.

Normalment, s’utilitza per a tal fi un ordinador, que permet entre d’altres
funcions, la comunicaci6 amb tots els sensors. El sensor envia un senyal,
normalment de tipus eléctric o pneumatic (aquest ultim actualment en desus)
proporcional al valor de la variable que mesura.

Per a la transmissié de dades entre dos equips de control es poden emprar
diferents tipus, classificables en dos grans grups: la transmissié analogica i la
digital. La diferéncia basica entre aquests dos tipus de transmissid resta en la forma
de transmetre el senyal. Si és analodgic, indica que el senyal és totalment continu,
pel contrari, el digital envia dades de forma discontinua.

T logi

La necessitat de comunicar dos elements de control a llarga distancia de
forma fiable, va originar I'aparicié dels transductors i transmissors. El transductor
és un dispositiu, normalment adjunt al sensor, que genera un senyal equivalent a la
mesura per |'element sensor permetent que aquest pugui ser transmes. L'element
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transmissor, tal com indica el seu nom, és el que transmet a través seu el senyal
del transductor fins I'aparell receptor. En el cas que la transmissié sigui electrica,
sera un cable, i si la transmissié és de tipus pneumatica, aquest sera un tub.

La transmissié analdgica de tipus pneumatica treballa en un rang entre 0.2 i
1 bar. La utilitzaci6 de pressions relativament baixes i aire comprimit com a gas fa
que el cost d’aquest tipus d’instal-lacions sigui relativament barat. Es per aquesta
rad que és encara emprat en plantes quimiques on el risc d'incendi és elevat o en
ambients on |'electronica pot fallar (per calor, fred o molta humitat). S’utilitza 0.2
bar de pressié absoluta per indicar el menor valor de la variable mesurada, perque
seria molt dificil buidar totalment la linia de transmissié, per aconseguir que la
pressio fos exactament zero.

Si la transmissié de dades és eléctrica es treballa, normalment, amb
intensitat (entre 4-20 mA). En el cas que s'utilitzi el voltatge, aquest pot donar
problemes en llargues distancies per la resisténcia del cable. Treballant amb un
rang baix d’intensitat s’aconsegueix abaratir el cost de la instal-lacid, ja que no es
requereixen cables d’'un gruix massa elevat i encara és facilment mesurable per
I'aparell receptor. A l'igual que el senyal pneumatic, és dificil aconseguir el zero
exacte, perdo a més en aquest cas es necessitaria una font d‘alimentacié externa.

issi6 digital

La comunicacio digital es basa en la transmissié de bits a través d'un cable,
permetent la comunicacio logica entre dos equips. El bit (BInary digiT) només pot
tenir dos valors, 0 o 1, i cada un d’aquests valors ve determinat per un voltatge.
Com només pot tenir dos possibles valors, aquest s’agrupa en unitats més grans
gue proporcionen un esquema logic més gran. Un byte esta format per una série de
8 bits, i que permeten realitzar 256 (2%) combinacions diferents d’uns i zeros. Per
tant, un byte pot adquirir un valor entre 0 i 255 segons el valor de cadascun del
bits que el formen.

La transmissio de dades en paral-lel consisteix en enviar simultaniament la
informacié d‘un byte a través de 8 cables (més un de referéncia). Cada cable envia
un bit d’informacié (valors possibles 0 o 1), permetent que |'aparell receptor rebi
vuit bits que formin el byte. Aquest tipus de comunicacié és molt rapida, perd dona
molts errors per les diferéncies de resisténcia, capacitat i inductancia que poden
existir durant el trajecte que recorre el senyal. Un altre desavantatge és l'elevat
cost dels cables quan es volen transmetre dades a llarga distancia. Per tant, la
transmissié de dades en paral-lel és Unicament utilitzada a l'interior de I'ordinador o
en un entorn proxim (impressores, sistemes d’emmagatzematge o registre
externs), on es necessiten altes velocitats de transferéncia entre aparells proxims.

Una altra forma de transmetre les dades que resulta menys cara (s’utilitzen
menys cables) i més segura a llargues distancies és la coneguda com la
comunicacié o transmissié en serie. L'alternativa a enviar les dades simultaniament
una després d’una altra per la mateixa linia. A l'extrem receptor s’inverteix el
procés construint el byte original. Aquest tipus de transmissid redueix la
complexitat i part del cost del sistema, perd s’obté una menor eficacia, ja que es
triga vuit vegades més a enviar la mateixa informacid, ja que els bits van un
darrera l'altre, en comptes d’enviar-se simultaniament.

S’han d’afegir una série de bits complementaris als de les dades per tal

d’assegurar una bona comunicacié. Aquests s’han estandarditzat per tots els equips
digitals. Els bits complementaris son els seglients:
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» Bit d’'inici: Indica l'inici del paquet de dades.
» Bits de dades : Poden ser 7 (128 combinacions) o 8 (256
combinacions).
» Bit de paritat: Aquest bit serveix per comprovar si les dades han
estat ben rebudes. Existeixen les segiients variants:
» Paritat parell: Si la suma dels bits de dades és parell, el valor
del bit és 1, en el cas que siguin imparells és 0.
= Paritat imparell: El bit és 1 si la suma de bits de dades és
imparell i O si és parell.
B Sense paritat: No s’utilitza el bit de paritat.
» Bit de parada: Indiquen la fi del paquet. Poden ser un o dos bits.

Com pot observar-se, és necessari enviar un minim de 10 bits per cada byte
de dades. Aix0 provocara la disminucié de la velocitat de transmissid, pero
compensat per l'augment de la seguretat en I'enviament.

Per a la comunicaciéo de dades en série s’han establert diferents protocols
gue especifiqguen les caracteristiques técniques de la connexié. A continuacid
s’especifiquen els més usuals:

RS-232-C

L'any 1969 |'Associacié d'Industries Electroniques (EIA), juntament amb els
laboratoris Bell i els fabricants d’equips de comunicacions, van formar aquest
protocol; el RS-232-C. El proposit inicial va ser la connexidé entre un equip terminal
de dades (DTE, Data Terminal Equipment) i un equip de comunicacié de dades
(DCE, Data Communications Equipment) utilitzant l'intercanvi de dades binaries en
serie. En aquest acord es va establir el protocol que establia com havien de ser
fisicament les connexions, el voltatge i altres detalls, com la nomenclatura a
utilitzar.

Actualment, aquest tipus de connexido és el més utilitzat per connectar
equips auxiliars als ordinadors, encara que presenti inconvenients d’origen en
comunicar un modem i un ordinador.

El RS-232-C esta format per tres cables, el de transmissio, el de recepcid i el
de referéncia. Aixi doncs, es permet establir la comunicacio en les dues direccions,
els equips connectats poden rebre i enviar dades. El cable de transmissié (TxD), tal
com indica el seu nom, permet la sortida de dades cap un altre dispositiu. El de
recepcié és el d’entrada de dades provinents d’altres equips (RxD). Finalment, el
tercer cable s’utilitza com a referéncia per determinar la polaritat i el voltatge dels
altres dos cables.

Els voltatges utilitzats per a la comunicacié son diferents en el cas que es
tracti d’entrada o sortida de |'aparell. Aquesta diferéncia entre les definicions de
voltatges permissibles és utilitzada com a marge de seguretat. La llargada del cable
de comunicacio, juntament a la proximitat que pot tenir aquest amb altres equips
eléctrics (motors, transformadors, etc..) provoca una disminucié del senyal, que pot
ser, fins i tot, d’algun volt. Com a solucié al problema s’ha estandarditzat que el
rang de voltatge que defineix els valors logics sigui una mica més ampli per al
senyal rebut, és a dir, per a la d’entrada de dades a l|'aparell receptor. Les
definicions logiques per a I'entrada son les seglients:

» Definicié 1 1dgic: Entre -3 i -15 V.
» Definicid de zero logic: Entre 3 i 15 V.
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» Zona de transicié: Entre -3 i 3V. Aquesta no aporta cap tipus
d’informacid, serveix per separar les zones que defineixen els valors
logics, evitant qualsevol confusio.

Per a la sortida aquestes definicions varien lleugerament, sent [|'Unica
diferéncia I'amplitud de cada zona. La zona de transicid és major, entre 5 i -5V,
conseqlientment s’estrenyen les altres dues zones, sent per a la definicid del 1 logic
el rang entre -5 i -15V i per la definicié del 0 logic el mateix interval pero de signe
contrari.

Un dels grans inconvenients per a la comunicacidé en série, respecte a la de
tipus paral-lel, és la limitacié de la velocitat de transmissié. Quan s’intenta treballar
a velocitats altes, les dades son susceptibles a perdues importants de voltatge
causades per la capacitat, la resisténcia i la inductancia del cable, provocant errors
significatius en la comunicacié.

Aguestes pérdues sén conegudes com efectes d’alta freqliéncia i augmenten
amb la longitud. Per exemple, utilitzant una velocitat de 19200 bits/s per a la
comunicacié entre dos equips RS-232, la distancia maxima entre ells pot ser com a
maxim 15 metres. Si es desitja emprar longituds de cable més elevades, només cal
gue es rebaixi la velocitat de transmissio.

Per aconseguir una perfecte comunicacié entre els diferents equips, el model
oficial RS-232-C estableix una serie de connexions per coneixer |'estat del sistema
per si la comunicacié entre ells és viable. Aquest tipus de control entre equips és
conegut com acoblament (“handshaking”) i es defineix com el mode en qué es
regula i controla el flux de dades a través de la connexié.

Hi ha dos tipus d’acoblament; per maquinari (“hardware”), on es regula el
flux de transmissié de dades electronicament, mitjancant I'addici6 de més cables
per conéixer I'estat de l'altre aparell. I per programari (“software”), on juntament
amb les dades s’envien bits d’inici i fi de transmissid, i una série de bits de revisio,
que donen informacio del paquet enviat, com per exemple, el nombre de bits totals,
0 una suma dels valors dels bits enviats.

Pin Connector Pin Connector

DB9 DB25 AUNEE)

2 Transmissio de dades (sortida)

Recepcid de dades (entrada)

Peticié d’enviament (sortida)

Preparat per enviar (entrada)

Dispositiu de dades preparat (entrada)

Deteccidé de portadora de dades (entrada)

Terminal de dades preparada (sortida)

3
2
7
8
6
5
1
4
9

3

4

5

6

7 Comu (referéncia)

8

20

22 Indicador de crida (entrada)

Taula 1.6. Disposicio dels pins en un connector tipusmitjancant RS-232-C.

Per tal d'estandarditzar les connexions tipus RS-232-C es donen una série de
noms als diferents tipus de senyals, siguin de dades o d’acoblament, i també
I’'assignacié a les diferents patilles (pins) utilitzades en les connectors de 25 i 9
patilles. La taula 1.6 mostra la nomenclatura utilitzada universalment per aquest
tipus de protocol.

Es pot observar que sOn necessaris un total de 9 cables per realitzar la
connexio:
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1 per enviar dades (TXD)

1 per rebre dades (RXD)

1 comu per a tots els circuits (Terra)

4 per poder enviar senyals d’acoblament (CTS, DSR, DCD, RI).
2 per poder rebre senyals d’acoblament (RTS, DTR).

FYYV¥YVYY

Alguns dels senyals (DCD, RI) son utilitzats per conéixer I'estat d’'un modem,
perd no sén emprats per les altres aplicacions.

Per exemple, si es volen connectar dos ordinadors (dispositius DTE) en série
mitjancant dos connectors de 25 pins, les connexions que s’haurien de realitzar sén
les descrites a la figura 1.9, on la direccié de les fletxes indica la direccié del flux
d’informacié.

XD 2 2 TXD
RXD 3 -, 3 RXD
RTS 4 4 RTS
TS s le—— ——— | CTS
DSR 6 \ / 6 DSR
Comu 7 |« »| 7 Comu
DTR 20 20 DTR

Figura 1.9. Connexi6 estandard entre dos equips RS-232-C.

Si no es desitgen utilitzar els senyals d’acoblament de tipus fisic (per
hardware), es pot fer una modificaci6 que no alteri el funcionament, encara que
alguns programes puguin necessitar-les. Tot i que el protocol RS-232-C original
esta pensat per comunicar Unicament dos equips, si es suprimeixen els senyals
d’acoblament, es permet connectar amb el mateix cable varis equips en serie. En
aquest cas, s’haura d’utilitzar algun tipus d’acoblament per programari que indiqui
quin és el destinatari de la informacio, mantenint al marge la resta d’aparells.

A la figura 1.10 es mostra la nova disposicié de les connexions per eliminar
els senyals d’acoblament fisic entre els equips.

™0 [ 2 ——0 2 [ ™0
RXD 3 3 RXD
RTS 4 4 RTS
CTS 5 :l ,—_> 5 CTS
DSR 6 ¢ —»| 6 DSR
Comu 7 I¢ >l 7 Comu
DTR 20 20 DTR

Figura 1.10. Connexio RS-232-C entre dos equips sense utilitzar e€ls senyals d’ acoblament.

La majoria d’equips que utilitzen RS-232-C es poden comunicar fisicament
de la forma explicada anteriorment, perd en alguns casos existeixen aparells que
utilitzen petites variacions que no permeten una correcta connexié. En aquests
casos és necessari un estudi de les caracteristiques dels dos dispositius per trobar
una solucio.
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RS-422-A

El protocol de comunicacié RS-422-A sorgeix com a alternativa al RS-232-C
per solucionar algunes de les mancances que aquest ofereix, com la limitacié de
llargada i velocitat de la transmissié de dades.

Al 1975 |I” EIA va desenvolupar el RS-422-A per millorar la transmissié de
dades. Aquesta millora s’aconsegueix utilitzant circuits balancejats, és a dir, que no
s’'empra un Unic cable per a la transmissié canviant la polaritat respecte el cable
comu, sind que s’utilitzen dos cables per a cada senyal. Les condicions de 0 i 1 logic
son determinades per canvis en la polaritat entre els dos cables, és a dir, per
referencia d’'un amb l'altre.

Aquest canvi permet una important millora de les prestacions; utilitzant un
cable apantallat és possible transmetre informacié a distancies de 1200 metres i
amb velocitats properes a 1 megabit/s (1MBps). L'inconvenient d’aquest tipus de
comunicacié és que s’han de duplicar la quantitat de cables per connexid. Pero, a
Iigual que el sistema RS-232-C, es poden suprimir els senyals d'acoblament
connectant la sortida d’aquesta a l'entrada del mateix dispositiu. Es en aquest
sentit que moltes empreses comercials ja optaven directament per la simplificacio
dels senyals d’acoblament en els seus equips. Aquesta tendéncia a la simplificacid,
junt a la limitacid que aquest protocol només permet la comunicacié entre dos
equips, va originar la revisio i posterior aparicié d’'un nou protocol que millorava les
possibilitats, el RS-485.

RS-485

L'estandard RS-485 és I'Unic que permet la comunicacid de diversos equips
amb un Unic cable. La seva robustesa, juntament amb les altes velocitats de
transmissid i la capacitat de comunicar-se amb equips a llargues distancies, ha fet
del RS-485 el tipus de connexié més utilitzat a la indUstria.

L'EIA va confeccionar aquest estandard al 1983, i des de llavors ha estat
sotmeés a nombroses actualitzacions que han convertit el RS-485 en la connexio en
serie per transmissio de dades digitals més segura i fiable.

Aquest model complementa el RS-422, mantenint els seus avantatges com
la velocitat de transmissié (1 megabit/s) i longituds proximes als 1200 metres, i a
més permet la comunicacié de fins 32 equips amb un mateix cable. També cal
assenyalar que amb el nou estandard s’han eliminat els cables d’acoblament,
simplificant de forma significativa la connexid i abaratint els costos de cablejat.

Dins l'estandard RS-485 existeixen diferents variants, una de les quals és
coneguda com 4D-RS-485. En aquest cas, es mantenen per separat la linia de
recepcid i la d’enviament de dades. A la taula 1.7 es mostren els senyals necessaris
per establir aquest tipus de comunicacio.

Nom Funcio
TXD (+) Transmissié de dades (sortida +)
TXD (-) Transmissio de dades (sortida -)

RXD (+) Recepcid de dades (entrada +)
RXD (-) Recepcid de dades (entrada -)
TERRA Referéncia

Taula 1.7. Senyals utilitzades en la connexié 4D-RS-485.
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Aixi doncs, s’aconsegueix, amb tant sols cinc cables, una connexidé segura,
fiable i que respecte a anteriors estandards, permet la connexié de més de dos
equips amb el mateix cable. A la figura 1.11 s’indica la disposicid dels diferents
cables utilitzada en la comunicacié 4D-RS-485.

Equip principal Equip secundari
TXD (+) — RXD (+)
TXD (-) — RXD (-)
RXD (+) < —— TXD (+)
RXD (-) < R L XD (-)
TERRA — TERRA

A Equip
: i o secundari
b k- RXD (+)
o b RXD (-)
s > TXD (+)
e > TXD (-)
T e > TERRA

Figura 1.11. Connexi6 entre equips 4D-RS-485.

El seglient pas en simplificacidé és I'estandard 2D-RS-485. D'aquesta manera,
s’elimina una de les linies de transmissid de dades, és a dir, s’utilitza una sola linia
de comunicacié bidireccional. Les caracteristiques de l'estandard es mantenen
(longitud i velocitats de transmissid), I’'Unica diferéncia amb el 4D-RS-485 és que
aquest ha d’incorporar un dispositiu de control que permeti commutar els senyals
d’enviament i recepcio, per evitar que s'emetin simultaniament.

Els senyals necessaris que defineixen I'estandard 2D-RS-485 es mostren a la
taula 1.8.

Funcio
Transmissio de dades (sortida +)
Transmissio de dades (sortida -)
Terra

Nom
TXD / RXD (+)

TXD / RXD (-)
TERRA

Taula 1.8. Senyals emprats en la connexié 2D-RS-485.

Equip principal

Equip secundari

TXD (+) «— > RXD (+)
TXD (-) < i, RXD (-)
TERRA —— TERRA
b Equip
.: , E secundari
S TXD (+)
;- » TXD ()
b > TERRA

Figura 1.12. Connexi6 entre equips 2D-RS-485.
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A la figura 1.12 es mostra I'esquema d’interconnexié entre diferents equips,
on com pot observar-se es redueix el nombre de cables perdo s’‘augmenta la
complexitat de la connexid a causa de la bidireccionalitat que ha de suportar I'nica
linia de transmissio.

En totes les variants de I'estandard RS-485 el cable de referéncia (terra) és
opcional, només és necessari quan puguin existir interferéncies.

Cal assenyalar que els estandards 4D-RS-485 i 2D-RS-485 en permetre la
comunicacié amb la mateixa linia de més des de 30 equips, s’ha de controlar el flux
d'informacié per evitar que més d’un equip transmeti informacié al mateix temps.
Per controlar aquest fet, I'equip principal (*master”) es responsabilitza d’administrar
el flux de dades. Els equips secundaris (“slaves”) resten en espera per rebre una
peticio de dades de I'equip principal. Aixi doncs, només envien dades quan aquestes
son requerides des de |I'equip administrador.

Les millores de l'estandard de connexidé RS-485 respecte el RS-232-C sén
evidents, pero l'elevat cost de la implementacié del primer origina que |'estandard
més antic encara sigui ampliament utilitzat. Per exemple, la majoria d’ordinadors
fabricats actualment segueixen utilitzant el RS-232-C i pel contrari, el RS-485
s’'empra generalment en la fabricacié d’instrumentacié industrial. Es per tant,
habitual trobar-se amb el problema de la conversid entre dos estandards de
comunicacio digital en serie quan s’utilitza un ordinador com equip principal.

Al laboratori aquest problema és facilment solucionat mitjancant una placa
de comunicacié d’estandard RS-485 configurable com a port de comunicaciéo en
serie dins el PC. Aquesta solucié no és aplicable a nivell industrial, ja que aquests
elements sén poc resistents a interferéncies o sobrecarregues provocades per la
proximitat d’elements eléctrics. En ambients industrials s’empra un conversor
optoaillat (aillat de corrents externes mitjancant un sistema intern de diodes), que
transforma un senyal generat en RS-232-C a RS-485, aillant totalment les linies de
gualsevol interferéncia externa.

Protocol TCP/I1P

Si la comunicacié es vol realitzar entre dos ordinadors, la forma més rapida i
segura de fer-ho es mitjancant una red ethernet. Aquesta consisteix en la
interconnexié en série de multiples estacions on es permeti la comunicacié entre
tots ells. Els protocols TCP i IP sén els més emprats per la gestio de la informacio
en una red.

El protocol TPC (Transfer Control Protocol) estableix el format de les dades,
el tipus de confirmacié que les estacions intercanvien i els procediments que
utilitzen les maquines per assegurar-se que les dades han estan rebudes
correctament.

El protocol IP (Internet Protocol) té tres funcions principals:

» Definicié del datagrama (unitat basica de la transferéncia de dades).

» Efectuar I'encaminament dels datagrames entre el dos nodes.

» Incloure les regles necessaries per indicar les estacions el mode de
processar els paquets, com i quan generar missatges d’error i les condicions
per descartar paquets.
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El datagrama es defineix com el conjunt de dades on s’inclou de forma
ordenada la informacié sobre el tipus de servei, la prioritat de la transmissid, la
direccié d'origen, la de desti i per ultim les dades a transmetre.

La combinacié dels dos protocol rep el nom de TCP/IP i assegura una
connexidé rapida i fiable entre dos equips, sense limit de distancia fisica entre ells.
Actualment tots els sistemes operatius avancats (MacOs, Windows, Linux) ja
incorporen totes aquestes funcions totalment invisibles per 'usuari final.
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1.7. CONTROL DE BIOPROCESSOS

Els sistemes que treballen amb microorganismes estan restringit a fer-ho en
unes condicions especifiques per obtenir les transformacions desitjades. El control
d’aquests processos és complex, tant per la desconeixenca del funcionament
fisiologic del microorganisme, com per l'elevada quantitat de variables necessaries
gue cal coneixer durant I'evolucié del bioprocés.

Aquests tipus d’operacié poden veure’s afectats per diferents pertorbacions,
com ara variacions de temperatura, pH o0 concentracions inadequades de
compostos que alterin el creixement, provocant una desviaci6 important en el
comportament del microorganisme. Es per tant necessari algun tipus de control
sobre el procés per garantir que totes les possibles variables estiguin dins el rang
desitjat.

Cal assenyalar el retras significatiu en l'aplicacié de sistemes de control
avancats als processos biotecnoldgics respecte a altres processos industrials. Tot i
gue aquests també sén aplicables als bioprocessos, cal estudiar previament el
sistema amb profunditat abans de la seva implementacid, ja que es tracta d’un
entorn molt més complex que I'existent als processos industrials quimics
convencionals. La principal dificultat per aplicar un sistema de control avancat és la
limitacié que hi ha per obtenir mesures en linia de les variables claus pel control.

Altres problemes com la complexitat d’aquest procés per les nombroses
reaccions bioquimiques que hi tenen lloc o els fenomens de transport existents,
justifiquen 'escassa aplicacié de sistemes de control avancats. Alguns exemples, de
la utilitzacié de sistemes de control per aconseguir I'objectiu desitjat poden ser;
I'aplicacié6 de control adaptatiu en un procés “fed-batch” per maximitzar la
produccié de lisina (Flaus, 1991) o |'optimitzacié del cultius de Saccharomyces
cerevisiae utilitzant xarxes neuronals (Costa, 1998).

1.7.1. OBJECTIUS DEL CONTROL

El primer pas a realitzar per dissenyar el sistema de control del bioprocés
sera definir I'objectiu desitjat. Hi ha tres tipus de necessitats a satisfer en un
sistema de control.

» Eliminacié de les pertorbacions externes. Es considera com pertorbacio
externa l'efecte que pot tenir I|'ambient exterior sobre el procés
biotecnologic. Variables com la temperatura externa necessiten que
s’afegeixi un mecanisme de control que reguli el seu impacte. Per exemple,
si la temperatura que es vol mantenir dins el reactor és de 30 °C, aquesta
depéen de I'época de I'any en que es realitzi el cultiu. La temperatura externa
pot variar entre 10 i 35 °C, per tant el sistema de control haura de ser capag
de compensar aquestes variacions per culpa de pertorbacions externes.

» Estabilitzacié del procés. La majoria de cultius tenen la tendéncia a
evolucionar espontaniament cap a la seva desestabilitzacid, allunyant-se de
les condicions de treball desitjades. Aquest tipus de comportament requereix
I'aplicacié de sistemes de control per estabilitzar-lo. Un clar exemple és el
cas del pH, que s’'ha de mantenir dins un rang relativament estret, per tal de
permetre el creixement Optim del microorganisme. La produccié de
productes secundaris provoca, normalment, I'acidificacié del medi i per tant,
la desestabilitzacié del sistema. El control de pH seria |'encarregat de
contrarestar |'efecte dels productes de fermentacié intentant mantenir les
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condicions Optimes, en aquest cas de pH, pel creixement del
microorganisme.

» Optimitzacié del rendiment. Un problema habitual en els processos
biotecnologics i especialment en les fermentacions fa referéncia a la
possibilitat i/o necessitat d’establir diferents condicions de treball al llarg del
procés per anar obtenint en cada moment aquelles que permetin un millor
rendiment o simplement les desitjades.

Per portar a terme aquests objectius s’empren diferents técniques de control
que permeten mantenir les condicions desitjades de treball.

1.7.2. TECNIQUES DE CONTROL

Les técniques de control sén les diferents eines que es poden utilitzar per tal
de controlar un procés. En primer lloc cal indicar les dues principals formes de
disposar els diferents elements de control. Aquestes sén el control per
retroalimentacié (també coneguda per control “feedback”) i el control anticipat
(control “feedforward”).

Es la técnica de control més utilitzada i es pot esquematitzar com es mostra
a la figura 1.13. El control per retroalimentacié es caracteritza per controlar la
variable a partir de la seva mesura un cop ja ha sortit del sistema. Seguint
I'esquema de la figura 1.13, el cicle de control comenga amb la mesura de la
variable que es vol controlar amb el sensor adient i seguidament el transmissor
transforma el senyal de I'element sensor amb un altre senyal (eléctric o pneumatic)
apte per a la transmissié a llarga distancia.

Pertorbacions

Valor de Variable
consigna controlada

» Controlador Actuador Procés —I-—-}

Figura 1.13. Esquema de control per retroalimentacio.

El senyal arriba a I'element principal (ordinador, PLC) que s’encarrega de
comparar la mesura de la variable del sistema amb el valor de consigna desitjat
(“set point”), és a dir, calcular la desviacié o error entre el valor desitjat i el real. El
controlador és el responsable de decidir la variacido de la variable manipulada per
compensar aquest error. Finalment, I'actuador com element final del control permet
regular la variable manipulada, que relacionada directe o indirectament amb la
variable controlada, intenta disminuir la desviacid d’aquest ultim respecte el valor
desitjat.
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El control anticipat (Figura 1.14) es basa en la mesura continua de les
pertorbacions d’entrada al sistema i s’actua anticipant-se als seus efectes per
intentar minimitzar-los.

Pero, la dificultat de disposar de models eficients que puguin estimar I'efecte
d’una pertorbacié al sistema, juntament amb la impossibilitat d‘identificar tots els
tipus de pertorbacions a I'entrada del sistema, fan que sempre es treballi juntament
amb el control de retroalimentacié per acabar d’ajustar el valor de la variable
controlada.

Pertorbacions

ea Transmissor (== Sensor epeeee

Variable
v controlada

4 Controlador Actuador Procés ——I—}

L — e | TranNSMISSOlr —  — Sensor —— e c—

Figura 1.14. Esquema de control anticipat (“ Feedforward” ).

1.7.3. ELEMENTS DE CONTROL
Els principals elements que formen el llag de control sén:

Element sensor.

Transmissor.

Element final de control (Actuador).
Controlador.

yvYywvy

Element sensor

Es el primer dels requisits que ha de tenir un llac de control per poder
realitzar un seguiment de I'evolucié a temps real de la variable a controlar. Es vital
disposar d'un element sensor que permeti mesurar fiablement tot el rang de valors
possibles de la variable dins el sistema. Es doncs important, tenir una especial
incidéncia en l'eleccié de I'element sensor perque la precisio i bon funcionament del
control depen directament de la qualitat de la variable mesurada.

Transmissor

Sempre que s'utilitzin sensors, que normalment proporcionen un senyal
eléctric no utilitzable directament pel controlador, s’han d’introduir els transmissors.
Aguests s’encarreguen de convertir i filtrar el soroll del senyal emés pel sensor i
passar-lo a un senyal eléctric (analogic o digital) o pneumatic, apte per a la
comunicacié amb el controlador.
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Element final de control o actuador

La seva funcié és transmetre fisicament al procés la resposta del control
davant una pertorbacio. L'element final de control varia segons el tipus de variable
a controlar. Per exemple, quan es desitja controlar el pH del medi, el control actua
sobre les bombes dosificadores d’acid o base, o en el cas de l'agitacid, I'element
final és el motor responsable de la velocitat de gir de les pales.

Tot i la gran diversitat d’elements finals existents, els més utilitzats sén les
valvules de regulacid, tradicionalment pneumatiques, que permeten variar el pas
del fluid (gas o liquid) en funcié del senyal enviat pel controlador. El cabal d’aire,
tant d’entrada com de sortida al reactor, el cabal d'aigua refrigerant, o el de
substrat que s’afegeix al medi, son tipics exemples de variables que es regulen
mitjangant valvules.

La variaci6 del grau d‘obertura d’aquestes s'efectua modulant el
subministrament de pressio (entre 0 i 1 bar) de I'aire a la membrana de la valvula
provocant un desplagament de I'émbol.

Controlador

L'eleccio del tipus de controlador que s’utilitzara per construir el llag de
control, és una de les decisions més importants per assegurar el correcte
funcionament d’aquest. A partir de l'error existent entre el valor real i el valor
desitjat de la variable que es vol controlar, hi ha dos tipus d’actuacions classiques.
La primera i més senzilla que consta en actuar independentment de la magnitud de
I'error (Controlador ON/OFF), i una segona on l|'actuacié és en funcié de la
magnitud de |'error (Controlador P, PI, PID).

1.7.4. TIPUS DE CONTROL

Aguesta és una configuracié forca utilitzada quan es vol controlar amb poca
exactitud o simplement, la dinamica de la variable no requereix un control molt
complex. Aquest tipus de control no depén de la magnitud de l'error, sind6 que
només quan es detecta la seva existéncia s’actua amb tota la seva intensitat sobre
I'element final.

Es imprescindible que la resposta del sistema de control sigui superior a la
magnitud de la pertorbacid per tal de poder corregir-la. Tot i ser un tipus
d'instrumentacio senzilla i de baix cost, provoca nombroses oscil-lacions. A més a
més, en el cas que es desitgi controlar una variable de forma acurada, l'element
final de control haura d’actuar a elevada freqliéncia provocant-li consegliientment
problemes mecanics.

Per solucionar aquest problema és habitual definir una banda morta al
voltant del valor de consigna, evitant la continua actuacié del control per tal de
mantenir la variable en el valor exacte. La magnitud d'aquesta banda dependra del
sistema a controlar, tenint en compte que si és molt estreta provocara un gran
esfor¢c mecanic per part de I'element final.

Si pel contrari, la banda morta al voltant del valor de consigna és massa

ample la precisié de la variable a controlar disminueix. Es per aguests motius, que
aquest tipus de controlador només s’utilitza en situacions on el control de la
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variable no ha de ser molt estricte o no convé realitzar actuacions amb elevada
freqliéncia, com per exemple, el pH o |'agitacié.

En molts casos un controlador ON/OFF no és suficientment precis per
controlar variables que es desitgen mantenir estables dins un rang relativament
estret. Una millora possible és modular I'actuacio sobre I'element final de control en
funcié de la magnitud de l'error, coneguda com a control PID. Dins aquest tipus de
control se’'n poden diferenciar tres possibilitats, el control proporcional (P), el
proporcional integral (PI) i el proporcional integral derivatiu (PID). En alguns casos,
també es pot utilitzar el proporcional derivatiu (PD) prescindint de I'efecte integral.

El control Proporcional es basa en que la regulacié de l'actuador sigui
proporcional a la diferéncia entre el valor real i el desitjat de la variable a controlar.
Es pot definir mitjangant la segiient equacio:

C(t) - KC e(t) (Control P) eq. 1.1

on:

c(t): Valor de la variable manipulada.
Kc: Guany del controlador proporcional.
e(t): (Error) Diferencia entre el valor real del sistema i el de consigna.

L'aparicié d'un parametre de control que relaciona l'error amb |'actuacio
sobre el sistema implica trobar el valor optim d’aquest, per tal de que el control
sobre el procés funcioni de la forma desitjada. Valors elevats del guany (Kc)
augmenten les oscil-lacions de la resposta (en el limit tendeix al control tipus
ON/OFF), mentre que valors petits fan que la resposta sigui més lenta (en el limit
es tendeix a un sistema sense control).

Un dels principals problemes d’aquest tipus de control és I'anomenat error
residual (“offset”). Aquest fenomen succeeix quan una pertorbacié provoca una
important desviacié entre el valor a controlar i el de consigna. Es en aquest
moment quan el control proporcional (P) intenta redrecar la desviacid, perd no és
capag de recuperar-la totalment apareixent un error residual.

Aqguest error residual és menor quan més gran és el valor del guany. Per
tant per aconseguir disminuir la magnitud de I""offset”, s’ha d’augmentar el valor de
K¢, tenint en compte que un valor excessiu d'aquest parametre podria arribar a
provocar grans oscil-lacions, i fins i tot, la desestabilitzacid del sistema. Aquest
problema es pot solucionar afegint I’'efecte integral que quantifica la resposta tenint
en compte l'error acumulat.

K
o(t)=Ke-et)+C. jé &t)  (Control PI) eq. 1.2

T

|

on:

c(t): Valor de la variable manipulada.

Kc: Guany del controlador proporcional.

e(t): (Error) Diferencia entre el valor real del sistema i el de consigna.
71: Parametre de l'efecte integral.
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Aguest controlador afegeix a l'acci6 proporcional I'efecte integral,
solucionant d’aquesta forma tots el problemes provocats per |'offset pero
augmentant la lentitud de resposta del controlador. Per disminuir les oscil-lacions
d’aquest tipus de control, mantenint les seves virtuts, s’afegeix |'efecte derivatiu.

K
ct) = K¢ ~e(t)+c-_[(t)e(t)+ Ke Ty @ (Control PID) eq. 1.3
T
|

dt

on:

c(t): Valor de la variable manipulada.

Kc: Guany del controlador proporcional.

e(t): (Error) Diferéncia entre el valor real del sistema i el de consigna.
71: Parametre de |'efecte integral.

1p: Parametre de I'efecte derivatiu.

La clau per aconseguir un bon control mitjangant I’is d’un PID és determinar
correctament el valors dels parametres Kc, t;, 1p, ja que una mala sintonia
d’aquests pot provocar la desestabilitzacié del sistema davant una petita oscil-lacié.
Metodologies com la de Ziegler-Nichols o Cohen-Coon permeten trobar el valor
d’aquests parametres en funcié del sistema que es vulgui controlar. Perd, aquests
son Unicament valids per sistemes de primer ordre.

Es pot afirmar que aquest tipus de control és el més utilitzat en I'ampli camp
del control de processos, gracies a la seva senzillesa, robustesa i versatilitat. Tot i
aix0, el control PID no és aplicable en un reduit nombre de situacions on les
condicions i resposta del sistema sdn variables. En aquests casos es poden utilitzar
controladors alternatius com el control adaptatiu, el de logica difusa o mitjancant
xarxes neuronals, entre d’altres.

Control Adaptatiu

El control adaptatiu consisteix basicament en un estimador de parametres
de l'algorisme de control que permet la seva continua sintonia al llarg del procés.
Aquesta sintonia es realitza, generalment, a partir de mesures en linia i/o un model
del comportament.

La metodologia utilitzada per a la sintonia dels parametres de control és la
que diferencia els diferents tipus de control adaptatiu. Els més utilitzats sén els
controladors autosintonitzables (STR) (Astrém, 1989) i el control mitjancant un
model de referéncia (MRAC). L'estimacié dels parametres en tots aquests tipus de
control es pot realitzar de diferents maneres, com poden ser: ajust per minims
quadrats, filtre de Kalman, (Ali, 1993) o filtres adaptatius (Queinnec, 1991) etc..
L'eleccio del controlador a utilitzar vindra donada per les necessitats i el
coneixement adquirit del procés.

Controlador autosintonitzable (STR)

Per definicid, els reguladors adaptatius autoajustables intenten aconseguir el
control optim subjecte a un tipus de controlador i obtenir informacié del procés i de
les seves senyals.

63



CONTROL DE BIOPROCESSOS

Un regulador autosintonitzable (STR) permet adequar els parametres del
controlador (per exemple un PID) a les variacions de les condicions d’operacid
(Figura 1.15). El seu principal avantatge és que s’adapta en qualsevol cas i en
particular per pertorbacions no mesurables.

Pertorbacions

Valor de Variable
consigna controlada
Controlador Actuador Procés
Actuacio I Disseny del Estimacio de I
o 'ﬁ
desitjada I controlador ¢ la planta I
|

Figura 1.15. Esquema del Ila¢ de control autosintonitzable (STR).

Controlador adaptatiu amb model de referéncia (MRAC)

Quan es disposi del suficient coneixement del sistema per poder construir un
model del sistema que permeti explicar les seves reaccions davant una pertorbacid,
es pot emprar un control amb model de referéncia (MRAC). Com es pot observar a
la figura 1.16, a partir del model de referéncia del sistema i del seu mecanisme
d’ajust és decideix en linia quin son els parametres del controlador (Yao et al.,
1997).

Model de

-d . . meee<) Mecanisme

: referencia d'ajust dels

' v~ 7 parametres 4-------: .

: : de control s Pertorbacions

] (]

' H A '

‘ ' ' '

' & ' H Variable

' ' : controlada
. )@ Controlador et  ActUador =M  Procés it

Valor de
consigna T

—— e e Transmissor — — Sensor —

Figura 1.16. Esquema d’un lla¢ de control adaptatiu per model de referencia (MRAC).

El principal avantatge del MRAC és la rapida adaptacié per una entrada ben
definidida i per la simplicitat del tractament de l‘estabilitat. Malhauradament, si la
senyal d’entrada és pobre, el controlador no és capa¢ de mantenir la consigna
fixada per 'usuari.
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: | Predicti

Els controladors predictius gestionen situacions complexes on es necessita
una millora del control tradicional. En els Ultims deu anys el control predictiu basat
en models (CPBM) ha assolit una amplia acceptacié a nivell industrial en aplicacions
practiques de control de processos (Camacho et al., 1999).

Es conegut que la majoria de problemes de control es poden solventar
raonablement mitjancant reguladors PID. Malgrat aix0, existeixen una série de
llagos de control que a causa de la seva complexitat (interacci6 de multiples
variables,retards, dinamica complexa, etc..) requereixen técniques de control més
avancades. El CPBM es pot considerar com una bon compromis entre
comportament i simplicitat de disseny.

Les principals avantatges del control predictiu son:

» Permet tractar de forma senzilla els sistemes multivariables amb un
numero diferent d’entrades i sortides.

» Incorpora de forma natural la compensaci6 “feedforward”, proporciona
la minima varianca en les variables controlades i es pot utilitzar en
sistemes de dinamica dificil, amb retard, resposta inversa, etc...

» Es possible introduir restriccions en les variables d’entrada i sortida.

» Es conceptualment senzill de compendre i ajustable pel personal técnic.

Elements basics del control predictiu

Hi ha una série d’elements que ‘son comuns en tots els controladors
predictius:

» El Us d'un model matematic del procés que s’empra per preveure
I'evolucié futura de las variables controlades sobre un horitz6 de
prediccid.

» El establiment d’una trajectoria desitjada o de referéncia per les
variables controlades.

La metodologia d‘aquest tipus de controladors és senzilla; utilitzant
conjuntament un model matematic amb l'informacié d’entrada i sortida es poden
calcular les prediccions de la variable controlada en funcions dels variables futurs
de la variable manipulada. Aquest procés es repetieix per cada periode de mostreig.

El control predictiu presenta un gran interés quan es volen controlar
sistemes amb dinamiques lentes (Moreno, 1992), ja que aquest tipus de
controlador permet reduir els temps morts entre actuacié i resposta del sistema.
Aguest tipus de control no varia la resposta del sistema en funcié de I'estat actual
del sistema o de la seva historia passada, sind que decideix |'actuacid a realitzar en
funcié de I'’evolucid prevista del sistema.

Per cada periode de mostreig s’utilitza un sistema d’optimitzacié que

determina l'actuacio del controlador a aplicar en el seglent interval de temps, de
forma que es minimitzi I'error previst del sistema.
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Tant el control predictiu com el control amb model de referéncia (MRAC)
necessiten un model matematic que descrigui el sistema. Aquest requisit pot ser un
gran inconvenient, ja que en molts casos la complexitat del sistema no permet
disposar d'un model fiable i valid en tot el rang d’operacio.
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OBJECTIUS

Els objectius d'aquest treball es centren en I'estudi i millora de la produccio
de lipasa de Rhizopus oryzae (ROL) en el sistema hoste Pichia pastoris. A
continuacié es plantejen un seguit de mesures en aquesta direccio:

>

Estudi en cultiu discontinu i semicontinu. El comportament de les
diferents soques de Pichia pastoris (segons el fenotip i el nombre de
copies del gen hoste) difereix segons |'estrategia de cultiu utilitzada. Es
portaran a terme diferents fermentacions en discontinu i semicontinu
per veure |'evolucid del creixement i produccié de les diferents soques.

Selecci6 de la soca de produccié. De les diferents soques emprades
en la realitzacid del treball s’escollira quina és la més adient per a la
produccié de ROL en cultiu semicontinu en funcié de parametres com la
productivitat i el rendiment.

Determinacié dels parametres clau. S’identificaran les diferents
variables del procés que tenen relacié amb la produccid. S’analitzara la
influéncia que pot exercir la variaci6 de cadascuna d’aquestes en els
nivells de ROL produits. Finalment, es proposara |'actuacid sobre
algunes d’elles per incidir directament en la productivitat del cultiu.

Millora de la instrumentacié. L'increment de la produccié passa
inevitablement per coneixer amb més detall I'evolucié de les principals
variables del cultiu (biomassa,concentracié de substrat i producte). Es
per aixo, que cal dotar-lo de la instrumentacié adient per poder dur a
terme el seguiment en linia de les mateixes. Per tant, es procedira a la
instal-lacid dels equips necessaris per aconseguir aquesta fi.

Programari de control i monitoritzacié. El desenvolupament d’un
programari que gestioni tota la informacié generada durant la
fermentacid sera de gran ajuda per poder realitzar un seguiment en
linia i una posterior analisi acurada dels principals parametres del
sistema. El control i estimacié en linia d’algunes variables d’especial
interés també hauran de ser inclosos dins les principals funcions
d’aquest programari.

Estimacié en linia de la biomassa. Es provaran diferents sistemes
per estimar en linia la concentracié de biomassa, necessaria per seguir
els principals parametres del cultiu (p.ex: velocitats especifiques de
creixement, consum i produccio).

Control del parametre clau. Atesa la influéncia de les variables clau
amb la productivitat, s’integraran les eines necessaries per aconseguir
mantenir-les dins el rang desitjat. S‘implentaran diferents controladors
i es decidira en funcié del resultats i la seva simplicitat, el més adient
per aquest tipus de bioprocés.

Millora de la producci6 de ROL. Utilitzant Unicament la soca

seleccionada, es portaran a terme una série de cultius a diferents
condicions, modificant principalment els parametres claus seleccionats.
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3.1. INSTAL-LACIO EXPERIMENTAL

En aquest apartat es descriu de forma detallada tot I'equipament utilitzat
durant la realitzacié d’aquest treball experimental.

3.1.1. EERMENTADORS
: iolal

El model BIOLAB de la marca B.Braun Biotech (Melsungen, Alemanya) és un
fermentador de dimensions reduides dissenyat especialment per a bioprocessos a
petita escala. La configuraci6 de moduls individuals per monitoritzar i controlar
cadascuna de les variables desitjades (T, pO,, pH) ddéna una gran versatilitat a
aquest bioreactor.

Aquest equip consta d'un vas de vidre amb una tapa construida en acer
inoxidable amb dotze entrades mecanitzades, permetent I'entrada de sondes, tubs i
altres accessoris, podent assegurant en tot moment l'esterilitat. L'aire s’introdueix
per la part inferior de les pales amb |'ajuda d’un difusor (“sparger”).

L’esterilitzacié del bioreactor es realitza a |'autoclau, per tant, tot el reactor i
sondes instal-lades estan preparades per suportar una temperatura de 121°C
durant 30 minuts.

Les principals caracteristiques d‘aquest fermentador es descriuen a
continuacio:

» Volum atil: 1 litre.

» Agitaci6: Turbina de 6 pales planes. Rang d’agitacié entre 100-1000
rpm. La junta mecanica instal-lada a la tapa permet l'agitacié de
I'interior del tanc en condicions estérils. El modul de control disposa
d’un tacometre analogic que permet regular la velocitat de gir.

» Aeracio: Una bomba eléctrica de reduides dimensions, injecta a
pressié constant I'aire a l'interior del bioreactor amb un cabal maxim de
3.5 I'min’t. Aquest es regulat mitjancant un conjunt valvula-rotametre
amb un rang de 0-6 I-min’t. Per assegurar |'esterilitat en els corrents
de gasos tant d’entrada com de sortida al reactor s’utilitzen filtres de
0.45 um (MILLIPORE FG, cat n°® FGDN96042, Bedford,USA). A la
sortida l'aire passa abans de sortir a |'exterior per un condensador
evitant l'arrossegament de liquid que pot taponar el filtre de sortida i
provocar pérdues de volum de reaccid.

» pH: Modul que permet la mesura (entrada analogica des del sensor) i
control del pH mitjancant dues bombes dosificadores per a l'addicié
d’acid i base mantenint aquesta variable dins el rang de consigna. El
rang de mesura és entre 0 i 14.

» Temperatura: Modul de mesura (entrada analogica des del sensor) i

control de temperatura. Per escalfar el reactor s‘empra una manta
termica, i per al refredament un dit fred.
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» pO,: Només es contempla la monitoritzacié d’aquesta variable. No
existeix la possibilitat de controlar-la en cascada amb I'agitacié i/o el
cabal d’aire d’entrada.

Cal assenyalar que aquest equip només s’ha utilitzat per realitzar els inoculs
previs a la fermentacié. Tant el pH com la mesura del pO, no s’han volgut controlar
per la poca durada i la funcié per la qual s’ha utilitzat aquest equip.

. h Bi

El model Biostat ED (Figura 3.1), de majors dimensions que el Biolab,
disposa de I'opcid de triar entre dues mides de reactor, un de 5 i I'altre de 15 litres.
Aquest equip esta integrat per dos moduls clarament diferenciats, un primer on
s'integren tots els components mecanics com valvules, tubs, bombes, etc... Al
segon modul (Digital Control Unit, DCU) hi ha tota la part electronica que controla
el procés i monitoritza les principals variables (T, pH, Agitacié, pO2, etc...)
juntament amb la pantalla d’interficie amb 'usuari.

Figura 3.1. Vista del fermentador B.BraunBiostat ED en funcionament.

Fer notar que Unicament s’ha utilitzat el reactor de 5 litres de volum Util que
esta format per una base i tapa d'acer inoxidable i un vas central de vidre
(borosilicat) resistent a altes temperatures i pressions. El fermentador és
autoesterilitzable, tret de les entrades i sortides de mostres. Aquestes s’esterilitzen
a l'autoclau i es connecten al fermentador mitjangant un “séptum” flamejat
préviament amb la solucié etanol-aigua al 70%.

74



MATERIALS | METODES

La connexié amb un ordinador es realitza directament de forma digital
mitjancant el protocol RS-422. La comunicacid és bidireccional i l'accés als
parametres de configuracié des del PC és total.

Les principals caracteristiques d’aquest fermentador soén:

>

Temperatura: El sensor utilitzat per a la mesura d’aquesta variable és
de tipus Pt-100 que juntament amb el modul de control dotat d’'un PID
evita eficagment les possibles pertorbacions. Tant el refredament com
I'escalfament del reactor es realitzen mitjancant el pas d’un fluid (H>0)
a la temperatura desitjada a través d’un serpenti instal-lat a l'interior
del reactor. El refredament utilitza aigua de xarxa a temperatura
ambient, per tant, no es poden realitzar cultius a temperatures inferiors
a aquesta. Per escalfar es fa passar préviament l'aigua de xarxa per
una resisténcia eléctrica que augmenta la temperatura del fluid.

pO,: El sensor és un electrode d‘oxigen polarografic esterilitzable
(Mettler Toledo, Kisnacht, Suissa) El control d’aquesta variable es pot
fer augmentant I'agitacié o incrementant el cabal d’aire d’entrada dins
el reactor. Un cabalimetre massic (Bronkhorst HITEC, Ruurlo, Holanda)
incorporat ja en el sistema controla la quantitat d’'aire que s’introdueix
dins el fermentador entre un rang de 0 - 20 I-min’t

pH: L'element de mesura emprat és un electrode de vidre combinat
amb un eléctrode de referéncia Ag/AgCl (CRISON Inpro 300/120 N°
cat. 52000193, Alella, Espanya) en la qual I'electrolit es troba en forma
de gel. Aquesta caracteristica evita la mescla de I'electrolit amb el medi
de cultiu durant I'esterilitzacié o el cultiu. El controlador per mantenir
dins el rang desitjat aquesta variable és un PID que actua sobre les
bombes dosificadores d’acid i base. El control permet definir una banda
morta al voltant del valor de consigna, fixat normalment en 0.1 unitats
de pH, evitant I'addicié continua tant d’acid com de base per mantenir
el pH en un valor exacte.

Agitacié: La mescla en el reactor és efectuada per un agitador amb
quatre discs de 6 pales planes situades sobre l'eix de l|'agitador.
Aquestes es poden desplagar verticalment pel que permeten treballar
amb volums inferiors. La velocitat d’agitacié es mesura mitjancant un
tacometre i el controlador ajusta la poténcia a subministrar al motor. El
rang d’agitacié possible és entre 50 - 1500 rpm.

Nivell: El fermentador utilitza un sensor de conductivitat que esta
col-locat a la part superior del reactor i s’ha de fer arribar el seu extrem
just a I'algada on es vulgui mantenir el liquid. Quan I'escuma o el liquid
toguen la part final de l'electrode es tanca el circuit i es transmet un
senyal al modul de control. En el cas que s'utilitzi aquest sensor per a
la deteccido d’escumes, el control de tipus ON/OFF activara la bomba
dosificadora d’'antiescumejant per tal de disminuir aquest problema.

Altres elements disponibles en el fermentador sén:

>

Valvula de seguretat. Imprescindible durant el procés d’esterilitzacio
per evitar sobrepressid dins el reactor.

Varies obertures al reactor que permeten afegir o extreure liquid al seu

interior. Les entrades sén utilitzades per afegir acid, base,
antiescumejant o altres compostos que es desitgin introduir durant el
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cultiu. Les sortides son utilitzades majoritariament per a I'extraccié de
medi, o per mantenir el nivell de liquid al reactor especialment en
cultius continus.

» 3 bombes peristaltiques per a I'addicié de base, acid i antiescumejant
amb uns rangs de cabal variables segons el diametre de tub utilitzat.

» Condensador col-locat a la sortida de gasos del bioreactor, on per la
seva part externa es pot passar un corrent liquid d’aigua a temperatura
desitjada, sempre menor a la del cultiu.

A la taula 3.1 es presenten detalladament les caracteristiques técniques del
fermentador B.Braun Biostat ED.

Caracteristiques técniques del fermentador:

Agitacio

Motor

Motor DC

Sortida

0.75 kW a 1500 rpm.

Tacometre

DC tachogenerator

Rang de velocitat

50-1500 rpm

Desviacio

<1%

Termostat

Disseny

Circuit tancat d'aigua calenta a pressié

Bescanvi de calor

Serpenti interior al tanc

Valvules de control

Solenoides de 24 V (DC)

Mesura de Temperatura

Sensors PT100

Control de Temperatura

Sistema PID en cascada

Rang de Temperatures

Rang de treball (0 - 90°C)

istema d’Esterilitzacio

Modes

Esterilitzacio in-situ

Esterilitzacié automatica amb la mesura i control
de temperatura i aeracio.
De membrana de funcionament pneumatic
Subministre d'aire

Control

Valvules

1.8 m3/h
Pall EMFLON II PTFE(0.2 pm)*
Pall EMFLON II PTFE(0.2 pm)*
Valvula pneumatica
Senyals d’entrada/sortida
E/S Digital 24V
0-10V

Cabal maxim
Filtre d’entrada
Filtre de sortida

Valvula

E/S Analogica + 15V/ 50 mA

-15V/ 50 mA

* (Pall , Portsmouth,Regne Unit)

Taula 3.1. Caracteristiques técniques del fermentador B.Braun Biostat ED.

3.1.2. INSTRUMENTACIO COMPLEMENTARIA
I lor d’oxi i dioxid d boni

Per realitzar I'analisi dels gasos de sortida del fermentador durant el cultiu
I'equip utilitzat és un Multor 610 (Maihak, Hamburg, Alemanya). Aquest equip
permet la mesura en continu, amb una alta sensibilitat i baixa interferéncia per
altres compostos, del CO, i 'O, existents al corrent de gasos de sortida del
fermentador. El dioxid de carboni és mesurat mitjangcant I'absorcié d’infraroig no
dispers (NDIR). En canvi, la concentracié d’oxigen es mesura amb una cel-la
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paramagnética independent. Aixi doncs, dins un mateix equip de dimensions
reduides s’integren dos sensors especifics que treballen independentment.

L'equip és capac¢ de detectar si el cabal d’entrada és insuficient per a la
mesura i la preséncia de condensats en aquest corrent, evitant d’aquesta manera
problemes tant amb la mesura com en el funcionament de I'equip. També és capag
de compensar de forma automatica I'efecte sobre la mesura que poden tenir les
variacions de pressid de gas, causades generalment per la variacié del cabal d'aire
d’entrada.

La disponibilitat d'obtenir les mesures realitzades per l'analitzador amb un
equip connectat via RS-232 facilita la monitoritzacid i control sobre el bioprocés.

icrof ’ali -

Un altre component important del muntatge és la microbureta automatica
microBUR 2031 (CRISON, Alella, Espanya). Aquesta és emprada per a |'addicié de
metanol, glicerol o sulfat d’amoni durant I'etapa del semicontinu. L’esterilitzacié
d’aquest equipament és de tipus quimica, passant en primer lloc aigua esteril seguit
d’una solucié 0.5 M de HCI, aigua esteril, 0.5 M de NaOH i etanol-aigua al 70%.
Finalment es torna a passar aigua esteril i a continuacid la solucié pertinent. La
microbureta permet la utilitzacio de multiples mides de xeringa (série 1000 TLL,
Hamilton, Suissa) de diferent volum (variable entre 0.5-10 ml), aconseguint triar
I'opcié més adient segons el cabal/precisié desitjada.

L'’@émbol que desplaca la xeringa és desplacat per un motor pas a pas amb
un total de 2500 passos, al manual de l'equip s’aconsella utilitzar com a minim
increments de 50 passos. Aixi doncs, per treballar amb precisid cal escollir la
xeringa més adient al rang de volums necessaris a addicionar durant tot el procés.
El motor tarda uns 12 segons en realitzar tot el recorregut, i com és conegut
xeringa de solucid. Per tant, I'operacié de dispensacid i carrega triga un maxim de
24 segons, i és per aquest motiu que el periode minim utilitzat és de 30 segons per
addicid. L'equip disposa d‘un port RS-232 per a la comunicaci6 amb un ordinador
personal des d’on s’envia una cadena de text indicant la direccié i el nombre de
passos del motor, la velocitat i la posicio de la valvula de tres vies.

bali , lad .

El cabal de qualsevol fluid pot ser mesurat indiferentment amb el volum o
amb la massa. No obstant aix0, el volum pot variar en funcié de la temperatura i la
pressié al contrari que la massa, la qual es manté inalterable davant les possibles
variacions d’aquestes magnituds fisiques. Aquesta propietat fa que la mesura de la
massa sigui la forma més aconsellable de mesurar el cabal que passa a través
d’una conduccio.

En aquest treball s’han utilitzat diferents cabalimetres capagos de mesurar el
cabal d’aire que passa per un corrent. Tots ells han estat calibrats per utilitzar com
a unic fluid aire. Es disposa de diferents rangs de treball (0-1,2,10 i 20 I-min™) i
d’aquesta manera podent triar el cabalimetre més adient segons la seva funcio
final.

Com indica el seu nom es pot controlar el cabal en un valor desitjat, ja que

el mateix equipament regula mitjancant una valvula el cabal d‘aire que passa pel
seu interior (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Cabalimetre/controlador massic.
S ! .
Sensor de membrana extern de pressié (Phoenix Contact MCR- P/U/I-0-
1000/DC, Blomberg, Alemanya). El rang de mesura va entre 0 i 1 atm en pressio

relativa entre les dues entrades de que disposa.

Controlador TROVIS 6496

M ot

7 8 4

1.- Indicador del valor de la variable controlada.

2.- Indicador de la magnitud de la variable manipulada.
3.- Diferéncia entre mesura i consigna.

4.- Indicacio dels contactes.

5.- Placa per indicar la magnitud fisica de treball.

6.- Tecles- cursor.

7.- Tecla de commutacio.

8.- Tecla de confirmacid.

9.- Commutador de consigna interna o externa.

10.- Commutador funcionament manual/automatic.

Figura 3.3. Controlador Samson Trovis 6496.

Controlador compacte digital industrial TROVIS 6496 (Samson, Rubi,
Espanya). Equip concebut per multiples aplicacions en l'automatitzacié de processos
industrials (figura 3.3).

Aquest modul de control és el que rep el senyal del sensor i mitjangant un
control de tipus P, PI o PID regula la variable manipulada del procés.
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També disposa d’una funciéo d’autosintonia capag¢ de buscar un guany i
constants de temps adients per controlar el sistema realitzant un esgladé en llag
obert.

Estableix la comunicaci®é amb un equip principal (ordinador) utilitzant el
protocol RS-485 permetent la monitoritzacié del sistema i el canvi de consigna des
de l'exterior.

vaivul -

Els tres elements necessaris per muntar el conjunt que forma la valvula
pneumatica sén la microvalvula (Samson, model 3510), |'actuador pneumatic
(Samson, model 3277) i el posicionador (Samson, model 3760).

Figura 3.4. Posicionador Samson 3760.

El posicionador (figura 3.4) és el responsable de convertir el senyal eléctric
(4-20 mA) procedent del controlador al seu valor equivalent en el rang de pressio
per modificar I'obertura de la valvula.

L'actuador pneumatic (Figura 3.5) és la part mecanica que desplaga I'eix de
I'obturador de la valvula proporcionalment a la pressi6 subministrada pel
posicionador. Aquest model es caracteritza per la seva elevada velocitat de
resposta i precisid en els moviments.

Actuador
pneumatic
Model 3277

Microvalvula
Model 3510

Figura 3.5. Valvula utilitzada per al control
delapressio al I'interior del reactor.
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Finalment, la microvalvula és un dispositiu mecanic que regula el flux que

passa a través de la conduccié mitjancant I'eixamplament o estretament de la mida
de pas en un punt determinat. Segons el rang i precisié que es vulgui tenir sobre el
flux poden variar les dimensions i tipus de valvula. El model seleccionat esta
especialment dissenyat per aplicacions a petita escala on es desitgi controlar amb
forca precisid (valor variable segons l'aplicacié). També és capac de suportar
pressions i temperatures elevades i a través seu poden passar fluids altament
corrosius.

YyYYyvywyy

L

3.1.3. ALTRES EQUIPS

La resta d’equipament utilitzat es detalla a continuacié.

Cambra de flux laminar Telstar BH-10 (Telstar, Terrassa, Espanya).
Autoclau Varioklav 400 (Varioklav, Munich, Alemanya).

Autoclau JP-Selecta Presoclave(JP selecta, Abrera, Espanya).

Incubador Memmert BKE 40 (Memmert, Schwabach, Alemanya).
Agitador orbital d’aire Infors AG Eroton (Infors AG, Bottmingen,
Suissa).

Microscopi Olympus BH-2 (Olympus,Tokyo,Japd).

Microscopi Zeiss Axioskop (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanya).
Sonicador Braun Labsonic 2000 (B.Braun Biotech, Melsungen,
Alemanya).

Centrifuga Kontron Analytical Centrikon/H-401 (Kontron Hermle,
Zurich, Suissa).

Centrifuga Heraeus Sepatech Megafuge 1.0 (Sepatech, Hanau,
Alemanya).

Espectrofotometre UV-VIS PerkinElmer Lambda 5 (PerkinElmer Inc.,
Wellesley, USA).

Espectrofotometre UV-VIS Varian Cary 3 (Varian Inc., Palo Alto, USA)

3.1.4. MATERIAL INFORMATIC
El maquinari informatic utilitzat en el muntatge experimental, consta de dos

ordinadors que monitoritzen i controlen la fermentacio.

PC 1 (COMUNICACIONS):

Processador: Intel Pentium 200 MMX.

Memoria RAM: 64 Mb de RAM.

Disc dur: 2 Gb de disc dur.

Sistema Operatiu: Windows '98.

Targeta Ethernet 10/100 Kbs, connexié RJ-45.

Targeta comunicacions PCL-746.

Targeta comunicacions AC24AT Opto 22 (Opto 22, Temecula, USA).
2 ports de comunicacio en série estandard (RS-232).

PC 2 (MONITORITZACIO | CONTROL):

Processador: Intel Pentium IV 1.5 GHz

Memoria RAM: 256 Mb de RAM a 133 MHz.

Disc dur: 40 Gb de disc dur.

Sistema Operatiu: Windows 2000.

Targeta Ethernet 10/100 Kbs, connexié RJ-45.

2 ports de comunicacié en serie estandard (RS-232).
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3.2. SOLUCIONS | MEDIS DE CULTIU

En aquest apartat es detalla la composicid quimica dels medis i solucions
utilitzades per dur a terme la part experimental d’aquest treball.

La nomenclatura utilitzada en les solucions indica el nombre de vegades que
esta concentrada respecte a la concentracid final que ha de tenir en el medi de
cultiu. Per exemple, la biotina es prepara 500X indicant que la concentracié en
aquest recipient és cinc-centes vegades major a la concentracid de biotina
necessaria dins el reactor.

La qualitat dels productes es classifica segons les indicacions del fabricant:
P: Purissim.

PA: Per a analisi.

QP: Quimicament pur.

3.2.1. SOLUCIONS

Solucié 10X de dextrosa (D-glucosa)

Dissoldre 200 g de dextrosa (D- glucosa) en 1000 ml d’aigua. Filtrar en
condicions esterils amb un filtre de 0.2 ym. Aquesta solucié no es pot esterilitzar ja
que la glucosa es caramel-litza (reaccido de Mallart). El temps de vida aproximat
d’aquesta solucié és d’1 any conservat a 4°C.

Solucié 500 X Biotina (0.02%6)

Dissoldre 20 mg de Biotina en 100 ml d‘aigua destil-lada. Filtrar en
condicions esteérils i guardar a 4 © C. El temps de vida d’aquesta solucié és de 1
any.

Solucié 1000 X d’antiescumejant

Dissoldre 10 mg d’antiescumejant (AF) Strucktol en 1 L d‘aigua destil-lada.
La concentracié optima d’AF al medi de cultiu és al voltant de 10 mg/L. Per tant,
s’ha de tenir en compte que només amb 5 ml d’aquesta solucié d’AF s’aconsegueix
la concentraciéo optima dins els 5 litres del reactor. Cal vigilar en no addicionar
grans quantitats d’AF, ja que altera I'equilibri de I'oxigen dissolt entre la fase liquida
i gasosa, dificultant la seva transferéncia.

Solucié tampd Tris-HCI 200 mM a pH 7.4

Per preparar un litre de solucié es necessita,

Nom Pes (g.) Proveidor Ref. Qualitat
Tris (hidroximetil) 24.2 Panreac 131940 PA
aminometa
Acid clorhidric 37% Fins arribar | o -oac 131020 PA
apH7.4
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Solucié tampo Tris-HCI 400 mM+ CaCl, a pH 7.25

De forma similar a la solucié anterior i abans de regular el pH amb I'acid
clorhidric, s’afegeix el clorur de calci.

Nom Pes (g) Proveidor Ref. Qualitat
Clorur de calci anhidre 1.11 Panreac 121221 PA
Tris (hidroximetil) 48.4 Panreac 131940 PA
aminometa
Acid clorhidric 37% Fins arribar | = . oac 131020 PA
a pH 7.25

Solucié tampo fosfat 1M, pH 6.00

Nom Pes (g) Proveidor Ref. Qualitat
Potassi dihidrogen fosfat 22.97 Panreac 141509 P
Dipotassi hidrogen fosfat 118.05 Panreac 132333 PA

Es dissolen aquests dos components en un volum final d'un litre d'aigua
destil-lada i es confirma que el pH és de 6.00 £+ 0.1 (Si es necessita ajustar el pH es
pot realitzar amb acid fosforic o hidroxid de potassi). Aquesta solucid es pot
autoclavar i emmagatzemar durant un any a temperatura ambient.

Solucioé Histidina 100X

Nom Pes (mg) Proveidor Ref. Qualitat
L-Histidina | 400 |  Sigma | H-8125 |

Dissoldre el solid pesat en 100 ml d'aigua desionitzada. Si no es dissolt, es
pot escalfar a temperatures menors de 50°C. Aquesta solucié no es pot autoclavar,
cal utilitzar un filtre de 0.22 ym per esterilitzar-la. S’ha d’'emmagatzemar a 4°C i es
pot utilitzar durant un periode maxim d’un any.

Solucié Etanol 70 2o

Per un litre de solucio final:

Nom Volum (ml) Proveidor Ref. Qualitat
Etanol 96 % | 700 |  Panreac | 161086 |

Mesclar 700 ml d’etanol (96%) en 300 ml d’aigua destil-lada.

Solucié Hidroxid de Potassi 5M

Nom Pes (g) Proveidor Ref. Qualitat
Hidroxid de potassi | 280 |  Panreac | 141515 | P

Es dissolt el solid amb aigua destil-lada fins un volum final d’un litre. Aquest
procés és fortament exotérmic i és aconsellable per tant, no afegir el solid de cop.
Per esterilitzar la solucid s’autoclava a 121 °C durant 30 minuts.
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Solucioé “Trace Salts”

Pesar les quantitats indicades dels seglients compostos:

MATERIALS | METODES

Nom Pes (g) Proveidor Ref. Qualitat
Sulfat de Coure
pentahidratat 6.0 Merck 2790 PA
Iodur de Sodi 0.08 Panreac 141726 P
Sulfat de Manganes 3.0 Panreac 131413 PA
monohidratat
Molibdat de Sodi
glihidratat 0.2 Panreac 141701 P
Acid Boric 0.02 Panreac 131015 PA
Clorur de Cobalt 0.5 Merck 2539 PA
Clorur de Zinc 20.0 Panreac 141779 P
Sulfat de Ferro
heptahidratat 65.0 R. Haen 31236 PA
] Biotina 0.2 Sigma B4501
Acid Sulfuric (96%) 5.0 mi Panreac 211058 QP

Dissoldre’ls en aigua destil-lada fins arribar al volum final d’un litre. Un cop

realitzada la mescla, cal filtrar-la a la cambra de flux amb un filtre estéril de 0.22
um (Millipore, Bedford, USA). Aquesta solucid s‘'emmagatzema a 4 °C i té una
durada aproximada d’un any.

3.2.2. MEDIS DE CULTIU

i 1ti i .

BDMY (Buffered Dextrose-complex Medium)

Nom Pes (g.) Proveidor Ref. Qualitat
Extracte de Llevat 10 OXOID L-21
Peptona bacteriologica 20 OXO0ID L-37
Glicerol 60 Panreac 141339 P
YNB (Yeast Nitrogen 1.7 DIFCO 223054
Base)
Antiescumejant 1673 1 gota Strucktol 02041

Es dissolen tots els components en aigua destil-lada en un volum final de
900 ml i s’hi afegeix 100 ml de la solucié de tampo fosfat 1M (pH: 6.00). La solucié
s’autoclava i s’afegeixen 2 ml de biotina amb un filtre estéril de 0.22 pm. Es pot
conservar fins a un maxim de dos mesos a 4°C.

BCM (Batch Complex Medium)

Per la preparacio d’un litre de medi,

Nom Pes (g) Proveidor Ref. Qualitat
Sulfat d’amoni 25 Panreac 141140 P
Metanol 10 Panreac 161091 P
YNB (Yeast Nitrogen 1.7 DIFCO 223054
Base)
Antiescumejant 1673 1 gota Strucktol 02041
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Per controlar el pH s’utilitza una solucié esteril de KOH (1 M) subministrat
per les bombes peristaltiques. Abans d‘inocular s’introdueixen 4.35 ml-I"! de “Trace

salts” i 2 ml-I'* de la solucié de biotina 500X.

MFBD_1 (Medi Fed-batch definit 1)

Extret del manual que subministra Invitrogen (Pichia fermentation process
guidelines, invitrogen), medi sintétic utilitzat per a cultius en semicontinu. La

composicio del medi per litre és,

Nom Pes (g) Proveidor Ref. Qualitat
Acid ortofosforic (85%) 26.7 ml Panreac 131032 P
Sulfat de calci 0.93 Panreac 121253 PA
Sulfat de potassi 18.2 Panreac 141532 P
S“r']f:;t‘;ﬁi?;%:tes' 14.9 Panreac 131404 p
Hidroxid de potassi 4.13 Panreac 141515 P
Glicerol 40 Panreac 141339 P
Solucié d'amoni 30 % Control pH Panreac 141130 P

Observacions: Alguns d’aquests components sén insolubles i la solucid
presenta una mica de terbolesa. El medi és completat amb 4.35 ml de solucié de
“Trace Salts” per litre de medi. Per controlar el pH s’utilitza la solucié d’amoni al 30

%.

MFBD_2 (Medi Fed-batch definit 2)

Composicié inicial

semicontinu (D’ Anjou et al.,2001). La composicio per litre és,

del medi utilitzat en alguns estudis en cultiu en

Nom Pes (g) Proveidor Ref. Qualitat
Glicerol 40 Panreac 141339 P
Sulfat d’amoni 20 Panreac 141140 P
Potassi dihidrogen fosfat 12 Panreac 141509 P
S“r']f:;t‘;fﬂ:j“rz%;‘tes' 4.7 Panreac 131404 p
Clorur de calci anhidre 0.36 Panreac 121221 PA

Observacions: Medi sense precipitats i sense terbolesa. El medi és completat amb
4.35 ml de solucié de “Trace Salts” per litre de medi. El pH es manté a 5.5 amb

I'addicié controlada d’hidroxid de potassi 5 M.
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3.3. TECNIQUES MICROBIOLOGIQUES

3.3.1. PREPARACIO PLAQUES DE PETRI (YPD)

Per preparar un total d'1 Litre (aprox. 20 - 30 plaques):
» En una ampolla de 1 L esterilitzable addicionar :

10 g. d’Extracte de Llevat.
20 g. de Peptona.
20 g. d'Agar.

» Dissoldre en 900 ml d’aigua destil-lada

Esterilitzar a 121 °C durant 30 minuts.

» Quan encara estigui calent a I'ampolla esteril (35-40 °C), afegir 100 ml
de solucié de Dextrosa 10 X.

» En condicions estérils (cambra de flux), omplir les plaques de Petri i
esperar que solidifiquin en refredar-se.

L )

3.3.2. DETERMINACIO DE LA CONCENTRACIO DE BIOMASSA TOTAL

Per la mesura de la concentracio de biomassa total (suma de la viable i no
viable) existent al fermentador s’han emprat dos meétodes, per pes sec i per
densitat optica.

Pes sec

El més exacte és el de pes sec i consisteix en fer passar un volum conegut
de mostra (8 - 10 ml) a través d’un filtre de microfibra de vidre (Whatman GF/F,
Maidstone, Regne Unit) de 0.7 um, previament tarat en sec. Seguidament es renta
amb uns 10 ml d’aigua destil-lada per assegurar que només queda la biomassa i
per que es dissolguin les possibles sals d‘alguns components del medi. Es
prossegueix amb un procés d’assecament durant 24 hores en una estufa a 100°C.
Finalment, es deixa que es refredi en un dessecador amb silica gel i quan ha assolit
un pes constant es déna per bo. La concentracié de biomassa es pot calcular com la
diferéncia de pes entre la tara del filtre i el pes final amb biomassa dividint aquest
valor pel volum de mostra utilitzat.

Densitat optica

Una forma més rapida d’analitzar i coneixer la concentracié de biomassa és
mesurant |'absorbancia de la solucié a 600 nm (maxim d‘absorbancia pel llevat
Pichia pastoris). Es pot relacionar linealment aquesta mesura amb el pes sec de la
mostra mitjangant una senzilla correlacié (Figura 7.1). Un dels principals problemes
de la utilitzacié d’aquest metode és la interferéncia d’altres components del medi
(coloracié o sals del medi) que absorbeixin a aquesta longitud d’ona. No obstant
aix0, aquest problema només és significatiu en aquest cas, per a concentracions de
biomassa baixes (inferiors a 5 g-I™).

Com descriu la Llei de Lambert-Beer, la linealitat entre la concentracié d’un
compost que adsorbeixi la llum i I'absorbancia només es pot assegurar entre un
cert rang. En el cas de la mesura de la biomassa aquest rang és, per aquestes
condicions, entre 0 i 0.8. Per tant, cal realitzar nombroses dilucions amb aigua
destil-lada fins aconseguir que el valor d’absorbancia estigui entre aquests valors,
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ja que a concentracions baixes de densitat cel-lular és supera rapidament el limit
superior.

3.3.3. DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT LIPOLITICA EXTRACEL -LULAR

Aguest analisi esta basat en una modificacié del test (n® 1821792, Roche,
Mannheim, Alemanya) concebut per a la deteccié de la lipasa humana. El pH i la
temperatura fixades pel test han estat modificades atesa la diferent naturalesa de
la lipasa, utilitzant les condicions on la lipasa de ROL presenta la maxima activitat
(pH: 7.4 i 30 °C) (S.Minning, 1998).

Las lipases es defineixen com triacilgliceridohidrolasas que catalitzen Ila
degradacié dels triglicerids a diglicerids (alguns inestables) amb la posterior
formacid de monoglicérids i acids grassos, com a productes finals. El métode
utilitzat es basa en la degradacio d’un substrat cromofor especific per a la lipasa, el
1,2-0O-dilauril-rac-glicero-3-acid glutaric-(6-metilresorfurna)-ester (Figura 3.6).

1,2-0O-dilauril-rac-glicero-3-acid glutaric-(6-metilresorfurna)-éster

lLipasa

1,2-0O-dilauril-rac-glicerol + acid glutaric-(6-metilresorufina)-éster

lDegradacié espontania

acid glutaric + metilresorufina
Figura 3.6. Reacci6 utilitzada per a la quantificacio d’ activitat lipolitica.

En solucid alcalina, I'ester es degrada sota |'accié catalitica de la lipasa
formant-se el 1,2-O-dilauril-rac-glicerol i I'acid glutaric-(6-metilresorufina)-éster,
producte intermedi inestable. Aquest Ultim es degrada espontaniament en acid
glutaric i metilresorufina, compost de color vermell, el qual és directament
proporcional a l'activitat lipolitica existent a la mostra. L'aparicid del producte de
color és mesura fotométricament.

L’activitat lipolitica de la lipasa es calcula com la velocitat d’aparicio del
producte de color, la metilresorufina. Per tant, es correlacionara el pendent de la
recta d’aparicié de producte amb |'activitat lipolitica del medi (Figura 7.2).

3.3.4. DETERMINACIO DE L’ACTIVITAT LIPOLITICA INTRACEL :-LULAR

Es recullen entre 5 i 10 ml de mostra, en funcié de la fase de creixement on
es trobi el microorganisme, i es centrifuguen a 5000 xg (Centrikon H-401 ZK401,
Kontron Hermle, Zurich, Suissa) durant 10 min. Les cel-lules es resuspenen en
tampd Tris-HCI 10 mM, pH 8.0 i es tornen a centrifugar. Un cop separat el
sobrenedant, les cél-lules es resuspenen en un volum final de 5 ml amb el tampo
utilitzat en el pas anterior. D'aqui es prenen 600 ul per a la desintegracio
ultrasonica de les cél-lules en suspensid, en un sonicador BRAUN Labsonic 2000
(Melsungen, Alemanya). Tot el procés cal realitzar-lo a 4 °C.

L'amplitud d’ona utilitzada en la sonicacio es troba entre 170-176 W/min i el
temps de sonicacid total és de 7 minuts en intervals d’'un minut. Durant tot el
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procés es manté la mostra entre 0-4 °C, mitjancant un bany de gel i sal. El
sobrenedant és recollit per determinar I'activitat lipolitica intracel-lular utilitzant el
mateix méetode que per I'extracel-lular.

L'activitat lipolitica intracel-lular ve expressada com unitats d’activitat
lipolitica per mil-ligram de biomassa seca (UA-mg™!) i es calcula a partir de la
concentraciéo de biomassa en pes sec, obtinguda a partir d’'una mostra extreta al
mateix temps que la mostra emprada en la determinacié de I'activitat intracel-lular,
amb la seglient equacié:

UA/mg de biomassa:wl'5m| eq. 3.1

MOSTRA X

on:
UA: Unitats d’activitat lipolitica.

VmosTtra: Volum de la mostra utilitzada per a la determinacié de lipasa (ml).
X: Valor en pes sec de la biomassa de la mostra (mg-ml?).

3.3.5. DETERMINACIO DE LA COMPOSICIO ELEMENTAL

Uns 10 ml de mostra de medi de cultiu es centrifuguen durant 5 minuts a
40C a 4500 xg (Centrikon H-401 ZK401, Kontron Hermle, Zurich, Suissa). Es
separa la part liquida i es resuspén el solid amb 10 ml de solucié tamp6é 10 mM
Tris-HCI pH 8.0 i es torna a centrifugar amb les mateixes condicions.

Es redissol el solid amb la soluci6 tampd anterior i es congela, posant el
recipient en contacte amb gel sec i acetona, per una posterior liofilitzacié (Virtis
Sentry 5L, Virtis Company Gardiner, NY, USA), procés que dura aproximadament
unes 24 h. Seguidament, s’asseca totalment el solid obtingut durant un periode de
24-36 hores a l'interior d’un forn a 100 °C. Finalment, la composicié elemental de
C,H,N i S es mesurada amb I|'analitzador elemental (Carlo Erba EA 1108, Carlo Erba
Instruments, Milan, Italia). El contingut de cendres de la biomassa, és a dir, el
material que no experimenta combusti6 amb O,, va ser quantificat per triplicat en
diferents mostres, sent en tots el casos al voltant del 9 % (£1%). Finalment, la
quantitat d’oxigen es calcula com la diferéncia de la suma C,H,N,S i cendres fins
arribar al 100% de la composicio.
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3.4. METODES ANALITICS

3.4.1. DETERMINACIO DE LA CONCENTRACIO D’AMONI

La concentraci6 d‘amoni és mesurada utilitzant un test colorimeétric
comercial (Dr. Lange LCK302 kit , Disseldorf, Alemanya).

El principi de mesura es basa en que els ions d'amoni a pH 12.6 reaccionen
amb els ions d’hipoclorit i salicilat en preséncia de sodi nitroprusit com a
catalitzador per formar l'indofenol blau.

El rang de mesura d’aquest kit és entre 60-167 mg/l d’amoni. Les possibles
interferéncies del métode poden ser ions metal-lics com Ag*,Pb?*,Sn?*,Fe?*. S’ha de
tenir en compte que en cap dels medis de fermentacié utilitzats es superen les
concentracions critiques d’aguests compostos que podrien provocar interferéncia en
la mesura.

Només s’utilitzen 0.2 ml de mostra que es mesclen en un vial d’un Unic Us
que cal agitar vigorosament i esperar uns 15 minuts perquée la reaccio arribi a la
seva fi. A continuacid, es mesura |'absorbancia a 550 nm de la solucié directament
del vial en [I'aparell subministrat per Dr.Lange (model CADAS, Dr. Lange,
Disseldorf, Alemanya). Aquest equip disposa ja internament del calibratge entre
absorbancia i concentracié d‘amoni, mostrant directament el resultat en unitats de
concentracié (mg-I?).

La desviacié estandard residual (RSD) del métode és al voltant del 8 % del
rang de mesura.

3.4.2. DETERMINACIO DE NITROGEN TOTAL

La concentracié de nitrogen total és mesurada utilitzant el kit colorimetric
comercial LCK 238 (Dr. Lange, Dusseldorf, Alemanya). El rang de mesura de
I'analisi oscil-la entre els 5-40 mg-I"* de nitrogen.

El principi de mesura es basa en oxidar els enllagos del nitrogen fins a nitrit
mitjancant la digesti6 amb peroxodisulfat. Els ions nitrat reaccionen amb el 2,6-
dimetilfenol en una solucié d’‘acid sulfuric i fosforic per formar el nitrofenol. La
concentracié d'aquest component es relaciona directament amb I'absorbancia de la
solucié a 370 nm.

Durant el procés de preparacio de la mostra analitzada, cal realitzar
I'oxidacié mantenint el recipient a 100 °C durant una hora. La resta de processos
de separacido es fan a temperatura ambient i simplement cal seguir l'ordre de
mescla dels diferents reactius amb la solucid inicial.

L'equip per realitzar la mesura és exactament el mateix que I'utilitzat per a
la mesura de I'amoni amb el kit LCK302. El calibratge ja esta internament guardat a
I'aparell i mostra directament el resultat en g-I'' de nitrogen total en realitzar la
lectura d’absorbancia.

La desviacio estandard residual (RSD) del métode és propera al 2% del rang
de mesura.
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3.4.3. DETERMINACIO DE LA CONCENTRACIO DE GLICEROL

El glicerol és determinat per HPLC amb I'equip HP 1050 liquid
chromatograph (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA) utilitzant una columna de
bescanvi ionic Aminex HPX-87H (Bio-rad). Com a fase mobil s’utilitza una solucié
d’acid sulfdric 15 mM amb un volum d‘injeccié de 20 ml.

Les dades s6n monitoritzades i tractades pel programari comercial Millenium
2.15.10 software (Waters Corporation, Mildford,MA, USA). La desviacié estandard
resisual (RSD) d’aquest métode és del 3 % .

3.4.4. DETERMINACIO DE LA CONCENTRACIO DE METANOL

El metanol és analitzat per cromatografia gasosa per I'equip HP 5890 gas
cromatrography (Hewlett Packard, Palo Alto,CA, USA) utilitzant una columna
capil-lar Tracil TR-FFAP de 25mx0.53 mm X 1 um (Tracer-Teknokroma, St. Cugat
del Valles, Barcelona, Espanya) i equipat amb un injector automatic (HP 7376) amb
un detector de tipus FID. Les condicions d’operacidé son 200°C i 280°C per l'injector
i el detector, respectivament. La temperatura interior del forn segueix un perfil que
comenca a 40 °C (2 min), a un increment constant de 20°C-min’! fins arribar a 200
°C, mantenint-se a aquesta temperatura final durant 5 minuts. El temps total de
mesura és d’uns 15 minuts. S'utilitza un cabal gasds de 9 mil-min? de heli per
arrossegar la mostra per l'interior de la columna. El gas combustible del detector és
I'hidrogen.

La mesura es porta a terme amb un patré intern d’isopropanol de
concentracidé coneguda (4 g-I"') barrejat al 50 % (v/v) amb la mostra préviament
filtrada amb un filtre de 0.45 ym (Durapore, Millipore, Bedford, USA). Les dades
sOn monitoritzades i tractades pel programari comercial Millenium 32 software
(Waters Corporation, Mildford, MA,USA). La desviacié estandard residual (RSD) del
metode és del 2 %.
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3.5. PROTOCOLS DE FERMENTACIO

A continuacio es presenten tots el passos que s’han de realitzar de forma
cronoldgica per dur a terme les fermentacions en discontinu i semicontinu.

3.5.1. PRE-INOCUL

Les soques utilitzades en aquest treball experimental sén conservades en
petites quantitats (recipients de 1 0 2 ml) a - 80 °C en un medi ric en glicerol, tal
com recomana el manual de Invitrogen (Pichia fermentation manual). D’aquests se
n‘agafen 10 o 20 ul, que s’estenen sobre la placa de petri en condicions estérils. La
placa s’ha de mantenir durant 48 h dins una estufa a 30 °C, tapada amb parafilm o
amb paper d’alumini per tal d’evitar que la continua circulacié d’aire a dins I'estufa
assequi l'agar.

A continuacid, es dissolen 0.5 g d’extracte de llevat i 1 g. de peptona en 40
ml d’aigua destil-lada en dos erlenmeyers de 250 ml. Es tapen els dos erlenmeyers
amb taps de paper i s'autoclaven a 121 °C durant 30 min.

Un cop freds s’hi afegeix, en condicions estérils (Cambra de flux), 5 ml de
glicerol 10X i 5 ml de fosfat de potassi 1M pH 6.00, ambdods préeviament esterilitzats
i a temperatura ambient. Mitjangant una xeringa de 1 ml amb un filtre de liquids
estéril de 0.45 ym (Millipore,Bedford,USA), s’introdueixen al medi unes 4 o 5 gotes
de la solucid de Biotina 500X.

Finalment, s’inoculen amb un parell de nanses ben plenes de la placa de
Petri els dos erlenmeyers (que ha d’estar a la nevera a 4°C si fa dies que ha
crescut). Un cop inoculats s‘introdueixen a l'orbital a 30 °C i 250 rpm durant 24 h.

3.5.2. INOCUL

Dins el recipient del fermentador B.Braun Biolab s'hi dissolen en 300 ml
d’aigua destil-lada, 5 g d’extracte de llevat i 10 g de peptona. El reactor s'autoclava
amb el medi al seu interior, deixant una entrada semi-oberta per evitar
sobrepressid. Juntament amb el reactor també s’autoclava un embut que es pugui
introduir en alguna de les entrades del reactor, una proveta de 100 ml i dos pots de
centrifuga de 250 ml (tot aquest material ha de ser embolicat en paper d’alumini
per conservar posteriorment la seva esterilitat).

S’introdueix al fermentador en condicions estérils, 100 ml de Glicerol 10 x,
50 ml de fosfat de potassi, ambdds utilitzant la proveta estéril, i 1 ml de Biotina
500X amb xeringa i filtre de baixa adsorcié proteica.

Transcorregut el temps de cultiu dels erlenmeyers, es treuen de l'orbital i es
mira la seva absorbancia a 'espectrofotometre a 600 nm per coneixer quina és la
concentracio de biomassa aproximada. Fent una dilucié 1:20, l'absorbancia ha
d’estar sobre 0.7-0.8 per tal d’aconseguir que tot el procés de fermentacid sigui
reproduible. En el cas que sigui inferior o superior, s’ha de posar el volum
neccessari per aconseguir una concentraci6 de microorganisme igual de
I'absorbancia recomanada en 50 ml.

Un cop ja s’han introduit a l'interior del reactor la totalitat dels compostos

del medi i la biomassa, es tapen totes les sortides, assegurant-se que mantindran
I'esterilitat a l'interior del recipient. Es connecten l’'entrada i sortida d’aire, ambdues
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protegides per filtres d‘aire de 0.2 ym (MilliporeFG, Bedford, USA) regulant el cabal
que passa pel difusor entre 2 i 3 I-min™l. La temperatura de treball és de 30°C i es
manté mitjancant una manta térmica i un dit fred, que escalfen o refreden l'interior
del bioreactor, respectivament.

Per Ultim, es posa en marxa el condensador i I'agitador a 500 rpm. El temps
de cultiu és de 24 h.

3.5.3. POSADA EN MARXA DEL CULTIU

El protocol a seguir per portar a terme tant el cultiu discontinu com el
semicontinu (“fed-batch”) sén idéntics en la seva fase inicial d’arrencada. L'Unic que
els diferencia és la utilitzacié de diferent composicié del medi inicial, amb les petites
modificacions del protocol que aix0 pot comportar.

Abans de procedir a l'esterilitzacié del reactor cal que els segients
complements del fermentador siguin esterilitzats per separat a I’'autoclau :

» Punxd de 3 vies (per a l'addicié de base, l'inocul i I'antiescumejant)
(almenys dues de les vies han d’‘estar preparades pel funcionament
amb les bombes peristaltiques del Biostat ED). Tots els tubs han
d’estar tancats amb claus Hoffman i embolicats amb paper d’alumini. A
I'extrem dels tubs cal muntar les agulles metal-liques.

» Punxo de 1 via (per a 'addicié de glicerol). El tub tancat amb Hoffman i
embolicat amb paper d’Alumini. El punxdé es tapa amb la caputxa
metal-lica.

» Punxo de 1 via (per I'addicié de metanol). El tub tancat amb Hoffman i
embolicat amb paper d’Alumini.

» Els punxons es tapen amb la corresponent caputxa metal-lica per
mantenir la seva esterilitat fora de I'autoclau.

» 1 ampolla amb séptum de 1 litre d’aigua destil-lada per ajustar el
volum a 3.5 L despres d’inocular.

» 1 ampolla amb séptum de 500 ml amb 300 ml d’aigua destil-lada (per
al inocul).

» 1 ampolla amb séptum d’antiescumejant Structol J673 1000X.

» 1 ampolla amb séptum de 500 ml de HCL 1 M (per a l'esterilitzacio
quimica de la microbureta).

» 1 ampolla amb seéptum de 500 ml de NaOH 1 M (Esterilitzacié quimica
de la microbureta).

» 1 ampolla amb séptum de 500 ml de H,O (Esterilitzacié quimica de la
microbureta).

» 1 ampolla amb séptum de 500 ml buida (per recollir el liquid sobrant de
I'esterilitzacié quimica de les microburetes).

» 2 pots de 250 ml de la Centrifuga KONTRON. Cal esterilitzar-los
lleugerament oberts i tapats amb paper d’Alumini.
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» La "T” de la sortida de gasos. Totes les sortides cal que estiguin
embolicades amb paper d’Alumini.

» 1 ampolla amb septum de 250 ml de glicerol 50 % (v/v).

Cal posar-ho tot a una cistella metal-lica i esterilitzar-ho a 121 °C durant 30
min.

A part, pero sense passar per l'autoclau es preparen les seglients ampolles:

» 1 ampolla amb séptum de 500 ml d’Etanol al 70 %
» 1 ampolla amb séptum de 1 L de Metanol pur.

Segons la solucid de base utilitzada, en funcid del medi utilitzat, cal
esterilitzar-la o no. Per exemple, en el cas de la solucié d’amoni al 30% no es pot
autoclavar i es pot utilitzar directament a la fermentacié.

A continuacié es procedeix al muntatge del reactor amb independéncia del
medi de cultiu utilitzat (BMDY, BCM, MFBD_1 o MFBD_2). Es important que en el
procés de preparacié en qualsevol dels medis utilitzats, el glicerol sigui I'Gltim
component addicionat, ja que s’ha comprovat que aixd millora la solubilitat de les
salts inorganiques.

i6 del l

» Neteja: Cal netejar amb aigua destil-lada linterior del reactor i
intentar treure tots els precipitats que puguin haver quedat adherits a
les parets de les pales i del serpenti. No s’ha d’utilitzar ni sabd ni
lleixiu, o en el cas que s'utilitzin, s’han de passar grans quantitats
d'aigua destil-lada per tal d’evitar que quedin restes d’'aquests
components.

» Instal-laci6é de les sondes:

o0 Sonda de pH: Abans de col-locar la sonda dins el reactor cal
calibrar-la amb tampdé pH 7.00 i pH 4.00 (Panreac, Castellar del
Valleés, Espanya). Per aquest fi, s'utilitza el menu de la Digital Control
Unit-.DCU (Calibration> pH).

0 Sonda pO2 (Oxigen dissolt): El calibratge d’aquesta sonda es
realitza després de [Iesterilitzaci6. El que s’ha de fer abans
d’esterilitzar és el canvi d’electrolit i substituir la membrana en el cas
que es vegi deformada. S’han de comprovar que en connectar la
sonda la mesura va baixant progressivament fins arribar a un valor
aproximat del 70-80 %. Si no és aixi, s’ha de substituir I'electrolit i la
membrana.

Muntatge del fermentador:
Per dur a terme el muntatge i la preparacio del fermentador cal:

» Assegurar-se que la junta de la tapa del reactor esta en bon estat i
untada de silicona.

» Addicionar el medi inicial i enrasar a 3.5 L amb aigua destil-lada.

» Col-locar la tapa i collar les rosques en forma d’estrella.
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Col-locar el manometre, la valvula de seguretat, I'entrada d’aire amb el
filtre i el condensador més el portafiltres amb el filtre al seu interior.

Assegurar-se que l'aire entra per capcalera del reactor i no s’introdueix
pel difusor situat a la part inferior.

Assegurar-se que no circuli aigua pel condensador. (L'aixeta ha d’estar
ben tancada).

A la resta d’entrades del fermentador col-locar-hi un séptum amb el
seu corresponent tap.

Desconnectar la sortida de gasos del fermentador que es dirigeix a
I’equip de pressid i a I'analitzador.

Esterilitzacio:

]

Abans d’esterilitzar es col-loca la camisa metal:-lica protectora al voltant
del cilindre de vidre del reactor, com a mesura de seguretat.

Cal assegurar-se que totes les entrades/sortides del reactor estan ben
tancades.

S’ha d’arrencar el programa automatic d’esterilitzacié de la DCU (Batch
Process = F1 (Esterilitzation) = Start). El procés mantindra el reactor
durant 30 minuts a 121 °C.

Connexi6é de l’equip de gasos: Connectar l'equip de gasos, perqué s’escalfi
progressivament i estigui operatiu quan es comenci la fermentacio .

IMPORTANT: El tub dels gasos de sortida del fermentador ha d’estar
desconnectat del control de pressid i de I'equip d’analisi de gasos durant el procés
d’esterilitzacio.

Finalment es deixa refredar el reactor durant unes dues hores fins que
estigui a temperatura ambient.

3.5.4. PosADA EN MARXA DEL CULTIU DISCONTINU

Passos previs a la inoculacio:

Per realitzar la inoculacid, i com a passos previs cal:

-

-

Instal-lar el punxé de 3 vies en una de les entrades superiors del
fermentador. En les maximes condicions d’esterilitat, s’ha de col-locar
el punxd, travessant el séptum i enroscant amb forca, per evitar fuites.
Per un dels canals, hi passara la solucié d’amoni al 30 % (utilitzat com
a base per controlar el pH a 5.5) i l'altre via, servira per a la inoculacio,
després per afegir aigua per enrasar a 3.5 L i finalment per a |'addicid
puntual d'antiescumejant.

Ajustar el pH del medi. Alguns dels medis utilitzats tenen un pH inicial
forca diferent a 5.5. Per ajustar el pH s’anira afegint la base del medi
seleccionat (per un dels canals del punxdé de 3 vies) fins arribar a
aproximadament a un pH de 5.3 (no arribar a pH 5.5, ja que encara
s’ha d’afegir I'inocul, aigua i les “Trace salts” que poden canviar el pH).
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Afegir per la sortida d'extracci6 de mostres 15.5 ml de "Trace sals"
amb una xeringa de 20 ml i filtre estéril de 0.45 ym (Millipore).

El calibratge de la sonda de pO, s’ha de fer just abans d’inocular, i amb
el reactor i la sonda de pO, a temperatura ambient (si encara estan
calents de I'esterilitzacio, el calibratge no sera correcte). Per realitzar el
calibratge cal seguir abans de tot els segilients passos:

= Posar l'agitacié a la velocitat de 800 rpm. (Aquest valor ja es
mantindra constant durant tot el cultiu).

= Connectar la sortida de gasos del fermentador a I'equip de
pressio, per tal de que es realitzi la fermentacié a una pressio
coneguda. Amb l'objectiu que el gas arribi a I'equip d’analisi,
s’ha de connectar el modul de control de
cabalimetre/controlador massic, en un valor de consigna
d’aproximadament 0.5 I-min.

= Connectar l'aparell d’entrada d’aire al reactor per aconseguir
que l'aire entri pel difusor.

= Connectar el control de cabal d’aire a 4 I-min™..

= S’espera uns 5 minuts (fins que la lectura sigui constant, es
suposa estat estacionari). Es fixa aquest valor com a 100 %
de saturacié. (DCU, Calibration>p02->100%).

= Per aconseguir el zero, cal tancar l|'entrada d’aire al
fermentador i substituir-la per l’entrada de nitrogen pur.
Mantenir connectat fins arribar a I|'‘estat estacionari.
Comprovar que entren 4 I-min? i que el control de pressid es
manté a una consigna del 10 % (1.1 atm.).

Inoculaci6:
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Centrifugacio de I'inocul (BIOLAB): Un cop transcorregudes les 24 h de
cultiu al BIOLAB, cal centrifugar-ho per canviar de medi complex a
medi sintétic. Es transvasa tot el medi als 2 pots de la Centrifuga
KONTRON de 250 ml préviament esterilitzats i del mateix pes.

El pots un cop ben tapats es porten a la Centrifuga (CentriKon H-401
ZK401, Kontron Hermle, Zurich, Suissa), on a 4 °C i 8000 rpm, es
separa la biomassa de la resta de medi.

Tornant un altre cop a la cambra de flux, es llenca el liquid del
centrifugat, i es resuspén la biomassa amb I'aigua estéril de I'ampolla
estéril de 300 ml. Un cop tota la biomassa esta en suspensid, es torna
el liquid a I'ampolla amb séptum destinada a l'inocul.

S’introdueix el liquid contingut en aquesta ampolla, mitjangant un dels
canals del punxé de 3 vies amb la bomba de I'equip B.BRAUN. Tot
seguit es connecta aquest canal amb I'ampolla d’aigua estéril per tal
d’arrossegar la biomassa adherida a les parets del canal. Es continua
introduint aigua fins arribar a un volum de 3.5 L (Per mesurar el volum
inicial, cal parar I'agitacio i I'addicié d’aire).
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» Es torna a connectar el cabal d’aire i I'agitacié a les consignes de treball
(1.5 I'min™' i 800 rpm, respectivament).

» S’addiciona manualment amb la bomba peristaltica del fermentador la
guantitat necessaria de solucié d’amoni al 30 % per aconseguir el pH
inicial de 5.5.

» Es connecten els programes de l'‘ordinador que s’encarreguen de la
monitoritzacié i control de totes les variables,i s‘esperen breus instants
fins que totes les variables es mantinguin constants (sobretot el pO,
que ha disminuit quan s’ha parat momentaniament I'agitacid).

» Es treu la primera mostra, i es comunica a l'ordinador que en aquest
precis instant es comenca la fermentacido (PC2 - INICI - Comenga
Fermentacio).

3.5.5. POSADA EN MARXA DEL CULTIUSEMICONTINU

Passos previs abans de comencar el cultiu semicontinu:

Esterilitzacidé quimica de les microburetes automatiques: Es connecta
en el mateix pot d'aigua estéril destinat a aquest fi, i a través del septum, els tres
canals d’entrada a les microburetes. Els tubs de sortida de les microburetes, es
connecten a I'ampolla buida esterilitzada préviament.

Per tal que les microburetes es rentin automaticament cal activar I’'addicio
continua des del programa de l'ordinador.

La seqliéncia de solucions a passar per les microburetes és aigua, acid,
aigua, base, aigua, etanol, aigua i finalment dos cicles de neteja del liquid que ha
d’addicionar la microbureta (Metanol , Glicerol o Clorur d’amoni).

A continuacio, treballant en condicions estérils (Etanol 70%), es connecten
al reactor els punxons per a cadascun dels canal provinents de les microburetes de
les entrades a la posicié corresponent (Cal recordar que si es mesura en linia la
concentracié de metanol amb I'equip MC-168, el punxd d’addicié d’aquest substrat
cal introduir-lo per la part inferior del reactor).

S’ha de connectar el tub de sortida de les microburetes automatiques amb el
tub de silicona del corresponent punxd, i omplir, mitjancant addicions manuals
cadascun dels liquids fins que estigui a punt de caure la primera gota a l'interior del
reactor.

En el moment que es decideixi comengar el cultiu semicontinu, només cal
prémer, en l'apartat de Transicio del programa de l'ordinador, el boté START i les
microburetes comencgaran a addicionar el volum desitjat per I'usuari o que decideixi
|'algorisme de control.

3.5.6. POSADA EN MARXA DE L'EQUIP D"ANALISI EN LINIA DE METANOL

Com es veura amb més profunditat en capitols posteriors, aquest equip
permet la mesura en linia del metanol existent en el corrent gasods. Si es coneix
agquesta concentracié es pot establir una relacié directe amb el metanol en fase
liguida existent dins el reactor. Per assegurar-se que la mesura sigui correcte, cal
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que el funcionament del reactor sigui el més estable possible. Per tant, variacions
brusques del cabal d’aire, agitacié o pressid, provoquen que es falsegi la mesura.

A continuacié es detallen els principals aspectes que cal tenir en compte
abans de connectar I'equip al fermentador:

El parametres de la corba de calibratge realitzat anteriorment a la
fermentacio, han d’estar inclosos al programa de I'ordinador, donant directament la
quantitat que suposadament hi ha de metanol en la fase liquida i per tant
accessible per al microorganisme.

Perque la mesura del metanol tingui el menor temps mort possible, s’ha de
col-locar una “T” estéril, després del portafiltres de sortida del reactor. Aquesta
nova sortida de gas del fermentador es dirigeix directament a I’'equip de mesura, el
MC-168.

Un cop connectat, s’ha d'assegurar que la linia que es dirigeix cap a lI'equip
conté, en aquest ordre, una trampa de liquid, un prefiltre de coto fluix i un filtre de
gasos de 0.20 um (Millipore FG, Bedford, USA). A continuacio, i just abans que el
canal de gas entri a Il'equip de mesura, aquest canal passa per un
cabalimetre/controlador massic que assegura el pas constant, minimitzant les
fluctuacions, de 0.3 I-min™! de gas provinent del fermentador.

Un cop finalitzat el muntatge de la linia, es pot connectar I'equip, i en 2 0 3
minuts ja es tindra una mesura en linia del metanol.
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3.6. LLENGUATGE DE PROGRAMACIO UTILITZAT: VISUAL
BASIC.

Una de les parts importants d’aquest treball experimental és la utilitzacié
d’un llenguatge de programacio, el Visual Basic (VB), per realitzar un programa de
monitoritzacid, control i seguiment de la fermentacio.

La programacié en Windows (3.1, 95, NT) es pot realitzar usant diferents
eines. Una aplicaci6 Windows té diferencies importants respecte un programa
seqliencial classic i la seva interficie grafica suposa també una dificultat afegida per
al programador.

Amb |'aparicié d’eines de programacidé especifiques per al desenvolupament
d’entorns Windows es proporcionen unes estructures d’interficie més adequades per
al desenvolupament d’aplicacions (menus desplegables, botons d’ordres, quadres
d’opcid,etc.). D’aquesta manera, la creacié d’interficies d’usuari completes és més
rapida i eficag, a més de permetre’s el desenvolupament rapid de prototips
d’interficie per a la validacié per 'usuari.

Aguests llenguatges es caracteritzen, principalment, perque el programador
desenvolupa l'aplicacié basicament a partir del disseny d‘una interficie. Crea una
finestra, hi introdueix diversos objectes que simbolitzen dades o accions que ha de
dur a terme, estableix propietats d’aquests objectes i afegeix codi on és necessari.
D'una filosofia de codificacié seqliencial es passa a una altra dirigida per
esdeveniments.

Hi ha altres llenguatges per a la programaciéo en Windows (C, C++, Visual
C++, Pascal, Delphi, etc.), cadascun dels quals té els seus avantatges i
inconvenients, i en general, parlem d’entorns de programacié més que no pas de
llenguatges de programacio. Es tracta d’eines, basades sobre algun llenguatge de
programacié més o menys conegut.

L'eleccio d’aquest llenguatge davant d’altres alternatives és principalment
per la senzillesa (temps d’aprenentatge relativament curt), versatilitat i aparenca
(I'entorn Windows és més atractiu per a l'usuari final). A més, VB permet la
generacié (amb el mateix codi) de versions per a les distintes plataformes Windows
95, 98, NT, 2000 i XP (tant 16-bits com 32-bits).

La programacio sequencial parteix de la idea que una aplicacio té unes dades
d’entrada i mitjancant la implementacié d’un algorisme proporciona unes dades de
sortida. El programa basicament es dedica a recollir la informacié necessaria i
realitzar els calculs i operacions necessaris per proporcionar, generalment al final,
el resultat objecte d’aquesta aplicacio. L'aplicacié mateixa controla les seccions de
codi que s’han d’executar. L'execucid s’inicia en la primera linia de codi, i continua
una execucio lineal fins a l'ultima, i es desvia per executar procediments a mesura
gue son cridats.

Una aplicaci6 sota el sistema operatiu Windows sol estar fortament
condicionada a I'Us d’una interficie grafica que permet a l'usuari la introduccid
d'informacid, i que reacciona enfront de diferents esdeveniments (o successos) que
produeix tant l'usuari com altres fonts (p. e.: la pulsacié d’una tecla o un clic amb
el ratoli en punt determinat). Les aplicacions es centren en un funcionament guiat
pels esdeveniments que es van produint.
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Es important assenyalar que I’'entorn Windows preveu la possibilitat de tenir
actives diferents aplicacions, que s’executen alhora. També podem tenir diferents
instancies de la mateixa aplicacié en execucidé. Aquesta caracteristica es coneguda
com multitasca i és una de les principals diferéncies entre el sistema operatiu
Windows i el seu antecessor, MS-DOS.

98



MATERIALS | METODES

3.7. CALCULS

En aquest apartat es presenten les bases tedriques i les eines utilitzades pel
calcul d’alguns parametres que ajuden a interpretar i obtenir més informacid dels
cultius.

3.7.1. CALcUL DEL'OUR.CERIRQ

Dinamica de I’oxigen dissolt:

Una de les principals caracteristiques de les fermentacions aerobies és el
subministrament d’oxigen per als requeriments energetics dels microorganismes.
Aquest fenomen, anomenat respiracio, es pot donar per diferents vies
metaboliques, en funcid del tipus de substrat i/o microorganisme.

Per tal d’aconseguir la transferéncia de |'oxigen gasds en el si de la fase
liguida es bombolleja aire per la part inferior del fermentador mitjangant un difusor
o “sparger”. La quantitat i les dimensions de les bombolles que passen a través del
liguid determinen l'eficacia de la transferéncia de I'oxigen.

El balang d’oxigen dissolt en un fermentador en cultiu en discontinu o
semicontinu es regeix per la seglient equacio:

do,
dt

=0TR-0OUR eq. 3.2

on:

OTR = (“Oxigen Transfer Rate”) Velocitat de transferéncia d’oxigen de la
fase gasosa cap a la fase liquida.

0,: Concentraci6 d'oxigen dissolt en el reactor.

OUR: (“Oxigen uptake rate”) Velocitat de consum d‘oxigen per part del
microorganismes.

Si es vol modelitzar la transferéncia de I'oxigen de la fase gasosa cap a la
fase liquida, es pot fer servir la seglient equacié:

OTR=k_, (0, -0,) eq. 3.3

on:

k.a: Coeficient global de transferéncia d’oxigen referit a la fase liquida.
0,%": Concentracié de saturacié d’oxigen dissolt.

El k.a depén directament de les variables que poden millorar la transferéncia
d’oxigen des de la fase gasosa cap a la fase liquida. Algunes d’aquestes variables
poden ser el cabal d'aire subministrat, la temperatura i la quantitat i grandaria de
les bombolles de gas en contacte amb el liquid.
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A l'estat estacionari si es considera que la variacié de I'oxigen dissolt en el
temps es aproximadament zero, es pot calcular la velocitat de consum d’oxigen
(mol 0,- L'*h™!) com:

' 1-X - X
OUR= L |:ent . )(emﬂo2 _ Xsort,oz . ( ent,02 ent,COZ)

VR (1 - xsort,oz - xsort,coz)

eq. 3.4

on:

k’: Factor de conversié (2.65 mol O-min-I"t-h™) (P: 1.1 atm i T: 303 K)(Per
gas ideal).

Vr: Volum del reactor (1).

Fent: Cabal d'aire d’entrada (I-min™).

Xent,co2: Fraccid molar de CO; del corrent d’aire d’entrada.

Xsort,co2: Fraccié molar de CO, del corrent de gas de sortida.

Xent,02: Fraccié molar d’O, del corrent d’aire d’entrada.

Xsort,02: Fraccié molar d’O, del corrent de gas de sortida.

La velocitat de consum d’oxigen (OUR) depén directament de la velocitat de
creixement dels microorganismes. Aquesta dependéncia es pot aproximar
experimentalment a una equacié lineal de la seglent forma:

OUR=(Y1-y+mOX)~X eq. 3.5

X/0

on:

Yy/0: Rendiment (g X-mol O, consumit™).

u: Velocitat especifica de creixement. (h?).

OUR: velocitat de consum d’oxigen. (mol O,- I'* -h™1).
X: Concentracid de biomassa (g X-I').

Mox: Coeficient de manteniment (mol O,- g X! -h™).

El coeficient de manteniment té en compte la respiracio endogena de
microorganisme no associada al creixement.

Dinamica del dioxid de carboni dissolt:

El dioxid de carboni també desenvolupa un paper important en les
fermentacions aerobies com a producte de les reaccions de descarboxilacio.

Si es realitza el balanc de matéria per al dioxid de carboni a la fase liquida

en el fermentador s’obté la seglient expressio:

d(;?z:CER—CTR eq. 3.6

on:
CO,: Concentracié de dioxid de carboni a la fase liquida.

CER: (CO, Evolution rate) Velocitat de producci6 de CO, a causa del
creixement del microorganisme.
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CTR: (CO, Transfer rate) Velocitat de transferéncia de dioxid de carboni de
la fase liquida cap a la fase gasosa.

El dioxid de carboni es molt més soluble en laigua que I'oxigen
(aproximament tres vegades més). A diferéncia de l'oxigen, el dioxid de carboni
reacciona amb l'aigua, formant acid carbonic (H,COs) que es dissocia en dihidrogen

carbonat (HCO;) i carbonat (CO?‘). A la figura 3.7 es descriu el seguit de
reaccions d’associacio i dissociacié que tenen lloc en el procés.

CO «——>CO

2(gas) 2(aq)

co,,, +H,0<——H,CO,

2(aq)
H,CO,«—HCO; +H"
HCO; «+——COY +H"*

Figura 3.7. Reaccions del dioxid de carboni a la fase liquida.

La velocitat de formacié de I'acid carbonic a partir del didxid de carboni en la
fase aquosa es forca lenta comparada amb les seves reaccions de dissociacid a
hidrogen carbonat i carbonat. Es pot tenir una idea d’aquesta magnitud a partir de
la relacions d’equilibri de cadascuna de les reaccions a la fase liquida.

[H,C0, ]

=107 eq. 3.7
CO

2(aq)

[Hco;] 2.5-107
[H,co,] |H']

eq. 3.8

[cor] 6-10™
[H2CO3] - [H{I2

eq. 3.9

Com es pot observar a les diferents relacions d’equilibri, la concentracié de
carbonat depén de la concentracié de protons en el medi. Per tant, a pH’s acids la
concentracio de les espécies derivades de l'acid carbonic és menor que a pH’s
basics. En fermentacions amb llevats normalment es treballa amb un rang de pH
entre 4 i 7. En aquest rang de pH es poden ignorar les diferents reaccions cap a la
formacio de carbonat, sempre i quan no hi hagi canvis molt sobtats de pH (Royce et
al., 2004).

Si es considera que el pH és constant, és a dir, que no hi ha practicament
reaccio del CO, en fase aquosa per formar carbonat, llavors es pot definir la
velocitat de produccié de CO, (CER mol CO,-L'*-h™!) com:

' 1-X - X
CER = L ’ Fent ’ Xent,CO2 - Xsort,CO2 ’ ( o ent,COZ)

VR (1 - Xsort,oz - Xsort,coz )

eq. 3.10

on:
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k’: Factor de conversié (2.65 mol CO,-min-I""-h'!) (P: 1.1 atm i T: 303 K)
(Per gas ideal)

Vr: Volum del reactor (1).

Fent: Cabal d’aire d’entrada (I/min).

Xent,co2: Fraccid molar de CO; del corrent d’aire d’entrada.

Xsort,co2: Fraccid molar de CO, del corrent de gas de sortida.

Xent,02: Fraccié molar d’O, del corrent d’aire d’entrada.

Xsort,02: Fraccié molar d’O, del corrent de gas de sortida.

A l'igual que en el cas de l'oxigen la velocitat de produccié de dioxid de
carboni (CER) depéen directament de la velocitat de creixement dels
microorganismes. Aquesta dependéncia es pot aproximar experimentalment a una
equacié lineal de la segient forma:

CER:(;-,u+mCOZ)-X eq. 3.11

x/CO2

on:

Yy/coz: Rendiment (g X-mol CO, consumit™?).

u: Velocitat especifica de creixement. (h).

CER: Velocitat de produccié de didxid de carboni. (mol CO,- It -h™1),
X: Concentraci6 de biomassa (g X-I'}).

Mcoz: Coeficient de manteniment (mol CO,- g X -h™).

El coeficient de manteniment té en compte la respiraci6 endogena de
microorganisme no associada al creixement.

Quocient respiratori (RQ)

Per a la generaci6 d’energia per al manteniment i creixement del
microorganisme les cél-lules oxiden la matéria organica a aigua, dioxid de carboni i
subproductes, per tant al mateix temps que consumeixen oxigen, produeixen dioxid
de carboni a velocitats determinades per I'OUR i la CER, respectivament. Aquestes
velocitats estan directament relacionades i la seva relacié constitueix un indicador
de l'activitat metabolica (Montague, 2000) anomenat quocient respiratori, RQ
(Respiration Quotient).

_ CER

RO =
Q OUR

eq. 3.12

Es conegut que el RQ varia segons la naturalesa del substrats consumits i els
productes resultants de l'activitat del microorganisme. Alguns autors (Royce, 1992,
Bonarius et al., 1995) utilitzen el quocient respiratori com a parametre metabolic a
partir del qual es pot identificar quin és el substrat que utilitza el microorganisme
per créixer.

3.7.2. CALCULDELA L. Q- 10,

A partir de les principals variables de seguiment durant la fermentacid, la
concentracido de biomassa, de substrat i d’enzim es poden calcular les velocitats
especifiques de creixement (y), de consum de substrat (gs) i de produccid
d’activitat lipolitica (qp), respectivament.
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Aguestes variables poden donar informacié molt valuosa per analitzar a
posteriori I'evolucié de la fermentacid, per relacionar-les amb I'estat fisiologic del
microorganisme i per a la deteccié de canvis de comportament.

A continuacid es dedueixen cadascun d‘aquests parametres dels
corresponents balangos, per al cultiu discontinu i semicontinu.

It i .
BiomAssaA
Fent un balang de matéria per a la biomassa en un reactor en discontinu:
E+G=S+A eq. 3.13
Els termes d’entrada (E) i de sortida (S) son nuls ja que no s’introdueix ni

s’extreu biomassa durant el cultiu, Unicament es genera a partir dels substrats
acumulant-se en el seu interior.

X-V
0+ry -V=O+M eq. 3.14
dt
Reordenant els diferents termes s’obté:
Iy -V:d—X-V+d—V-X eqg. 3.15
dt dt

L'expressié de la velocitat de produccié de biomassa es pot substituir per la
seva expressié depenent de la velocitat especifica de creixement sense tenir en
compte la desaparicié de la biomassa al llarg del cultiu, terme que es considerat
menyspreable.

r =u4-X eq.3.16
En un cultiu en discontinu el volum no varia al llarg del temps,

v

—=0 eq. 3.17
dt a

Aixi doncs, I'expressid del balang es pot expressar com,

dXx
—=u-X eq. 3.18
at M q

Finalment, aillant la velocitat especifica de creixement s’obté I’expressio

matematica que possibilita el seu calcul.

aX 1
= — eqg. 3.19
=0 X a
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SUBSTRAT
Realitzant un balang de matéria per al substrat en el reactor discontinu,
E+G=S+A eq. 3.20

El substrat ja esta inicialment a linterior del reactor, per tant, el terme
d’entrada i sortida de substrat son nuls.

O—rS~V:O+M eq. 3.21
dt
Reordenant l'equacio
—rS-V=§-V+d—V~S eq. 3.22
dt dt

La velocitat de desaparicid del substrat es pot expressar en funcié del
rendiment biomassa substrat, la velocitat especifica de creixement i la biomassa.

rszY%(-,u-X eq. 3.23

Si no s’afegeix cap component durant la fermentacid, la variacié del volum al
llarg del cultiu és nul,

v

—=0 eq. 3.24
dt

Substituint les equacions 3.7.23 i 3.7.24 al balang de matéria s’obté,

ds
Y. uXv=Py . 3.25
s M ot e

Simplificant el terme del volum,

ds
—rg=—Yy, p-X=—o . 3.26
s % H dt €q

Per definicié la velocitat de consum de substrat pot ser substituida per la

multiplicacid del rendiment substrat biomassa per la velocitat especifica de
creixement ().

=Y., - . 3.27
ds s, H €q

Finalment, la variacié de substrat a l'interior del reactor discontinu es calcula
com,

ds
E:—qS-X eq. 3.28

Aillant el valor de la velocitat especifica de consum de substrat,
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PRODUCTE

Realitzant el balan¢g de matéria per a I'aparicid de producte en el reactor en
discontinu,

E+G=S+A eqg. 3.30

El producte es genera i sTacumula a l'interior del reactor, sense entrada ni
sortida d’aquest component durant el cultiu,

0+rP-V:O+M eq. 3.31
dt
Reordenant els termes
rP-Vzﬁ-V+d—V-P eq. 3.32
dt dt

La velocitat d‘aparicié de producte al reactor es pot associar al creixement
mitjangant el rendiment producte/biomassa,

rP:Y,%(-/,z-quP-X eq. 3.33

En tractar-se d’un cultiu en discontinu, la variacié de volum és nul-la,

v

—=0 eq. 3.34
dt a

Substituint les eq. 3.33 i eq. 3.34 a I’'expressioé del balang,

dP

—q.-X eq.3.35
dt Ge a

Finalment, aillant el valor de la velocitat especifica de produccié d’enzim a
I'interior del reactor en discontinu es pot calcular de la seglient forma,

dP 1
=\ — eq. 3.36
dr dt X q

~Ulti . .

El procés en semicontinu es caracteritza per l'entrada de substrat amb la
corresponent variacié de volum ja que no hi ha cap corrent de sortida.

Bl1OMASSA

Realitzant el balang de matéria per a la biomassa per al cultiu en
semicontinu,
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E+G=S+A eq. 3.37

Les cél-lules van creixent i acumulant-se a l'interior del bioreactor a mesura
que passa el temps, no hi ha cap entrada ni sortida de biomassa durant el cultiu,

0+rx-\/:0+9(—x—ﬁQ eq. 3.38
dt
Reordenant els termes,
Iy -V:d—X-V+d—V-X eq. 3.39
dt dt

La velocitat de generacié de la biomassa es pot simbolitzar com la velocitat
especifica de creixement (u) per la quantitat de biomassa.

ry =p-X eq.3.40

La variacié del volum al llarg del cultiu és el cabal d’entrada addicionat al
reactor,

d—vz F eq. 3.41
dt

Substituint aquestes dues Ultimes equacions al balang de matéria, s’obté la
seglient expressido matematica

dx F.X F
=qu-X = =l u——1X eq. 3.42
a “ Y, @’vj a

Aillant el valor de la velocitat especifica de creixement,

FY dX 1
_Pex b eq. 3.43
@’v} at X a
X 1 F
A eq. 3.44
= a x v a

El calcul de la p per a un cultiu en semicontinu depén del cabal de substrat
addicionat, el volum, la biomassa i la variacié d’aquesta ultima al llarg del temps.

SUBSTRAT

Realitzant el balang de matéria del substrat consumit pel microorganisme en
un reactor en discontinu,

E+G=S+A eq. 3.45
A més del terme de generacid (en aquest cas negatiu ja que es tracta d'un
substrat que és consumit) i de I'acumulacié o exhauriment a l'interior del reactor,

apareix l'entrada de substrat. El cultiu en semicontinu es caracteritza per I'entrada
d’un cabal (F) de substrat de concentracié (Sy) diferent a l'interior del tanc.
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F~SO—rS~V=O+M eq. 3.46
dt
Reordenant els termes del balang,
F~SO—rS~V=§-V+d—V-S eq. 3.47
at at

La velocitat de consum de metanol es proporcional a la quantitat de
biomassa existent al medi.

rS:Y%(-,u-X:qS-X eq. 3.48

El cabal addicionat de substrat és la variacié de volum al llarg del temps,

v

—=F eqg. 3.49
dt a

Substituint les equacions de 3.48 i 3.49 al balan¢g de matéria s‘obté Ia
seglient expressio,

F.So_qs.x.V=CiItS-V+F.S eq. 3.50

Dividint I'equacié anterior pel volum

F.S, dS F-S
_qs.x = 4+ —
V adt V

eq. 3.51

Finalment, aillant la velocitat de consum de substrat s’obté I’'expressio
matematica pel seu calcul,

ds F-(S-5S)

S gg X . 3.52

at Qs v eq

S::_(d84_F'CS—f%>].1 eq. 3.53
dt % X

Per al calcul de gs s’ha de coneixer el valor de la biomassa, el cabal
addicionat, el volum, la diferéncia de concentracions de substrat entre I'aliment i a
I'interior del bioreactor, i la variacié de la concentracié d’aquesta al llarg del temps.
PRODUCTE

El balang de matéria de producte per un cultiu en semicontinu,

E+G=S+A eqg. 3.54

No hi entrada directe de producte ni cap cabal de sortida, I'enzim només es
genera i s'acumula a l'interior del reactor,
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0+rP-V=O+M eq. 3.55
dt
Reordenant els termes del balang,
rP~V=£-V+d—V-P eq. 3.56
dt dt

La velocitat d’aparicié de producte es pot deixar en funcié del creixement del
microorganisme multiplicat per rendiment producte/biomassa.

rP:Y,%(-y-X:qP-X eq. 3.57

La variacié del volum és directament el cabal de substrat addicionat al llarg
del cultiu,

d—sz eq. 3.58
dt

Substituint les dues ultimes equacions al balanc de mateéria,

dP F-P
+— eq. 3.59

X =
Y at Vv

Finalment, s’‘obté l’expressi6 matematica per al calcul de la velocitat de
producci6 d’enzim

4P F.p

P _qox_FP .3.60

a P Vv ed

W (FEPLL s
Pl T v ) x

Per determinar la g, és necessari coneixer la concentracié de producte a
I'interior del fermentador, juntament amb la seva evolucié al llarg del temps, el
cabal d'alimentacio, el volum i la concentracié de la biomassa.

3.7.3. CALCUL DE LES DERIVADES

En totes les expressions per al calcul instantani d’alguna de les velocitats
especifiques sigui de creixement, consum de substrat o produccié d’enzim és
necessari coneixer la derivada de la principal variable del balang al llarg del temps

(dXdePJ
dt ot dt )

Aguest requisit complica el calcul de les velocitats ja que aproximar la
derivada a un increment, només és numéricament acceptable per a valors
d’increment de temps prou petits, molt propers a zero. Aquest no és el cas dels
valors de les variables de partida per al calcul de les derivades on I'espai de temps
entre dues variables és normalment superior a dues hores. Aixi doncs, cal buscar
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algun procediment que permeti el calcul d’aquestes derivades d‘una forma més
exacte. La solucid que sembla més factible és buscar una funcidé que segueixi la
tendéncia dels punts i calcular posteriorment la seva derivada,

Els polinomis son principalment utilitzats com a funcions d’aproximacié quan
la variacio del valors experimentals és suau en linterval escollit. Quan es volen
aproximar uns valors en un interval llarg, el grau del polinomi d’aproximacié pot
arribar a ser extremadament gran i en conseqiiéncia, es desaconsella la seva
utilitzacié per la seva complexitat. Com alternativa davant d’aquest problema, una
possible solucié és subdividir aquest interval en petits trams i per cadascun
d’aquests aproximar un polinomi de grau relativament baix. L'aproximacié pot ser
forca bona si els diferents polinomis que integren l'aproximacid s’uneixen suament
entre ells. Aixd0 s’aconsegueix si s’‘optimitza que el valor de la primera derivada
sigui continua en aquests punts d'unié.

La utilitzacié d’'aquesta técnica per realitzar I'aproximacié d’uns valors
experimentals s'anomena aproximacio per “splines” (Curve Fitting Toolbox, MATLAB
documentation).

La solucio proposada per calcular el valor de les derivades de forma més
exacte és seguir els seglients dos passos:

1.- Tracar una funciéo de “splines” suavitzada que aproximi els punts de
I’evolucié temporal de cadascuna de les variables a derivar (X,S,P).

2.- Realitzar la derivada de la funcié de “splines”

3.- Calcular el valor puntual de la derivada per cadascun dels punts de les
variables d’origen.

Seguint aquests passos s'aconsegueixen valors de les derivades forga

exactes, podent calcular en tots els casos les velocitats especifiques d’'una forma
més precisa (Exemple a la figura 3.8).
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Figura 3.8. Exemple de calcul de la derivada dP/dt utilitzant I’ aproximacio per splines.

Tots aquests passos es realitzen utilitzant les subrutines programades del
paguet matematic de calcul “Curvefit” integrat dins el programari comercial
MATLAB (The Mathworks, Natick, USA).

3.7.4. CALCULS DELS VALORS MITJANS

En molts casos sera de gran ajut coneixer els valors mitjans d’algunes
d’aquestes variables calculades en un periode o etapa de la fermentacié. La
metodologia de calcul és integrar l'evolucié d’aquesta variable en el temps pel
periode desitjat i dividin aquest valor per al increment de temps, com s’indica a
I'equacié 3.62.

t

1
Ix(t)-dt eq. 3.62

X=—
(tz _tl) t,

En molts casos perd, només es disposa de valors puntuals a certs moments
del cultiu i no com es requereix per aquest calcul, una funcié que depengui del
temps. Per tant, en aquests casos s’ha d’aproximar els valors puntuals mitjancant
una equacié i posteriorment realitzar la integracié d’aquesta en el periode de temps
desitjats. El procediment utilitzat doncs, és molt similar al seguit per al calcul de les
derivades. Igualment cal tragar una funcié de “splines” suavitzada que aproximi els
punts de I'evolucié temporal de la variable que es desitja conéixer el valor mig. A
partir d’aquest moment ja es pot calcular mitjangant I'equacié 3.62 el valor mitja de
la variable.
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3.7.5. CALCUL DELS RENDIMENTS

Els rendiments son parametres molt importants ja que representen |'eficacia
de conversié d’una variable respecte una altre. Per exemple, el rendiment
substrat/biomassa, ens déna la idea en quin tant per u de cada gram de substrat
passa directament a biomassa.

Es poden calcular en un interval determinat de la fermentacid, sent
rendiments parcials o pel contrari per tota la fermentacid, anomenant-se
rendiments totals.

Es important entendre que aquests coeficients no es mantenen constants
durant tota la fermentacié, ja que canvien amb rapidesa segons les necessitats
energetiques del microorganisme. Alguns autors (Pirt,1975) han deduit |'estreta
relacié existent entre el rendiment biomassa/substrat i el coeficient de
manteniment.

A continuacié es presenta la forma de calcul dels diferents rendiments, en
tots el casos per a cultius en discontinu o semicontinu.

Rendiment biomassa / substrat (Yyx,s)

El rendiment biomassa substrat es defineix com la quantitat de biomassa per
unitat de massa de substrat consumit.

Aixi,

dX ds
E:—YX/S'E eq. 3.63

No obstant aix0, el métode usual per calcular aquest rendiment és mesurar
la quantitat de biomassa formada i substrat consumit per a un determinat periode
de temps.

Y. —& eq. 3.64
X/S AS i

Rendiment producte / biomassa (Yp/x)

El rendiment producte-biomassa es defineix com la quantitat de producte
generat per unitat de massa cel-lular.

Aixi,

dP dx
Y, -~ eq.3.65
dt PIX ot a

No obstant aix0, el métode usual per calcular aquest rendiment es mesurar
la quantitat de biomassa formada i producte produit per un determinat periode de
temps.

AP
=— eq. 3.66
PIX T Ay q
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També es poden calcular els rendiments tedrics amb I'Unic requisit que s’ha
de coneéixer |'estequiometria de reaccié que relacioni les variables de les quals es
vol calcular el rendiment.

3.7.6. CALCUL DE LES PRODUCTIVITATS

La productivitat es pot definir com la relacié entre la quantitat de producte
obtingut amb els factors per obtenir-la en un determinat periode de temps.

De forma més concreta en el cas dels bioprocessos la productivitat
volumetrica es defineix com la quantitat de producte format per unitat de volum i
temps. Analogament, la productivitat especifica es calcula com la quantitat de
producte format per unitat de massa cel-lular i temps.

Evidentment, i de manera semblant als rendiments, es pot calcular el seu
valor per un periode de temps o per tot el cultiu, tot i que és aquest ultim el que
potser és més util ja que conté una informacié més valuosa.

La metodologia de calcul és senzilla,

AP
Productivitat Volumeétrica= N eq. 3.67

AP
AX-At

Productivitat especifica= eqg. 3.68

on

AP: Increment de productivitat (UA-I'Y).
At: Increment de temps (h).
AX: Increment de la concentracié de biomassa (g-I™).

3.7.7. CORRECCIO DELS PARAMETRES EN FUNCIO DEL VOLUM

Com s’ha vist anteriorment, en el procés de calcul de parametres de
fermentacio s’utilitzen parametres com la concentracié de substrat i biomassa que
depenen significativament del volum del cultiu.

El continu increment de biomassa en un cultiu en discontinu i semicontinu
provoca la progressiva reduccié del volum de la fase aquosa. Aixi doncs, quan es
mesuren les concentracions de substrat o producte al reactor, cal tenir en compte
gue només es realitza a la fase liquida.

En la majoria d’estudis on s’‘empra el calcul dels parametres que
caracteritzen el sistema es menysprea aquesta variacid, perqué es creu
erroniament que el volum ocupat per les cél-lules és insignificant davant de la resta
de volum.

Com s’ha demostrat en cultius on s’arriba a nivells de biomassa al voltant de
60 g-I'%, les variacions en la mesura dels parametres poden significar fins un 20%
del valor (Wang, 1979). Aixi doncs, és especialment important tenir en compte
aquesta variacié de volum quan s’arriben a altes concentracions de biomassa.

Es pot calcular el volum ocupat pel microorganisme amb I’'equacio 3.69.
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Vi :ﬂ eq. 3.69
on:

Vp: Volum total de cél-lules (I).
o: Fraccié de matéria seca a la biomassa (g X seca- g X humida™)
p: Densitat del microorganisme (g-1™})

Per tant, el volum de la fase aquosa es calculat per la diferéncia entre el
volum total i el volum ocupat per les cél-lules (eq. 3.70).

X
V,=V-V, :V-(l—j eq. 3.70
op
S’han emprat els valors bibliografics de la fraccié de matéria seca i de
densitat de 0.3 g X seca- g X humida™ i 1.07 g-I"!, valors mitjans per llevats
(Borzani et al., 2003; Borzani et al., 1976).

D’aquesta forma totes les variables mesurades directament a la fase liquida
del cultiu sén recalculades en funcié del nivell de biomassa existent al reactor per
referir-les al volum total. Per exemple, les equacions 3.71 i 3.72 mostren com es
modifica la concentracié de substrat i producte en funcié del moment en que s'ha
realitzat el cultiu.
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4.1. ESTUDI DE LA FERMENTACIO
4.1.1. ANTECEDENTS PREVIS

Aquest treball experimental parteix del coneixement adquirit en estudis
anteriors on es va iniciar la produccié de lipasa de Rhizopus oryzae (ROL)
expressada en Pichia pastoris. Els resultats previs han ajudat a decidir quina era la
millor direccié a seguir per tal d’aconseguir els objectius fixats.

La primera soca que es va utilitzar, descendent de la salvatge, era una Mut*
“singlecopy” (anomenada X33 clon7/ROL) facilitada per S. Minning (1998). A partir
d’aquesta es van comencar a realitzar alguns cultius amb el proposit d’aconseguir
millorar substancialment els nivells de produccié de ROL.

Atesa la poca experiéncia que es tenia en la realitzaci6 de cultius amb
aquesta soca es va seguir metdodicament el protocol d’operacié i es van utilitzar el
medis proposats per Invitrogen (Invitrogen Fermentation guidelines, http://
www.invitrogen.com/.).

L'estratégia de cultiu més utilitzada i que ha donat millors resultats en la
produccié de proteines heterodlogues en Pichia pastoris ha estat el cultiu en
semicontinu o “fed-batch”. Aquesta estratégia d’operacid, utilitzada en aquest cas
concret, es pot diferenciar en tres etapes. Una primera etapa destinada al rapid
creixement del microorganisme en preséncia de glicerol (40 g-I'!), substrat
repressor del sistema d’induccié. L'exhauriment de la font de carboni de l'etapa
anterior, detectat per una accentuada pujada de l'oxigen dissolt, es continua amb
una segona etapa on s'addiciona glicerol a cabal constant (18.5 ml-I'*-h'!), amb
I"lnica intencié d'aconseguir una concentracié de biomassa prou elevada per a la
posterior induccid. L'Ultima etapa, és on s’addiciona Unicament el metanol utilitzant
diferents estratégies per tal d’induir la produccié de la proteina hoste.

Conegut que altes concentracions de metanol son toxiques per al creixement
d’aquest microorganisme (Hellwig et al., 2001), I'alimentacié del metanol a I'Ultima
etapa es realitza seguint I'esquema d’addicid recomanat per Invitrogen per a una
soca del tipus Mut™ (Invitrogen Fermentation guidelines).

L'estratégia a la fase d’induccié consisteix en anar modificant el cabal
d’alimentacié de metanol per tal de mantenir constant la mesura d’oxigen dissolt
(p0O;) del medi. Aixi doncs, una pujada del pO,, s’interpreta com un exhauriment
del metanol existent al medi i s’actua incrementant progressivament el cabal
d’entrada d’aquest substrat. Atés que no hi ha cap mesura directe que indiqui
I'acumulacié de metanol a linterior i que en teoria, la demanda de metanol
augmenta per l'increment de la concentracié de biomassa al medi, en cap moment
es redueix el cabal d'addicié de substrat.

Es van realitzar una seérie de cultius seguint aguesta metodologia utilitzant
un primer medi de cultiu complex BDMY (Apartat 3.2.2) i després amb un medi de
cultiu sintéetic (MFBD_1). En ambdds cultius les produccions d’enzim no van ser
molt elevades. El mal funcionament d’aquesta estratégia es va atribuir a les altes
concentracions de metanol acumulades al fermentador, fins a nivells descrits com a
toxics per Pichia pastoris (>10 g-I'!). Per altra banda, la forta demanda d’oxigen del
microorganisme en |'Ultima etapa a elevades concentracions de biomassa va
provocar que les condicions d’operacié (agitacié i cabal d'aire a I’entrada) fossin
extremes, dificultant enormement el bon funcionament dels cultius.
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Treballs posteriors a aquests primers contactes, van comparar el creixement
de la soca X33/ROL (Mut* “singlecopy”) amb les soques comercials control GS115 i
KM71 (Mut* i Mut®, respectivament) que no contenien el gen de ROL (Serrano,
2002). Es van realitzar una seérie de cultius en erlemeyer utilitzant un medi minim
(BMM) amb metanol com a uUnica font de carboni i substrat inductor. Aquests
experiments van demostrar que la velocitat especifica de creixement (u) de la soca
X33/ROL era superior a la soca control de Mut® (KM71), com era d’esperar, per les
caracteristiques fenotipiques de cada soca. El que potser va sorprendre, en primera
instancia, va ser la diferéncia entre la py de les dos soques Mut* (GS115 i X33/ROL),
sent la velocitat especifica de creixement de la soca comercial superior a la soca
que contenia el gen de ROL.

Aquesta variacio va ser atribuida al possible efecte toxic de I'expressio de la
ROL sobre el creixement cel-lular, degut a la possible activitat de la fosfolipasa de
I’expressié recombinat de I'enzim madur, com havia estat observat préviament en
E. coli (Beer et al., 1996).

Existeixen diferents treballs que descriuen |'expressi6 de proteines
heterdlogues en Pichia pastoris on la seva expressié provoca una disminucio de la
velocitat especifica de creixement comparada amb la soca salvatge, causant un
efecte aparentment toxic sobre la cél-lula hoste Mut. En aquests casos s’han
aconseguit nivells de produccido més elevats mitjangant la disminucidé de la velocitat
d’addicié de metanol, frenant d’aquesta forma la velocitat d’expressié del promotor
d’AOX1 (Brierley et al., 1990).

: e | iaci6 de fenoti

Arribat aquest punt es va decidir comencar a estudiar I'expressié de ROL en
un cultiu amb una soca Mut® en medi sintétic, ja que la seva velocitat especifica de
creixement seria inferior a la soca Mut*. Aquesta eleccié comporta treballar amb un
sistema amb una dinamica de creixement més lenta, assegurant-se una major
facilitat per controlar el cultiu.

La construccié d’aquesta nova soca va ser realitzada per Serrano (2002)
transformant per electroporacié de cel-lules de la soca comercial KM71 (Mut® his")
amb el vector pPICZAu-ROL (Invitrogen). Es van aillar els clons de Mut® que
resistien la preséncia de zeocina a les plaques, obtenint la soca KM100_0/ROL (Mut®
his™). En cultius en erlenmeyer es va poder comprovar per la seva baixa velocitat de
creixement que la soca era de fenotip Mut® i que contenia el gen de ROL, ja que es
va detectar la preséncia de lipasa extracel-lular. L'Unic problema que presentava la
nova KM100_0O/ROL era l'‘auxotrofia per histidina, que incapacitava al
microorganisme a créixer sense la presencia externa d’aquest aminoacid, ja que no
era capag de sintetitzar-lo. Aquesta caracteristica venia heretada de la soca
comercial KM71. Es va considerar oportu realitzar la reversié d’aquest defecte
seguint la técnica detallada per Serrano (2002). El resultat final va ser I'obtencio
d’una soca Mut® his* ROL, anomenada KM100_1.

Seguint el protocol de fermentacié proposat per Invitrogen, a l'igual que els
altres casos, es va comengar el cultiu amb una primera etapa en discontinu de 40
g-I't de glicerol. L'augment sobtat de pO, al medi de cultiu indicava I'exhauriment
del glicerol, dada que era ratificada per I'analisi mitjangant HPLC. A continuacié es
va addicionar directament un cabal de metanol de 5 ml-h?, suprimint I'etapa
intermédia, mantenint I'addicié constant durant un periode de dues hores amb
I’Gnic proposit d’adaptar les cél-lules a la nova font de carboni.

Després d’aquest periode, la velocitat d’addicié de metanol era incrementada
un 10 % cada 30 minuts fins arribar a un cabal maxim de 15 ml-h. A partir
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d’aquest moment, es modificava la velocitat d’addicié segons la lectura de I'oxigen
dissolt existent al medi. Un augment de l'oxigen dissolt del medi s’interpretava com
I'exhauriment del metanol existent al medi, i per tant sTaugmentava un 10 % el
cabal de metanol.

Els millors resultats en termes de productivitat es van obtenir amb medi
complex, obtenint un 50 % més d’activitat lipolitica que amb el medi sintétic.
L'analisi posterior de les mostres extretes durant la fermentacidé va assenyalar que
durant bona part de la fase d‘induccid, la concentraci6 de metanol al medi havia
superat valors de més de 10 g-I'. Aquestes concentracions sén considerades com a
toxiques per al creixement de Pichia pastoris, i molt per sobre dels 5 g-I'!
bibliograficament recomanats (Swartz et al., 1981, Stratton et al., 1998).

Altes concentracions de metanol al medi provoquen la generacid de
concentracions elevades de metabodlits de naturalesa toxica per la cél-lula com el
formaldehid, l'acid formic o en la seva forma ionitzada, el format. L'acumulacio
d’algun d’aquests compostos pot suposar un efecte toxic fins a cent vegades major
per a la cél-lula que el propi metanol (Jones et al., 1991).

D’altra banda, esta descrit a la bibliografia (Cregg et al.,
1993) que elevades concentracions de metanol al medi produeixen un efecte
negatiu sobre els nivells de transcripcio iniciats pel promotor del gen AOX1 (Paox1)
els quals poden arribar a ser entre 3 i 5 vegades superiors quan la concentracid de
metanol al medi és limitant.

D’aquesta forma es va arribar a la conclusié que la millor forma de treballar
era mantenint, durant I'etapa d’induccid, la concentracié de metanol per sota dels
nivells toxics. Pel que fa a I'estratégia de cultiu, els negatius resultats obtinguts fent
un seguiment del pO, desaconsellaven la utilitzacié d’aquesta técnica. Atés que cap
mesura indirecta de la concentracié de metanol era molt fiable es va decidir
treballar mesurant directament la concentraci6 de metanol. Mitjangant
cromatografia gasosa (CG) d'una mostra filtrada del medi es coneixia la
concentracio de metanol i es modificava el cabal d’addicié en funcié d’aquest valor.
Evidentment, aquesta estratégia suposava una gran esfor¢ per part de la/les
persona/es que realitzava/en la fermentacio, perd davant la falta d’equipament de
monitoritzacié en linia de la concentracié de metanol, es presentava com la solucié
més raonable.

El rapid processament i analisi de la mostra del bioreactor permetia saber,
en un periode curt de temps, la concentraci6 de metanol i modificar el cabal
d’alimentacié amb I'objectiu de controlar la seva concentracié al medi de cultiu.
Amb aquesta nova estratégia es va aconseguir que el metanol no superés en cap
moment una concentracid superior a 2.5 g-I'". No obstant aixd, durant alguns
periodes de la fermentacié es va arribar a exhaurir totalment el metanol, ja que el
microorganisme consumia el substrat a wuna velocitat superior a la de
subministrament.

La produccid va augmentar amb un factor de 2.5 vegades respecte a
I'obtinguda utilitzant I'estratégia d’addicid de |'oxigen dissolt. Tot i aix0, es va
detectar, després de la primera fase de creixement amb glicerol, en canviar
bruscament de font carboni al medi, I'existéncia d’una fase de laténcia. En aquest
periode d’adaptacié d’una durada aproximada de 30 hores, no hi havia ni
creixement del microorganisme ni expressié de I'enzim d’interés. Ja que un dels
objectius principals era millorar la productivitat, la reducci6 d’aquest temps
necessari per a |'adaptacié a la nova font de carboni era essencial.
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Existeixen varis exemples a la bibliografia de cultius amb llevats
metilotrofics, com H. polymorfa, P. Pinus, C. boindinii o la mateixa P. pastoris on
s’ha augmentat el rendiment biomassa/substrat, utilitzant metanol com a substrat,
mitjancant I'addicié d’aquest amb una altra font de carboni en concentracions
limitants (Mdiller et al., 1986). A més s’ha observat que |'addicié de substrats
mixtes augmenta la velocitat de consum de metanol, millorant substancialment la
productivitat final del cultiu (Chirovolu et al., 1997, Katakura et al., 1998).
Aquestes millores sén en bona part gracies a la reduccié del temps de laténcia
entre el canvi de fonts de carboni.

Aixi doncs, es van dissenyar una serie d’experiments introduint una nova
fase dins el cultiu entre I’'etapa en discontinu i la d’induccid, en la que es va utilitzar
una mescla de glicerol i metanol. El proposit d’aquesta era aconseguir un canvi més
progressiu de la font de carboni, aconseguint reduir el temps d’adaptacio.

Aquesta nova fase de transici6 es va implementar seguint |'esquema
d’addicié de substrats mixtes descrit per Katakura et al. (1998). Per tant, en acabar
la primera fase en discontinu i per un periode total de cinc hores, es comenca a
addicionar un cabal decreixent de glicerol en preséncia de metanol. Més
concretament, un flux de glicerol constant durant les dues primeres hores de 300
pl-min™, baixant a 160 , 100 i 65 pl-min? les Ultimes tres hores de letapa,
respectivament. Aquests cabals estan calculats per mantenir en tot moment la
concentracio de glicerol practicament a zero, en condicions limitants. Es a partir de
la tercera hora que s’introdueix un cabal constant de 100 pl-min! de metanol,
garantint que la concentracié d’aquest component al final de I'etapa estigui entre
els limits aconsellats (1-5 g.I'!). Seguidament, la fase d’induccié es realitza
utilitzant la mateixa metodologia que la fermentacié anterior, analitzant les mostres
de cultiu per cromatografia de gasos i modificant, practicament en linea, el cabal de
substrat a addicionar en funcié del consum de metanol del microorganisme.

Els resultats de la fermentacidé van ser esperangadors, en part gracies a la
reduccié del temps d’adaptacié al canvi de font de carboni. Es va observar que,
durant aquesta etapa de transicio el metanol existent al medi es va acumular i no
va ser fins que es va exhaurir totalment el glicerol quan es va detectar un consum
significatiu de metanol. Tot i aixi, la preseéncia anterior de metanol al medi
escurcava clarament el periode d’adaptacié al nou substrat. D’altra banda, també
es demostrava l'efecte repressor que exercia el glicerol sobre I'expressié de I’AOX.

La produccido es va incrementar unes 4 vegades i la productivitat unes 6
vegades respecte la mateixa estratégia d’operacié prévia sense aquesta etapa de
transicio.

També es va estudiar quin era l'efecte que tenia sobre el creixement del
microorganisme la utilitzaci6 de la soca de P. pastoris amb i sense la proteina
d'interés. Comparant dues fermentacions, seguint la mateixa estrategia de
fermentacio, amb |’Unica variacié del tipus de soca utilitzada, es va veure clarament
I'efecte negatiu que té la inclusi6 de la ROL dins el material genétic del
microorganisme. La soca utilitzada com a control mantenia la mateixa velocitat
especifica de creixement que la X33/ROL quan la font de carboni utilitzada era
glicerol. Les diferéncies entre ambdues augmentaven clarament quan ['Unic
substrat del medi era metanol, la velocitat especifica de consum d‘aquest
component era molt més gran al utilitzar la soca GS115 sense ROL. Aixi doncs, és
clar que per algun fenomen, I'expressié de la ROL té un efecte negatiu en el
creixement de P. pastoris.
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Treballs previs dins el mateix projecte d'investigacio, van estudiar I'efecte de
I'augment de la dosi génica heterologa per als fenotips Mut® i Mut*, en I'expressid
de la lipasa de Rhizopus oryzae (ROL) en Pichia pastoris (Serrano, 2002).

Anteriorment s’havia millorat la produccié de forma operacional, modificant
I'estratégia de cultiu, pero és clar que hi ha altres formes d’augmentar la quantitat
d’enzim expressat. Les dues probablement més importants sén variar el fenotip
cel-lular de la soca utilitzada respecte la forma d’assimilar el metanol (fenotip Mut) i
per altra banda, incrementar el nombre de copies del gen extern dins el genoma de
la cél-lula hoste.

Pel que fa la primera, com s’ha detallat a I'apartat anterior es van provar els
dos fenotips Mut* i Mut® amb una Unica copia del gen de ROL. Els resultats a nivell
de produccié van ser millors per a la soca KM100_1 (Mut® his™) pero la manca de
control sobre la fermentacid, en especial sobre la concentracié de metanol, i la
constant variacio d’estratégia de cultiu van aconsellar no afirmar amb rotunditat
aquesta conclusid.

Existeixen nombrosos exemples bibliografics que demostren que els nivells
de produccié en P. pastoris amb diferent fenotip sén comparables (Loewen et al.,
1997, Hochstrasser et al., 1998, Abiodum et al., 1999). No obstant aix0, les soques
Mut® sén més indicades per a cultius d’alta densitat cel-lular, normalment quan es
requereixen grans volums de producciéo a causa de que les soques de tipus Mut®
necessiten temps de cultiu més elevats per arribar a la mateixa concentracié de
biomassa (Digan et al., 1989, Clare et al., 1991, Potter et al., 2000, Ecamilla et al.,
2000). La soca Mut* també pot semblar més adient en processos on |'expressio de
la proteina va lligada estretament a la gemmacio cel-lular, perdo només pel fet
d’arribar a altes concentracions de microorganisme amb el menor temps possible.

També s’ha descrit que per a I'expressio de determinades proteines resulten
més favorables velocitats de creixement lentes, tipiques de les soques Mut®. Per
exemple, la major produccié de I'enzim invertasa glicosilada es va aconseguir en un
cultiu de fenotip Mut® (Tschoop et al., 1987). A més, el fet de que la soca Mut® no
sintetitzi grans quantitats de I'enzim alcohol oxidasa (AOX) pot resultar una
avantatge per l'expressido heterdologa de determinades proteines, ja que la sintesi
d'aquestes com la de la mateixa AOX depenen del mateix substrat inductor
(Sreekrishna et al., 1989).

Una altra caracteristica que afavoreix la utilitzacié de la soca Mut® és el fet
gue s6n més tolerants a possibles canvis a la concentracié de metanol residual en
el medi de cultiu, i conseglientment, als seus possibles efectes toxics (Stratton et
al., 1998). També és coneguda la millor resposta d’aquesta tipus de soca a
estrategies de cultiu que combinin diferents font de carboni (Glicerol, Metanol),
incrementant la velocitat de consum de metanol aixi com la productivitat final
(D'Anjou et al., 2001).

Es clar doncs, que no existeixen unes regles ben definides per decidir quin
tipus de fenotip Mut de la cél-lula hoste donara millors resultats, sind que sembla
ser que depén de la proteina a expressar. Al mateix temps, cadascun d’aquests
fenotips pot ser més o menys favorable en relacié amb el nombre de copies del gen
extern introduides dins el genoma.

Nombrosos treballs demostren que la utilitzacié d’'una soca multicopia esta

relacionada directament amb un augment de la produccid final i un increment dels
nivells de RNA missatger a la cél-lula. No obstant aix0, el nombre optim de copies
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del gen que aporten una quantitat maxima de mRNA o la quantitat maxima
produida de proteina sembla ser una caracteristica particular de cada proteina (Thill
et al., 1990).

Un efecte positiu de la soca multicopia ha estat descrit en els nivells
d’expressid intracel-lular de I'antigen de superficie de la hepatitis B en soques de
Mut®> multicopia (Vassileva et al., 2001). La influéncia del nombre de copies del gen
en els nivells de produccié aconseguits es manifesta en un increment important de
la concentracio intracel-lular de la proteina d’interés.

Es conegut que incrementar el nombre de copies del gen a expressar pot
tenir diferents efectes segons el fenotip Mut de la cél-lula de Pichia pastoris hoste.
Per exemple, en el cas de la produccié del fragment C de la toxina del tétanus
utilitzant soques Mut® i Mut* que contenen una Unica copia del gen heteroleg, les
produccions soén similars (Clare et al., 1991). En canvi, en incrementar a catorze el
nombre de copies del gen heterdleg en soques de fenotip Mut®, la produccié va ser
sis vegades major. Al contrari que el seu analeg de Mut*, on la produccié va
disminuir un 20% respecte la soca d’una sola copia.

Un augment amb el nombre de copies del gen heteroleg pot tenir un efecte
directe sobre la velocitat especifica de creixement de soques Mut* en metanol,
reduint-la notablement. Aquest fet pot estar relacionat amb l'efecte negatiu de la
proteina heterologa expressada en grans quantitats. En aquests casos, els millors
resultats a nivell de produccid s’han obtingut quan es disminueix la velocitat
d’alimentaciéo de metanol a valors de la soca Mut®, rebaixant I’'actuacié del promotor
AOX1. Aquest efecte també ha estat aconseguint disminuint la temperatura del
cultiu de Mut* de 30 a 25°C, obtenint-se, per tant, una velocitat de creixement més
propera a la descrita per soques Mut®.

Aixi doncs, |'efecte que tenen les soques multicopies sobre la produccié pot
ser molt divers segons el tipus de fenotip Mut utilitzat, el nombre de copies i el gen
expressat. Per tant, |'experimentacié sera |'Unica via per conéixer amb certesa
I’efecte de les multicopies sobre la productivitat en la produccié de la ROL.

La construcci6 de soques ROL multicopia es va realitzar seguint la
metodologia descrita per Higgins et al. (1998), basant-se amb la utilitzacié del gen
de resisténcia a la Zeocina contingut en el vector pPICZcLA-ROL com a medi de
seleccid de les soques que han incorporat un major nombre de copies del gen
d'interés (Serrano, 2002). La seleccid d’aquestes soques es feia a elevades
concentracions de Zeocina on només hi creixien les que contenien aquesta
resistencia a |'antibiotic i el gen heterdleg a expressar.

Aqguest tipus de técnica és la que presenta més avantatges que les altres
estratégies d’‘obtencid de soques multicopia en Pichia pastoris en quan a la
manipulacid i seleccié de soques transformants (Higgins et al., 1998).

Es va comprovar que el clons seleccionats contenien multiples copies del
vector que contenia la ROL, utilitzant la técnica del southern blot (Cos et al., 2005),
i que en cultius en erlenmeyer i en discontinu les produccions eren superiors a les
obtingudes per la soca amb una Unica copia. De tots els clons obtinguts es va
seleccionar el que produia una quantitat més elevada d’enzim en cultius discontinu
en erlenmeyer, anomenat GSR500_3 (Mut* "multicopy”his’). No obstant aix0, en
realitzar experiments en semicontinu (“fed-batch”) en un volum final de 5 L., les
produccions eren inferiors a les obtingudes utilitzant la soca d’una Unica copia. Cal
assenyalar que les condicions no eren exactament les mateixes donada I'auxotrofia
de la histidina de les soques comercials utilitzades de les soques amb multiples
copies de ROL. Per tal de compensar aquesta mancancga, es va anar addicionant 4
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ml d’histidina (0.1 g-I'") cada 24 h., quantitat en excés per a les necessitats del
microorganisme. Els resultats negatius a nivell de produccié van fer pensar que
aquesta addicio afectava a I'expressié del promotor del gen d’AOX, pero no es va
poder comprovar, ni es va trobar cap informacié relativa a aquesta hipotesi.

Per poder continuar la investigacid, es va creure necessari revertir
I'auxotrofia de la soca utilitzada per anar eliminant les possibles diferéncies entre
soques, que explicaria la variacié del comportament de cadascuna d’elles a nivell de
productivitat.

La reversio es va fer utilitzant el vector pPIC9K (Invitrogen) que conté el gen
HIS4. Es va seleccionar la soca capacg de créixer en abseéncia d’histidina al medi i
d’'aquestes la que en cultiu en erlenmeyer donava una major activitat lipolitica,
anomenada finalment X33500_3 (Serrano, 2002).

Amb el fenotip Mut® es va realitzar el mateix estudi, construint una nova
soca multicopia seguint la mateixa metodologia que per la soca Mut*, pero en
aquest cas no es va revertir la seva auxotrofia per a histidina per manca de temps.
De la nova soca obtinguda, anomenada KM1500_3 (Mut® multicopia his’), només
se’n van realitzar els cultius previs en erlenmeyer i discontinu. En aquests, es va
complementar els medis amb histidina, corroborant que la soca contenia multiples
copies del gen al genoma d’acord amb nivells de produccié obtinguts superiors a la
soca d'una sola copia. No es va realitzar cap cultiu en semicontinu per poder
comparar el seu comportament amb la resta de soques.

Treballs posteriors a Serrano (2002) dins el mateix grup d’investigacio, van
guantificar el nombre de copies de ROL existents en les soques GSR500_3
(Mut*”"multicopy”his™) i KM1500_3 (Mut*”multicopy”his*) mitjancant la técnica de
hibriditzaci6 Southern Blot seguint el protocol de MSI Nylon Membranes
(http://www.msifilters.com). El nombre de copies de cadascuna de les copies era
aproximadament 5 i 23 per la soca Mut* i Mut®, respectivament. Atés que la soca
X33500_1 (Mut*”multicopy”his*) prové directament de la reversid de l'auxotrofia
d’histidina de la soca GSR500_3 (Mut™”multicopy”his’), conté exactament el mateix
nombre de copies del gen de ROL.

~onclusi el ball .

De la revisio dels treballs anteriors realitzats amb llevats metilotrofics i més
concretament en Pichia pastoris expressant lipasa de Rhizopus oryzae (ROL) se’n
poden treure les seglents conclusions:

» La introduccié d’'una proteina heterologa a l'interior de la soca salvatge
de Pichia pastoris modifica el comportament d‘aquesta. Més
concretament, la producciéo de la ROL amb aquesta soca disminueix la
velocitat especifica de creixement i sembla tenir un efecte negatiu
sobre el microorganisme.

» S’ha comprovat i confirmat en la majoria de treballs relacionats amb
I'expressié de proteines amb llevats metilotrofics amb concentracions
de substrat inductor superiors a 10 g-I"!, produeixen un efecte toxic
sobre la soca, disminuint la produccié de la proteina d'interés. Es
recomana doncs, treballar durant la fase d’induccié en un rang de
concentracié de metanol entre 1i 5 g-I"%.

» L'estratégia d’addicié de metanol durant la fase d’induccié mitjancant el
seguiment de l‘oxigen dissolt no es aconsellable ja que no es pot
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garantir que la concentracié de metanol es mantingui dins els nivells
desitjats. Els millors resultats s’han obtingut variant el cabal d’addicié
d’aquest substrat inductor en funcié de la mesura directe del metanol
existent al medi i calculant, per balang de matéria el consum real de
substrat.

» El temps de laténcia existent al canviar bruscament de glicerol com a
Unica font de carboni a metanol per a la fase d'induccié es redueix
notablement incloent-hi una etapa de transicié. Aquesta consisteix en
combinar durant un periode de 5 h les dues fonts de carboni amb
I"nica intencido d’accelerar el temps d’adaptacid al nou substrat.
Aquesta millora de l'estratégia de cultiu suposa un important increment
en la productivitat.

» En general, s’ha observat que cultius de produccié amb llevats
metilotrofics a velocitats de creixement cel-lular en metanol baixes,
afavoreixen l'activitat dels enzims responsables de la utilitzacié de
I'energia obtinguda de la combinacié de substrats mixtes cap a la
sintesi de proteines heterologues (Miller et al., 1986; Egli et al., 1980,
1982, 1986). Han estat descrits resultats concrets de cultius de
produccié de proteines recombinats expressades en P. pastoris i H.
polymorpha en els quals s‘observa que en condicions limitants de
metanol, la induccié de les proteines augmenta a velocitats de
creixement baixes (Van Dijcken et al., 1976; Eggeling et al., 1980;
Boze et al., 2001). Kobayashi et al., (2000) descriuen que la velocitat
optima per a la maxima produccié d‘albimina del serum huma en
P.pastoris és per sota de la maxima que pot créixer aquesta cel-lula,
aconseguint aquest valor mitjancant I’addicié limitada de metanol al
sistema. De les primeres proves en cultius en semicontinu amb la soca
X33/ROL s’ha observat que les productivitats més altes es van obtenir
quan la velocitat de creixement era inferior a la maxima. Semblava a
priori, que la utilitzacié6 d'una soca amb fenotip Mut®, on la seva
velocitat de creixement ja era de forma inherent baixa, era més
aconsellable per obtenir una quantitat més elevada d’enzim.

» Els resultats aconseguits en cultius en discontinu en erlenmeyer per
comparar els nivell de produccié de cadascuna de les soques sén molt
dispars respecte els obtinguts en cultiu semicontinu en fermentador.
Per tant, s’aconsella Unicament la utilitzacié en discontinu a petita
escala per poder treure resultats qualitatius. Per comparar les
produccions aconseguides s’utilitzara com a cultiu estandard el de tipus
semicontinu o “fed-batch”.

» La construccié de les soques Mut* i Mut® amb multiples copies del gen
de ROL es presenta com una via clara per a la millora de la produccié.
Tot i aixd, les primeres proves no han donat resultats molt
esperancadors. Cal pero, seguir realitzant més experiments en aquesta
direccié per tal de poder jutjar amb més resultats la viabilitat d’aquesta
linia d'investigacié.

De les soques construides per Serrano (2002), se n'ha seleccionat cinc
(taula 4.1) per realitzar un estudi de la millora de la produccié del procés. Les
diferéncies entre les soques son a nivell de fenotip (Mut* o Mut®), del nimero de
copies de ROL incloses dins el genoma i de |'auxotrofia per histidina.

124



RESULTATS | DISCUSSIO

SOCA Fenotip | N° copies gen ROL | Auxotrofia his
X33 clon? Mut” Single his*
X33500_1 Mut* Multi (5) his*

GSR500_3 Mut* Multi (5) his™
KM100_1 Mut® Single his*
KM1500_3 Mut® Multi (23) his

Taula 4.1. Construccions de soques de Pichia pastoris
per realitzar €l treball experimental .

4.1.2. CULTIUS EN DISCONTINU

La primera presa de contacte amb les fermentacions amb Pichia pastoris es
va realitzar en cultius en discontinu o “batch”. Els principals objectius d'aquests
experiments eren: familiaritzar-se amb el microorganisme, detectar els problemes
que presentava el muntatge experimental, comencar a perfilar I'estratégia a seguir
per millorar la produccié i calcular uns primers valors de rendiments i
productivitats.

A l'apartat 3.5 hi ha una descripcid detallada del procediment experimental
seguit per tal de portar a terme aquest tipus de cultiu.

NOTA:

Els diferents cultius son identificats amb un codi que dona informacié sobre el tipus d’estratégia del
cultiu 1 la soca utilitzada. Aquest codi esta composat per tres caracters alfanumerics seguit dos de
numerics.

- El primer caracter s’assigna en funci6 de I’estratégia de cultiu,

Caracter Estratégia
B Discontinu o “Batch”
F Semicontinu o “Fed-Batch”

- El segon caracter indica el tipus de fenotip,

Caracter Estratégia
M Mut"
S Mut®

- El tercer caracter indica si la soca té una o més copies del gen de ROL.

Caracter Estratégia
S 1 copia o “Singlecopy”
M Multiples copies o “Multicopy”

Finalment la numeracid es correlativa per diferenciar els cultius que utilitzen la mateixa
soca 1 estratégia de cultiu.

Proves preliminars utilitzant la soca amb el fenotip Mut®, van desaconsellar la
utilitzacié d’aquest tipus de soques en cultius en discontinu. El principal motiu
d’aquesta decisié es basava en la baixa velocitat de creixement utilitzant el metanol
com a unica font de carboni. En partir inicialment d'una biomassa forca baixa
(aproximadament 1 g-I'!) el temps necessari per consumir la totalitat de font de
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carboni era extremadament llarg i conseglientment inviable. En canvi, les soques
amb el fenotip Mut™ si que van permetre estudiar el seu comportament en cultiu en
discontinu.

Es van portar a terme un total de quatre fermentacions, dos d’elles amb la
soca X33 clon7 (Mut® “singlecopy” his*) i les dues restants amb GSR500_3
(Mut™"multicopy”his™), aquesta Ultima defectiva en histidina, requerint per tant,
I’addicié inicial d’'aquest aminoacid al medi. En aquest nivell del treball experimental
encara no es disposava de la nova soca X33500_3 (Mut*, his*, multicopy) sense
auxotrofia per histidina.

Si s’analitza I'evolucié de les fermentacions BMS_01 i BMS_02 (Figures 4.1 i
4.2), utilitzant X33 clon7 es pot apreciar que el comportament d’aquesta soca es
forga reproduible per a les condicions d’operacié utilitzades. La principal diferéncia,
entre les dues fermentacions, és el temps d’exhauriment del metanol, on en una
d’elles el substrat s’acaba deu hores abans que l'altre, degut principalment a que
I'etapa de laténcia es forca diferent. Tot i aix0, les dues fermentacions tenen uns
perfils forga similars i del mateix ordre de magnitud.
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Figura 4.1.Fermentacié BMS 01. Evoluci6 de la biomassa, concentraci
de metanol i activitat lipolitica.

Es important assenyalar que en ambdds casos la produccié de lipasa
augmenta substancialment a la part final del cultiu, quan la concentracié de
metanol existent al medi esta per sota de 1 g-I'.

Cal destacar l'evolucié de l'activitat lipolitica a la fermentacié BMS_02 que
arribant a un maxim quan encara no s’ha exhaurit totalment el metanol del medi,
per algun mecanisme no identificat, comenca a disminuir la concentracié de la
lipasa. Aquesta davallada d’activitat, mirant-ho en termes relatius, és forga
important, aproximadament un 30% de la concentraci6 maxima aconseguida. En
apartats posteriors s’estudiara aquest fenomen de la caiguda de I'activitat
juntament amb dels cultius en semicontinu.

Atesa la impossibilitat de seguir en linia aquestes tres variables graficades,
s’han aproximat, i en el cas del metanol interpolat, una funcié per cadascuna d’elles
que marqui la tendéncia que segueixen. En qualsevol cas, aquests perfils només
pretenen aproximar l'evolucié dels parametres i per tant, cal ser conscient de la
seva naturalesa sense oblidar que només intenten ajudar a obtenir més informacid.
També la falta d’una freqliencia de mostreig més elevada pot donar problemes a
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I'hora d‘unir els punts mitjangant una funcid, provocant fortes oscil-lacions o
tendéncies que no s’aproximen a la realitat.
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Figura 4.2.Fermentacié BMS _02. Evolucié de la biomassa, concentracio de metanol i activitat
lipolitica.

Es a partir d’aquestes tendéncies que es poden calcular les velocitats
especifiques de creixement, de consum de metanol i de produccié de lipasa (Figures
4.3 i 4.4), resultats que ajuden a comprendre millor el comportament del
microorganisme en aquests tipus de cultius. La metodologia de calcul esta
detalladament descrita al detall a I'apartat 3.7.2.

En ambdues fermentacions la velocitat especifica de creixement (u) va
augmentant el seu valor des de l'inici fins assolir un maxim al voltant de 0.06 h't. A
partir d’aquest punt, disminueix progressivament fins a arribar a valors propers a
zero a causa de I'exhauriment del substrat en el medi de cultiu.
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Figura 4.3. Fermentacié BMS 01. Evoluci6 de la velocitat especifica de creixement,de consum
de metanol i de producci6 de lipasa.

La velocitat especifica de consum de metanol (-gs) en representar el valors

d’exhauriment d’aquest component dona valors negatius. Per tal de facilitar millor
la seva comprensio e interpretacié s’ha cregut oporti mostrar el seu valor positiu
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multiplicant per -1. Aixi doncs, una elevada velocitat de consum de metanol es
indicada per un valor gran i positiu. Aquesta mesura ha estat aplicada a aquest
parametre al llarg de tot aquest treball experimental. L'evolucié d’aquesta variable
segueix la trajectoria esperada en les dues fermentacions, augmenta
progressivament fins arribar a un valor maxim i a partir d’aquest valor cau
rapidament a causa de l'exhauriment del substrat. L'estreta relacié entre les
velocitats especifiques de consum i creixement fa que, com era d’esperar, existeixi
entre elles una relacié directament proporcional.

Finalment, la gp (velocitat especifica de produccié de lipasa) arriba a un
valor maxim temporalment proper als maxims de les altres dues velocitats, la de
creixement i consum de metanol. Tot i aix0, no s’ha trobat una clara relacio entre la
velocitat especifica de creixement i la de produccid.
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Figura 4.4. Fermentacio BMS 02. Evoluci6 de la velocitat especifica de creixement,de consum
de metanol i de produccio de lipasa.

Seguidament es van portar a terme, també per duplicat, els cultius en
discontinu de la soca Mut®™ multicopia his® (GSR500_3) amb l'objectiu de veure si
I'increment de copies de la ROL al genoma del microorganisme es traduia amb un
augment important de la produccio.

L’evolucio de la concentracio de biomassa, metanol i activitat lipolitica de les
fermentacions BMM_01 i BMM_02 es presenten a les figures 4.5 i 4.6. El primer que
es pot apreciar és que els nivells d‘activitat final aconseguits no son
significativament molt més grans que els aconseguits amb la soca del mateix
fenotip, perd amb una uUnica copia del gen de ROL. Es descarta la influéncia de la
histidina, ja que la quantitat subministrada inicialment (indicat a I'apartat 3.5) és
més que suficient pels nivells de biomassa aconseguits.
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Figura 4.6. Fermentacié BMM_02. Evoluci6 de la biomassa, concentracié de metanol i
activitat lipolitica.

La principal diferéncia entre els cultius en discontinu realitzats amb la soca
Mut®™ multicopia, és que el cultiu BMM_01 arriba a una activitat lipolitica final un
50% més que en el cultiu BMM_02. Es descarta que aquest valor sigui erroni ja que
es va analitzar més d’una vegada i de diferents mostres preses al mateix temps. A
les altres dues fermentacions (BMS_01 i BMS_02) també es va mesurar |'activitat
hores després d’haver exhaurit el substrat, pero el no es va poder reproduir aquest
resultat.

De la mateixa manera que la fermentacié BMS_02 (Figura 4.2) el perfil de
I’activitat lipolitica al cultiu BMM_02 no té una linia ascendent sind que arriba a un
valor maxim a partir del qual baixa.

A continuacié es presenten les grafiques (Figura 4.7 i 4.8) de les velocitats
especifiques de creixement, de consum de metanol i de produccié de lipasa dels dos
cultius en discontinu realitzats amb la soca GSR500_3 (Mut* multicopia his’).
Aquests perfils tot i ser aproximatius, donen una informacié valuosa, com per
exemple que el maxim de producci6 de lipasa, en tots els casos es situa
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temporalment al final dels cultius, quan la concentracié de substrat és forca baixa
(menor de 2 g.-I").

En aquests dos cultius (BMM_01 i BMM_02) també coincideix temporalment
la situacié del valor maxim de la velocitat especifica de creixement, tot i que el
valor d’aquest punt es forca diferent en ambdds casos. Aquest perfil confirma que
la produccié de I'enzim no esta estretament Iligada al creixement del
microorganisme, per tant, la utilitzacié d’estrategies dirigides a aconseguir la major
concentraci6 de biomassa al medi no sén les més indicades per obtenir una
produccido més elevada.

De la variacié de la velocitat especifica de consum de metanol no se’n pot
extreure massa informacid ja que les oscil-lacions no semblen estar molt lligades ni
al creixement ni a la produccié. Sembla pero tractar-se d’un problema de caire
matematic per la falta de més punts experimentals, que provoca una forta
oscil-lacié de la funcié utilitzada en I'aproximacio.
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A la taula 4.2 es poden comparar rendiments i velocitats dels diferents
cultius en discontinu analitzats.

Tot i que el cultiu que va produir una quantitat més elevada d’enzim
(BMM_01) era utilitzant una soca que contenia multiples copies del gen, la
utilitzacié d'una soca multicopia respecte la d'una copia no millora substancialment
la produccié. Es conegut que la soca GSR500_3 conté aproximadament 5 copies del
gen que expressa la proteina heterdloga, i per aquest motiu també s’esperava que
la produccié d’enzim fos al voltant de cinc vegades superior a I'obtinguda amb la
soca d’'una Unica copia. Per tant, es pot descartar en primera instancia la possible
relacid entre el nombre de copies del gen i els nivells finals de produccié, almenys
amb aquesta proteina.

Alguns autors descriuen l'estratégia d’utilitzar una soca de multiples copies
del gen com una de les millors per augmentar substancialment la produccié de
proteines heterdlogues en P. Pastoris, tot i que aconsellen no passar un cert limit
de copies del gen d’interés (McGrew et al., 1997, Vassileva et al., 2001). Altres
estudis pero adverteixen de la disminucié de la produccié en el cas d’incrementar el
nombre de copies en I'expressid d’algunes proteines extracel-lulars (Kobayashi et
al., 2000; Hohenblum et al., 2004). Sembla ser doncs que els nivells finals
d’excrecid de la proteina depenen directament de la naturalesa de la proteina, i de
moment només |'experimentacié confirma si aquesta estratégia pot ser util per
millorar de forma significativa la produccio.

Nom fermentacié

X33 clon7
Mut* singlecopy his*

GSR500_3

Soca Mut* multicopy his”

Activitat Maxima
(UA-mI™?)
Yp/x
(UA-g X
Productivitat
(UA-L*h

4.6 6.1 7.8 4.2

1189 1679 925

102 139 89

Productivitat especifica 26.5

(UA.gX*-h™)

30.0

i maxima (h™)

0.07

0.09

u mitjana (h™)

0.027

0.017

gs max
(g MetOH-g X*-h™)

0.27

0.23

gs mitjana
(g MetOH-g X*-h™)

0.10

0.08

gp max
(UA-g X2.hD)

62.7

85.6

gp mitjana
(UA-g X*h™H

39.4

37.9

Yx/MetOH
gX-g MetOH™

0.27

0.29

NOTA: Calculs realitzats en el periode des de l'inici del cultiu fins el punt de maxima activitat lipolitica.

Taula 4.2. Valorsfinals dels rendiments i vel ocitats especifiques dels cultius realitzats en
discontinu.

Pel que fa al rendiment Yp;x (UA- g X'1), que ddna una idea de la quantitat de
lipasa excretada per gram de biomassa, no s’‘observa una clara diferencia entre les
dues soques, evidenciant de nou que la soca multicopia no suposa una clara millora
en la produccié (Taula 4.2).
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El valor més gran de la productivitat (UA:I'*-h™') i productivitat especifica
(UA- g X'-h!) pertany a la fermentacié BMS_02, soca amb una Unica copia del gen.
Per tant, sembla ser que la inclusid de les multicopies de ROL dins el genoma
dificulta i/o retarda la seva expressio. Aquest fenomen esta estretament relacionat
amb el valor de les velocitats especifiques de creixement mitjanes (u) que per la
soca X33 clon7 és aproximadament 1.6 vegades més gran que l'‘aconseguit per
GSR500_3. Aixi doncs, el fet d'incloure multiples copies del gen ROL té un efecte
negatiu sobre el creixement. Aquesta afirmacié s’ha de matisar ja que els calculs de
la velocitat especifica de creixement inclouen el temps de laténcia, que varia segons
cada cultiu.

La velocitat especifica de consum de metanol (-gs en g MetOH- g X -h™!) per
part de les dues soques es forca similar, aixi com els rendiment biomassa substrat
en tots els casos proper al valor de 0.3 (gX-g MetOH). Les diferéncies existents
entre les dues soques de diferent dosis génica no afecta de forma significativa la
velocitat de consum del metanol ni la quantitat generada de biomassa per gram de
metanol.

Per tant, després d’haver realitzat diferents cultius en discontinu de les
soques X33 clon7 i GSR500_3 sota les mateixes condicions, es considera que la
construccié d’una soca multicopia de ROL, almenys pel n® de copies i pel tipus
d’estratégia emprada, no comporta una millora substancial de la produccié de
lipasa.

4.1.3. CULTIUS EN SEMICONTINU

Un dels passos més importants que es pot fer per millorar la produccid és
realizar el cultiu en semicontinu. Aquesta forma d’operar ja ha estat utilitzada en
estudis anteriors (Serrano, 2002), obtenint resultats més que acceptables a nivell
de produccid. Les importants diferéncies entre el cultiu en discontinu i el
semicontinu (medi, concentracio cel-lular, etc..) fa que els resultats/conclusions no
siguin extrapolables entre ells.

S’ha realitzat una fermentacié per cadascuna de les soques de treball (Taula
4.1) excepte la GSR500_3 (Mut* “multicopy” his’), ja que es disposava de la
X33500_1(Mut* “multicopy” his*) de les mateixes caracteristiques amb I’auxotrofia
d’histidina revertida. Per tant, es van portar a terme quatre fermentacions, dues
Mut® i dues Mut®, i per cadascun dels fenotips una amb la soca amb una Unica copia
i I'altra amb les multiples copies de ROL.

El principal objectiu d’aquest apartat és la comparacié de comportaments de
cadascuna de les soques en cultiu semicontinu per poder seleccionar la soca que
pot ser més util a nivell de produccié.

Els quatre cultius s'han portat a terme amb el mateix medi, seguint la
mateixa estrategia i sota les mateixes condicions d’operacié (T, pH, agitacio, etc...).
L'estrategia de cultiu emprada en tots el casos és la proposada per Serrano (2002)
com a millor opcié per obtenir elevades produccions d’enzim en Pichia pastoris.

Com ja s'ha comentat anteriorment, el cultiu es pot diferenciar en tres
etapes, una primera fase en discontinu, amb [|'Unica funcié d‘incrementar
rapidament la concentraci6 de biomassa del medi. Seguidament |'etapa de
transicio, on es subministren conjuntament glicerol amb metanol, per adaptar el
microorganisme de la forma més rapida al nou substrat inductor. Finalment, un
tercer periode on es subministra Unicament metanol induint la produccié de
proteina heterologa.
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L'Unica variacié entre fermentacions ha estat |'addicid inicial d’histidina al
medi del cultiu de la soca KM1500_3 (Mut® “multicopy” his’) ja que al contrari que
la resta de soques, no pot sintetitzar aquest aminoacid. Tot i que a aquestes
alcades del treball ja es disposava d'aquesta soca sense auxotrofia per aquest
aminoacid, el creixement de la nova soca consumint metanol era practicament nul,
pel que es va decidir tornar a emprar la original.

Tant la preparacid, la posada en marxa com el seguiment de la fermentacié
en semicontinu sén descrits detalladament a I'apartat 3.5.

A continuacid es mostra l'evolucié de les variables més importants per
cadascun dels cultius. Tota aquesta informacio es presenta en tres grafiques per
fermentacio. En totes elles es pot observar dues linies discontinues en disposicié
vertical que fan de separacid entre les tres fases del cultiu (Discontinua, Transicid,
Induccid).

Observant els grafics (p.ex figura 4.9), cal apuntar que I'espai temporal des
de l'inici fins arribar a la primera linia indica la durada de la fase discontinua on s’ha
consumit la quantitat inicial de glicerol de 40 g-I"!. La funcié d’aquesta part del
cultiu és aconseguir un rapid augment de la concentracié de biomassa. La utilitzacio
d’aquesta font de carboni reprimeix |'expressié de la proteina i per tant el
comportament de les diferents soques és exactament el mateix. El rendiment
biomassa-substrat (Y,/s) és aproximadament 0.5 (g X- g GliOH™) en tots els casos i
la maxima velocitat especifica de creixement (Mmax) €n aquesta part del cultiu
oscil-la entre 0.13 i 0.18 h™.

Les cinc hores de transicié separen la primera de la segona linia vertical on
s’afegeix continuament un cabal de glicerol decreixent, juntament amb un cabal
fixat de metanol durant les tres hores finals d'aquesta fase seguint lI'esquema
proposat per Katakura et al. (1998).

A partir de la segona linia és la fase corresponent a la induccié, on es va
modificant el cabal d’alimentacié de metanol per tal de mantenir la concentracio
d’aquest en uns valors entre 1i 5 g-I".

L'estratégia per controlar la concentraci6 de metanol en aquesta Ultima
etapa es realitza utilitzant la mateixa técnica que el treball portat a terme
anteriorment per Serrano (2002). A partir d'una mostra extreta peridodicament es
mesura el metanol per cromatografia gasosa (Apartat 3.5) i fent uns calculs basats
en el balang de matéria s’obté la velocitat de consum, i segons aquest resultat es
varia manualment el cabal d'alimentacié de metanol.

De les tres grafiques de cada cultiu, a la primera es grafica I'evolucié de la
concentracié de biomassa, la concentraci6 de metanol en el medi i l'activitat
lipolitica, variables mesurades a partir de les mostres extretes durant la
fermentacié. En el segon grafic es mostra per segona vegada la concentracié de
metanol relacionant-la amb la velocitat especifica de creixement (u) i el cabal de
metanol addicionat durant l'etapa d’induccié. I el tercer grafic combina la
representacio de les tres velocitat especifiques calculades que sén la de creixement
(1), la de consum de metanol i la de produccié de lipasa.

En totes les fermentacions, durant la fase de transicid la concentracié de
glicerol al medi esta per sota dels limits detectables, fet que permet I'aturada de la
repressié dels enzims que controlen les rutes d’assimilacié de metanol. L'aparicio de
valors mesurables d’activitat extracel-lular i el consum de metanol en aquest
periode ho confirmen.
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A la taula 4.3 es mostren tots els rendiments, productivitats i velocitats
especifiques de creixement, consum i produccid calculats per cada cultiu. La
metodologia de calcul emprada esta detalladament descrita a |'apartat 3.7.2.

DADES CULTIU

Nom Fermentacio

FMS_0O1

FMM_01

FSS_01

FSM_01

Soca

X33 clon7
Mut* singlecopy
his*

X33500_1
Mut*multicopy
his*

KM100_1

Mut® singlecopy

his*

KM1500_3
Mut® multicopy
his

Durada (h.)

59.7

111.2

90.8

162.3

Activitat Maxima
(UA-mI™D)

119

146

183

208

Yp/x
(UA-g X

1958

2991

5221

5818

Productivitat
(UA-L*.h™D

2341

1561

2004

1288

Productivitat
especifica
(UA.gX*t-h™D

38.6

32.1

57.2

36.0

FASE DISCONTINUA

Durada (h)

15.8

20.2

20.1

15.6

Yx/Gli
(g X -g Gli'Y)

0.454

0.444

0.512

0.467

FASE SEM

ICONTINUA (INDUCCIO)

u maxima (h™)

0.054

0.022

U mitjana (h™)

0.034

0.011

gs max
(g MetOH-g X*-h™)

0.281

0.147

gs mitjana
(g MetOH-g X*-h™)

0.179

0.098

gp max
(UA.g X*-h™)

148

67

gp mitjana
(UA.g X*h™)

96

20

Yx/MetOH
(gX-g MetOH™)

* Calculs realitzats fins el valor maxim d’activitat lipolitica

Taula 4.3. Valorsfinals dels rendimentsi vel ocitats especifiques dels cultius realitzats en

: le 1a dosi géni

semicontinu.

Comparacio entre els dos cultius Mut™

Comparant els cultius FMS_01 (figures 4.9, 4.10 i 4.11) i FMM_O01 (figures

4.12, 4.13 i 4.14), de soques Mut* amb una o multiples copies de ROL
respectivament, s’observa en primer lloc la gran diferéncia de durada entre cultius,
sent casi el doble en el cas de la Mut* multicopia. El parametre que marca la
durada de la fermentacié és principalment la concentraciéo de biomassa del cultiu,
que quan arriba al voltant dels 50 g-I'!, comencen a aparéixer problemes
operacionals. El gran consum d’oxigen a aquestes densitats cel:lulars no permet
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mantenir el nivell d’oxigen dissolt prou elevat (> 30%) tot i treballar amb el cabal
d’entrada i la velocitat d’agitacié maximes, 20 I-min™t i 1000 rpm.

La gran demanda de metanol per part del microorganisme a aquestes
alcades del cultiu dificulta el control manual sobre la concentracié d’aquest
substrat, havent de realitzar continues mesures “off-line” si es vol mantenir en el
rang desitjat, entre 1i 5 g-I'%.

La soca X33500_1 (Mut® “multicopy” his™) produeix fins un maxim de 146
UA-mI? en unes 70 h d’induccié arribant a una concentracié final de biomassa
propera als 50 g-I'. En canvi, la soca X33 clon7 (Mut® “singlecopy” his*) amb
només una copia de ROL aconsegueix un maxim de 119 UA-mI? en només 30 h
d’induccié i una concentracié de biomassa al voltant de 60 g:I*. Unicament amb
aquestes dades ja es pot veure els efectes que provoquen la utilitzaciéo d’una soca
multicopia, la velocitat de creixement es redueix practicament una tercera part
comparant-la amb la soca Mut* d’una sola copia. No obstant aix0, en qualsevol dels
dos casos, el seu valor maxim durant I'etapa d’induccié (0.054 h'! i 0.022 h'! per
una i multiples copies, respectivament) és inferior al valor d’aquest en soques Mut*
salvatge en cultius en semicontinu de condicions similars (per exemple, 0.071 h?,
Zhang et al.,2002). En conclusid i confirmant les hipotesis anunciades per Serrano
(2002), la produccié de la ROL disminueix la velocitat de creixement comparat amb
la soca salvatge i sembla ser funcié de la proteina heterdloga a produir. Aquest
fenomen s’accentua en augmentar el nombre de copies del gen.

Pel que fa al perfil de la concentracié de metanol durant la fase d’‘induccid, i
com ja s’ha comentat anteriorment, I'elevat consum d’aquest substrat va complicar
les tasques de control per mantenir-lo en un rang prou estret. En cap moment
pero, en els dels dos cultius no es va superar la concentracié marcada com a toxica
de 10 g-I''. Cal assenyalar perd, que durant alguns periodes del cultiu, la
concentracié de metanol va arribar, en ambdds casos, a ser nul-la. Aquest fet pot
fer relativament incomparables les fermentacions entre si, ja que alteracions
d'aquest tipus poden afectar de forma important el metabolisme del
microorganisme.

Les diferéncies de creixement entre els dos cultius també es poden apreciar
amb els perfils de cabal de metanol subministrat al reactor, sent en el cas de la
fermentacido FMS_01 practicament el doble que en la fermentacié FMM_01.

L’activitat lipolitica maxima aconseguida per la soca multicopia és de valor
absolut superior, perd a nivell de productivitat (UA-L''-h™!) i productivitat especifica
(UA-gX1-h'!) les coses canvien per la curta durada del cultiu amb la soca Mut*
“singlecopy”.

De la mateixa manera que en els cultius en discontinu realitzats amb la soca
X33 clon 7 (BMS_01 i BMS_02) es pot apreciar la baixada que té la concentracié de
ROL extracel-lular al final del cultiu. Aquesta disminucié durant les Ultimes hores de
la fermentacié en ambdds casos coincideix amb l'arribada a una concentracié de
biomassa propera als 50 g-I™.

Es van estudiar quins fenomens podien provocar aquesta baixada d’activitat.
En una primera instancia, es van contemplar els fenomens aliens al microorganisme
gue podien provocar aquest canvi de tendéncia.

El primer d’aquests era pensar en la dilucié del medi, ja que el cultiu és en
semicontinu. Perd les addicions no son prou significatives per rebaixar tant
bruscament la concentracid lipolitica, i a més aquest efecte també quedaria
manifest en la biomassa, ja que I’'addicié és Unicament metanol practicament pur.
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Una altra possibilitat és que part de la lipasa es trobi en alguna interfase
organico-aquosa donada la seva afinitat cap aquest tipus de localitzacions. No
obstant aix0, no es va trobar visualment (microscopi optic) la preséncia de cap fase
organica insoluble en medi aqués.

La formacio d’escumes podia propiciar I'acumulacié de I'enzim a la interfase
entre el medi aquds i I'’enzim (Balashev et al., 2001). Perd, a part que la preséncia
d’escumes no coincidia temporalment amb la disminucié d’activitat, les escumes
també apareixien en els cultius amb la soca Mut® i en canvi no s’apreciava cap
disminucid de l'activitat d’enzim.

Paral-lelament es va estudiar de forma preliminar, I'efecte que podia tenir
I'antiescumejant de naturalesa organica amb aquesta variacié, perd0 es va
desestimar principalment per dos motius; Primerament per la seva baixa
concentracié en el medi (<10 mg-I"') i en segon lloc que s’afegia inicialment, per
tant el seu efecte no hauria de ser a partir d'un moment determinat, siné constant
durant tota la fermentacio.

La degradacié de I’enzim per temperatura, pH, o per les caracteristiques del
medi no es va contemplar, ja que aquestes condicions van romandre constants
durant tota la fermentacid i les fermentacions amb altres soques no presentaven
cap problema.

El que si era clar, és que en un moment determinat de la fermentacio es
desencadenava algun procés que provocava la degradacié del producte d’interés.
Aguest efecte no es veia en les soques Mut®, per tant no estava relacionat ni amb el
temps de cultiu ni amb la concentraci6 de lipasa.

Una revisio bibliografica de les fermentacions realitzades en Pichia pastoris
va permetre trobar una altra via que expliqués aquesta disminucié de la
concentracio de lipasa. L'aparicido de proteases extracel-lulars a la fase final de la
fermentacid amb la conseglient protedlisi de la lipasa estava ampliament descrita
per alguns autors (Kobayashi et al., 2000).

Per poder identificar I'existéncia de proteases en els cultius, es va realitzar
una segona fermentacié amb la soca X33500_1 (Mut* multicopia his*), anomenada
FMM_02, seguint exactament la mateixa estratégia que el seu cultiu analeg,
FMM_01.
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DADES CULTI

U

Soca

X33500_1

Mut*”multicopy”his*

Durada (h.)

91.4

Activitat max. (UA-ml™?)

98

Rendiment Producte/biomassa
Yp/x (UAg X_l)

1875

Productivitat (UA:I't-ht)

1410

Productivitat especifica *
(UA-gXth™)

32

FASE DISCONTI

Durada (h.)

15

Rendiment biomassa/glicerol
Yxe (@ X- g S™)

0.44

FASE SEMICONTINUA

INDUCCIO)

u maxima (h?)

0.05

u mitjana (h™)

0.016

-gs maxima (g S-g X*-h)
-gs mitjana (g S-g X*-h)
gp maxima (UA-g X*-h'!)
gp mitjana (UA-g X*-h?)
Rendiment Biomassa/Metanol
Yym (g X-g S™

* Calculs realitzats fins el valor maxim d’activitat lipolitica

0.26
0.16

105
40.1

0.11

Taula 4.4. Valorsfinals dels rendimentsi velocitats
especifiques del cultiu FMM_02.

L'evolucio al llarg del temps dels principals parametres, aixi com els valors
mitjans d’aquests en l'etapa d’induccié es mostren a les figures 4.21,4.22, 4.23 i a
la taula 4.4.

Si es comparen els valors d’aquest cultiu amb el FMM_01 s’aprecien algunes
diferéncies, algunes d’elles significatives com els valors de p i gs. Aquestes
variacions sén majoritariament causades per la diferéncia en el perfil de
concentracio de metanol entre les dues fermentacions.

L'objectiu pero d'aquesta fermentacio era identificar I'aparicié de proteases i
com a primer requisit, s’'havia de produir una baixada substancial de l'activitat
lipolitica a la part final del cultiu. Observant la figura 4.21 es pot apreciar que a les
70 h. de cultiu el nivell d’activitat és proper als 100 UA-ml?, i només en les 20 h.
seglients aquesta concentracié és redueix a la meitat. Aixi doncs, si es confirma
gue aquest descens és degut a la proteolisi de la ROL, s’haurien d’identificar una
quantitat elevada de proteases.

Per tal de confirmar |'existencia d’aquests enzims degradadors es va
realitzar I'analisi especific per la determinacié d‘activitat proteolitica amb
azocaseina. Tot i que es va poder demostrar la seva existéncia al medi, va ser
impossible quantificar-la amb precisioé per falta de reproductibilitat.

Una altra metodologia per detectar la preséncia de proteases al medi és la
realitzacié d’una electroforesi emprant mostres extracel-lulars lliures de biomassa a
diferents temps. El resultat de I'electroforesi de la fermentacié FMM_02 es mostra a
la figura 4.24.
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Figura 4.24. Electroforesis del cultiu FMM_02.

En primer lloc es pot apreciar com es va incrementant la intensitat de la
banda situada a 32 KDa, indicant el progressiu augment de concentracié de ROL. Es
pero a partir de les 65-69 h. que s’aprecia la maxima intensitat i sequidament la
intensitat disminueix sensiblement. El que potser ens dona més informacié és la
intensitat de les multiples bandes per sota de la de 32 KDa, que augmenta
progressivament amb el temps, fins ocupar practicament per complert el rang entre
la ROL i les proteines de menys pes. Aquesta banda s’ha interpretat com la suma
de la possible acci6 de les proteases i la lisi cel-lular. Es pot veure com adquireix
especial intensitat a partir de les 69 h. La identificaci6 d’aquestes bandes ve
recolzada per l'observacié d’electroforesis en un cultiu Mut®, on no s’observa ni
I’'aparicié de proteases ni lisi cel-lular.

Confirmada l'existéncia de proteases i lisi cel-lular al medi de cultiu calia
buscar la causa o causes que produien la seva aparicid i existéncia.

Bibliograficament, aquest problema també ha estat detectat en la produccio
d’albumina humana multicopia a partir de valors de biomassa del mateix ordre de
magnitud i utilitzant el mateix microorganisme, estratégia i medi (Kobayashi et al.,
2000). Els autors van relacionar l'aparici6 de I'activitat proteolitica amb
I'exhauriment del nitrogen en el medi en concentracions per sota de 0.3 mg-I?,
suggerint que l'aparicié de proteases és causada directament per la deficiéncia de
font de nitrogen al medi.

Per confirmar aquest fet, es va comprovar la concentracié de nitrogen a les
mostres finals de la fermentacio FMM_02, i es va observar que l’exhauriment de
nitrogen al medi coincidia amb la baixada d’activitat a partir de les 70 h. de cultiu.

Arribats a aquestes algades de la investigacié, es va calcular
estequiometricament a quins valors de biomassa es podia arribar amb la quantitat
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de nitrogen addicionat al llarg de la fermentacié. PerO, per trobar aquest valor era
necessari coneixer la composicié del microorganisme.

Utilitzant tres mostres de la fermentaci6 FMM_02, totes elles de l'etapa
d’induccié (mostres de les 30, 44 i 59 h. de cultiu) es van realitzar analisi, per
duplicat, de la composicié elemental de la biomassa seguint el protocol descrit a
|'apartat 3.3.5.

Composicio estequiometrica
(molar)
%

cendra © \ s
Analisi 1 , 6,64 | 8,9 | 0,94 10 , 1 . 0,54 |0,179
Analisi 2 , 6,64 | 8,73 | 0,82 10 , 1 . 0,57 | 0,179
Mitjana , 6,64 |8,815| 0,88 10 , . 0,56 ‘0,178
Error”

Composicio (% en pes)

%H|%N]| %S

Mostra 1 (30 h.)

Composicio estequiomeétrica
(molar)

H o N S

Composicio (% en pes)

%
cendra
Analisi 1 2| 6.5 ]9.26|1.12| 10
Analisi 2 |40.02| 6.37 | 9.13 | 1.32 | 10 61| 1.9
Mitjana |40.61| 6.43 | 9.19 | 1.22 | 10 . : 0.60 0.194 0.011
Error”

%H|%N]| %S

Mostra 2 (44 h.)

Composicié (% en pes) Composmwg;z;cae:])u|ometr|ca

%H|%N| %S % H (0] N S

cendra
Analisi 1 . 6.73 | 9.37 | 0.77 10 . 1 . 0.53 |0.187
Analisi 2 . 6.86 | 9.57 | 0.78 10 . 1 . 0.50 |0.187

Mitjana 0 6.79 | 9.47 |10.775| 10 o 1‘ 1.87 ‘ 0.51 0.187 0.007

* 95 9% d’interval de confianga.

Mostra 3 (59 h.)

Taula 4.5. Calcul de la composicié elemental de la biomassa per diferents mostres de la
mateixa fermentacio, FMM_02.

Composicioé estequiometrica (molar)

C H ®) N

Mostra 1 1 1.87 0.56 0.18

Mostra 2 1 1.89 0.6 0.19

Mostra 3 1 1.87 0.52 0.19

Mitjana 1 .~ 1.88 056  0.187 0.009
01

|_Eror | | 002 | 008 | o0

* 95 % d’interval de confianga.

Taula 4.6. Valor mig de la composicié molar de la soca GSR500_3
(Pichia pastoris) en cultiu semicontinu (FMM_02).

A la taula 4.5 es presenten el valors resultants de les analisi (en tant per

cent en pes) i posterior calcul de la composicié en fraccions molars prenent el
carboni com a referéncia. A la taula 4.6 s’obté el valor promig de la composicié a
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partir de les tres mostres i es calcula l'error final. En ambdéds taules l'error es
calculat mitjancant la t d’Student fixant el nombre de répliques (n) a dues i per un
interval de confianga del 95 %.

Aixi doncs, la composicié elemental mitjana de la biomassa durant els cultius
semicontinus és de CHj gs+0.0200.56+0.08No.187+0.01 So.0086+0.004 | per tant té un pes
molecular de 25.7 kg-Kmol™. Com es sabut, aquesta formula pot variar en funcié
del tipus de cultiu, medi i fonts de carboni emprades, pero els valors no haurien de
variar molt, tot i canviant algunes d‘aquestes variables. Per tenir alguna altra
referéncia, la composicié elemental mitjana d’una soca de Pichia pastoris Mut* que
produeix B-glucanasa (Valdez, 2004) és CH;.97,00.53:No.152 (condicions: cultiu
semicontinu, font de carboni: Glicerol i metanol, i un medi forga diferent al utilitzat)
amb un pes molecular de 24.6. Es clar, que tot i que les condicions de treball poden
ser diferents la composicié no varia de forma significativa.

Si es coneix la composicié mitjana de la biomassa i la quantitat d’amoni
(NH4OH) afegit a l'inici i durant el cultiu, es pot calcular a quina densitat cel-lular
s’exhaureix teoricament la font de nitrogen. Al llarg del cultiu es van consumir al
voltant de 150 ml de NHs (solucié al 25 % en pes) per un volum total de 5 litres de
reactor. Si es considera que el tot el nitrogen va destinat a biomassa, aquest
component s’exhaureix per una densitat cel-lular tedrica propera als 54 g-I™.
Davant aquest resultat, es pot relacionar directament I'aparicio d’activitat
proteolitica amb la manca de font de nitrogen al medi de cultiu.

Aquest efecte és particularment evident en la utilitzacié de soques Mut*, ja
que per la seva naturalesa s'aconsegueix amb relativa facilitat densitats cel-lulars
elevades. Aquesta explicaciéo també ratificaria el perque en el cas de soques Mut® no
hi ha una degradacio de I'enzim d’interés tot i una durada més elevada de cultiu. El
creixement més lent provoca que dificilment s’arribin a densitats cel-lulars superiors
a 50 g-I"" i com es veu a les grafiques s’evita I'activitat proteolitica sobre la ROL.

Per solucionar aquesta aparici6 de proteases a la fase final del cultiu, es
poden realitzar diferents accions:

» Disminuir el pH de treball a un valor prou acid per allunyar-se de les
condicions oOptimes a les que les proteases treballen. El principal
inconvenient d’aquesta mesura és la disminucié6 de la velocitat de
creixement del microorganisme a pH inferior a 4 (pH recomanat per
Invitrogen). El pH optim de l'activitat proteolitica oscil-la al voltant de
7, per tant al treballar a pH 5.5 ja s’esta intentant aplicar aquesta
mesura, pero com es veu no és suficient.

» L'addicié de quantitats suficients de casaminoacids al medi de cultiu
inhibeixen la formacié de proteases per part del microorganisme. Pero,
I'elevat cost econdmic d’aquest producte fa que aquesta mesura sigui
inviable per volums de cultiu grans.

» La manipulacié genética de la soca per aconseguir que sigui defectiva
en proteases. Tot i semblar a priori una bona solucid, cal assenyalar
que és molt laboriosa i dificil. Primer de tot, s’han d’‘anar identificant
una per una les proteases i eliminar les seves possibles fonts
contingudes en I’ADN del microorganisme.

» Una solucidé trivial pot ser senzillament no arribar a les densitats
cel-lulars considerades limit, evitant tots aquests problemes. Aquesta
mesura pero va en detriment d’obtenir una producci6 de ROL prou
elevada.
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» Finalment, assegurar al llarg del la fermentacié una quantitat suficient
de font de nitrogen. No obstant aixd, aquesta tasca no es pot realitzar
utilitzant la solucié d’amoni (NH;OH) pel seu fort caracter basic. La
solucié passa per afegir suplementariament algun component que
contingui nitrogen perd sense cap altre efecte secundari, com sulfat
d’amoni ((NH4)>S04) o clorur d’amoni (NH4CI).

Totes aquestes alternatives venen subjectes a la decisié d’utilitzar la soca
Mut* com a fenotip escollit per realitzar la produccié de ROL en Pichia pastoris. En
el cas que s’esculli la soca Mut®, els problemes derivats de I'aparicid de proteases
desapareixen, sota les condicions actuals de treball.

Observant I'evolucié de les dues fermentacions Mut®, FSS_01(Figura 4.15,
16i17) i FSM_01 (Figura 4.18, 19 i 20) i complementant la informacié amb la taula
4.3, es poden detectar nombroses diferencies.

En primer lloc, i al contrari que els resultats obtinguts en cultiu amb
erlenmeyer (Serrano, 2002), els nivells d’expressio de proteina aconseguits amb la
soca KM1500_3 (Mut® "multicopy” his*), emprant el cultiu semicontinu, no han
donat el resultats esperats. La produccié final de ROL d’aquesta soca no és
significativament superior a l'obtinguda per la soca analoga d'una sola copia
(KM100_1, Mut® “singlecopy”). També s’ha confirmat la hipotesis que I'augment de
copies de ROL té un efecte negatiu sobre la velocitat especifica de creixement
caient fins a valors de manteniment de metabolisme, és a dir, valors de y propers a
zero. Aquest fenomen també ha estat observat anteriorment per altres estudis
(Clare et al., 1991b, Sinha et al., 1993).

Tot i que la soca Mut® multicopia ha arribat al valor més gran d’activitat final
dels quatre cultius, la llarga durada del cultiu disminuir significativament els valors
de productivitat (UA-L'-h™*). Tot i aixd, pel que fa a rendiment Y, (UA-g X') és
més gran que l'obtingui per la KM100_1, indicant I'Unic efecte positiu que té
I'increment de la dosis génica, més produccio per unitat de biomassa.

En ambdues soques Mut® les velocitats especifiques de creixement estan per
sota de 0.01 h™! després de la transicid. Aquests valors sén menors que els indicats
per la mateixa soca control KM71 no transformada (0.04 h™, Brierley et al., 1990).
A mesura que transcorre el temps de fermentacio, la u disminueix progressivament
fins arribar a valors propers a zero. Es també important assenyalar I’'evolucié de les
velocitats especifiques de consum de metanol (-gs) i produccié de lipasa (qp)
durant la tercera fase del cultiu, I'etapa d’induccio. Els valors més elevats d’aquests
dos parametres s’aconsegueixen al principi d’aquesta fase, seguits per una
tendéncia a la baixa de forma exponencial. Es pot apreciar l'efecte de
"I'envelliment” que experimenta la soca en utilitzar com a Unic substrat el metanol
reduint progressivament tant el creixement i el consum de substrat inductor com la
producci6 d’enzim.

Perd, en els dos casos la velocitat especifica de creixement mitjana és forca
similar, tot i que extremadament baixa. No s’aprecia clarament |'efecte que les
multiples copies disminueixi la g4, com és manifesta en el fenotip Mut™.

Respecte els valors de la concentracido de metanol, i a diferéncia dels cultius

Mut®, s’ha pogut controlar en millor proporcié estrenyent el rang, en gran part del
cultiu, entre 0.5 i 2 g-I'! en ambdés casos. La dinamica més lenta de les soques
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Mut® faciliten el control, ja que els canvis en el consum sén molt menys bruscos i el
consum molt baix. El perfil del cabal addicionat de substrat aixi ho indica, un rang
de variacid petit i constant durant llargs periodes de temps.

En aquests dos cultius Mut® no s’‘aprecia la degradacié de la ROL com
passava amb les de fenotip Mut*, i potser aquesta dada confirma una vegada més
que l'aparicié d’activitat proteolitica va estretament lligada a I’'exhauriment de la
font de nitrogen en superar una densitat cel-lular entre 50 i 55 g-I'%.

Efecte del fenotip Mut

La comparacié entre les soques de diferents fenotip només es pot realitzar
en les dues soques d’una Unica copia, ja que no té sentit veure les diferéncies de
les multiples copies quan cadascuna d’aquestes té un nombre molt diferent de
copies.

Observant I'evolucié de les diferents variables en els grafics (de 4.9 a 4.11 i
de 4.15 a 4.17) se’'n poden veure clares diferéncies. En primer lloc, la concentracio
de biomassa final i el temps tardat en aconseguir-la per la soca Mut® posa de
manifest la major facilitat d'aquesta en créixer i consumir metanol. En aquesta
mateixa direccid, la gran diferéncia de cabals de metanol utilitzats per mantenir la
concentraciéo de metanol constant durant la fase d’induccié és de 6 a 10 vegades
més petit comparant la soca Mut® amb la Mut*. Queda clar doncs, que si el criteri
de finalitzacido de la fermentacid és assolir un nivell determinat de biomassa, el
cultiu Mut* ho assolira amb més rapidesa. Malgrat aix0, els consums d’oxigen i
metanol al llarg del procés seran molt més elevats respecte als de la soca Mut®,
augmentant les exigéncies del subministrament i control d’aquestes variables.

Com era d’esperar, les velocitats especifiques de creixement entre els dos
fenotips també sén clarament dispars aixi com la velocitat especifica de consum de
metanol (-gs). El que si es comparable sén les productivitats (UA-L'*-h™') de les
dues soques, on la rapida produccié de lipasa per part de la soca Mut® es
compensat per la major quantitat de lipasa excretada per part de la Mut®. Per tant,
atés que la soca Mut® no arriba a les elevades concentracions de biomassa de la
X33 clon?7, la productivitat especifica (UA-g X'-h!) d’aquesta primera és forca
superior a la soca Mut™.

De forma resumida, es podria afirmar que la productivitat amb la soca Mut*
es basa en arribar a nivells alts de biomassa amb temps forga curts de fermentacid,
compensant un rendiment Yy baix. Pel contrari, la soca Mut® amb un rendiment Y«
forca més elevat, requereix més temps de cultiu i la concentracié final de biomassa
és menor. Aquest efecte es pot apreciar clarament en els valors de la velocitat
especifica de produccié (qp, UA-gX'-h!) de la taula 4.3, on malgrat les clares
diferéencies entre les concentracions de biomassa i temps de cultiu, aquest
parametre assoleix en els dos casos un valor proper a 90 UA-gX'1-h't,

El que potser pot sobtar a primer cop d'ull és el valor del rendiment
biomassa/substrat Yxmeon (g X-g MetOH™) calculat Unicament, com és 1dgic, durant
I’etapa d’induccié. El seu valor és forga baix, entre 0.1 i 0.2 i significa que de cada
gram de metanol al sistema, només el 10-20 % passa a forma part de la biomassa.
Recordar, que aquest valor per als cultius en discontinu (Taula 4.2) és proper a 0.3
(soques X33 clon7 i GSR500_3).

Com ja s’ha detectat en treballs anteriors (Serrano, 2002), els diversos

rendiments varien de manera important en funcié de les diferents estrategies de
cultiu (discontinu i semicontinu) seleccionades. Es doncs desaconsellable comparar
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resultats entre estratégies de cultiu, on hi ha multitud de variables que canvien
(durada, composicié del medi, concentraci6 de substrats, nivells de biomassa,
etc..).

A l'igual que en les soques Mut®, la quantitat de producte per unitat de
biomassa en les soques Mut*, indicat pel parametre Y,y és superior a la soca
X33500_1 que no en la X33 clon7, fent valer la seva condicié6 de multicopia. No
obstant aixo0, el nivell de biomassa final aconseguit aixi com el temps de cultiu sén
molt millors en la soca d’una Unica copia, fent que aquesta sigui més rendible a
nivell de productivitat i produccié. Aquest efecte es manifesta en ambdds fenotips,
poden afirmar que no es pot correlacionar entre el nombre de copies de gen de ROL
de les soques amb els nivells de produccid i valors de Yp. Aixd0 queda de manifest
amb el valor de la productivitat (UA- g X'!-h™') de cadascuna de les soques, on els
valors de les d’una Unica copia s6n més grans que les seves analogues multicopia.
Casualment, en ambdds fenotips el valor de la productivitat és aproximadament 1.5
vegades superior per la soca d'una copia respecte a la de multiples copies del gen
de ROL.

4.1.4. CONCLUSIONS

Les principals conclusions que es poden extreure d’aquest apartat sén:

» La utilitzacid de soques amb multiples copies de ROL al genoma, tant
per Mut™ com Mut®, no representen una millora respecte les d’una sola
copia. Aquestes ultimes, tot i produir una quantitat final inferior en
cadascun dels casos, com que ho fan amb un periode més curt de
temps, la productivitat en tots dos casos és superior.

» En el cas de les soques Mut®, I'augment del nombre de copies també
afecta reduint la velocitat especifica de creixement.

» Els cultius estan limitats estequiométricament per font de nitrogen
utilitzant el medi MFBD_1 quan es sobrepassa una densitat cel-lular
entre 50 i 55 g-I"l. La manca de font de nitrogen provoca l'aparicié de
lisi cel-lular i proteases que degraden les proteines extracel-lulars,
entre elles la ROL.

» Com era d'esperar, per la naturalesa fenotipica de cadascuna de les
soques, les Mut® tenen una dinamica més rapida, per tant sén
fermentacions amb una durada menor, on la velocitat especifica de
creixement i consum de metanol sén un ordre de magnitud superior a
les soques Mut®. No obstant aix0, es demostra que la produccio
enzimatica no va lligada al creixement cel-lular, ja que sdn les soques
Mut® amb les quals s‘arriba a valors més alts de rendiment
producte/biomassa, Y,;x (UA-gX™).

» El control manual de la concentracié de metanol al medi és més facil
realitzar-lo en les soques de fenotip Mut®. El seu menor consum de
metanol i dinamica de creixement més lenta possibiliten que la
concentracidé de substrat inductor es pugui mantenir més constant.

» Les importants oscil-lacions de les velocitats especifiques de
creixement, consum de metanol i produccié, complica la interpretacio
dels resultats i la comparacié dels mateixos entre cultius. La principal
causa d‘aquestes variacions soén les continues fluctuacions de la
concentracié de substrat inductor.
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» S’identifica la concentracid6 de metanol com un parametre clau per
augmentar la produccié de ROL. Es creu doncs, que el control sobre
aquesta variable permetra establir clarament la relaci6 entre la
velocitat de creixement, consum de substrat i produccié de ROL.

4.1.5. SELECCIO DE LA SOCA DE TREBALL

Arribats a aquest punt del treball experimental, es va plantejar la opcié de
continuar Unicament amb la soca més adient per la produccio de ROL. El fet de
centrar-se amb una soca permetria el seu estudi amb més profunditat i la
possibilitat de comparar els resultats entre cultius sense atribuir els canvis a
diferéncies de fenotip o el nombre de copies.

La seleccid de la soca de treball es va realitzar en funcié de principalment
dos criteris, la productivitat i la dinamica del procés. Atés que un dels principals
objectius és incrementar la produccié de ROL, |'eleccié de la soca més adient vindria
determinada en gran part per la productivitat.

Com s’ha detallat anteriorment, les dues soques amb una productivitat
major sén les d’una sola copia del gen de ROL de diferent fenotip. Aquests oscil-len
entre els 2000 i 2350 (UA-I"-h™!), valors molt similars. En principi, es descarta la
utilitzacié de soques multicopia ja que les seves productivitats s6n menors.

La decisié perd, també es condiciona en funcié de la dinamica del sistema,
gue si és rapida, els canvis i variacions en les diferents variables (pO,, pH,
concentraci6 de metanol) del sistema sén bruscos. Aix0 comportara la
desestabilitzacié del bioprocés si no s’actua amb suficient previsié i celeritat per
contrarestar-ho. Treballar en aquestes condicions fa que el sistema sigui
susceptible a un gran nombre d’accidents, allunyant-se de les condicions Optimes.
Aquest aspecte dificulta la reproductibilitat entre fermentacions. Per tant, es
preferible treballar amb dinamiques més lentes assegurant que els principals
parametres del cultiu segueixin els perfils assignats per 'usuari.

L'aparicié d’activitat proteolitica a la fase final del cultiu de tipus Mut*, per
exhauriment de la font de nitrogen, també és un factor important a tenir en
compte. La seleccié d'una soca tipus Mut* comporta la posterior reformulacié del
medi o canvi del mode d’operacid per tal d’evitar la sintesi de proteases.

Davant d'aquests resultats, la soca que es presenta com la millor alternativa
és la KM100_1 (Mut® “singlecopy”). La seva alta productivitat (només es veu
superada per la soca X33 clon7), una dinamica de fermentacié lenta i la no
preséncia de proteases en les condicions de cultiu, fa d’aquesta soca l'opcié més
valida.

4.1.6. DEEINICIO D'OBJECTIUS

Seleccionada la soca de treball i analitzada I'evolucié dels diferents cultius,
es plantegen nombrosos objectius amb la intencié d'incrementar la produccié de
ROL en Pichia Pastoris.

Principalment es passa per tenir un bon control del procés, sent necessaria
una millora en els seglients aspectes:

» Reproductibilitat: No és possible realitzar un estudi acurat dels
cultius sense tenir la capacitat de reproduir-lo en les mateixes
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condicions. La monitoritzacié i control de les principals variables
fisiques, quimiques i biologiques del procés sén les principals eines per
aconseguir-ho.

» Robustesa: Atesa la llarga durada del cultiu, és probable que durant el
procés hi hagin nombroses pertorbacions que alterin el seu bon
funcionament. Per tant, és creu necessari la instal-laci6 de mesures que
ajudin a mantenir el cultiu dins els parametres desitjats.

» Autonomia: També s’ha marcat com objectiu, aconseguir la minima
intervencid del personal responsable, alleujant significativament I’'esforg
a realitzar per portar a terme la fermentacio.

» Informaci6: La falta de dades obliga al investigador a intentar explicar
alguns fenomens observats com a simples hipotesis o conjetures. La
monitoritzacidé de l'evolucid6 de gran part dels parametres importants
del cultiu és una eina imprescindible per poder analitzar i treure
conclusions amb suficient certesa.

» Versatilitat: Totes les millores cal que estiguin orientades a permetre
una rapida i flexible adaptacié a noves condicions de treball. S’ha
d’evitar que la instrumentacié estigui lligada a condicions molt
especifiques de la soca, medi o condicions d'operacid.

La introducci6 de nombrosa instrumentacié al muntatge es presenta com
una de les solucions per assolir les necessitats plantejades.

A part, com s’ha anat insistint al llarg d’aquest apartat és vital mantenir el
més controlat possible la concentraci6 de metanol durant la fase d’induccid,
variable en la que descansa una part important de I'éxit a nivell de produccid. Per
tant, també es requereixen nombroses millores en el muntatge per aconseguir
aquest fi.
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4.2. MILLORES A LA INSTAL-LACIO EXPERIMENTAL

Analitzats els resultats de l'apartat anterior, una de les conclusions extretes
era la importancia de millorar el muntatge experimental per tal d’aconseguir més
informacid i control sobre el bioprocés.

Per aquest motiu es van proposar inicialment una série de mesures en
aquesta direccid, resumides en els seglients punts:

» Analisi de gasos: La mesura en linia de la concentracié d’oxigen i
dioxid de carboni a la sortida del fermentador déna una informacié molt
valuosa que es pot relacionar directament amb |'estat fisioldogic del
microorganisme. Una intoxicacio, falta de substrat o el canvi de font de
carboni son esdeveniments que es poden detectar facil i rapidament
veient l'evolucié de 1’0, i el CO,. Aquestes dues variables soén
especialment sensibles davant de qualsevol problema del cultiu. A part,
si es disposa d'una mesura en continu d'aquestes es pot arribar a
estimar altres variables importants com la concentracié de biomassa i
la velocitat especifica de creixement.

» Mesura de la concentracié de metanol: Una de les conclusions de
I'apartat anterior €s la necessitat de mantenir la concentracio del
substrat inductor dins un rang prou estret. Es important doncs, en
primer lloc trobar una técnica suficientment bona per conéixer, amb la
major freqlencia possible, la concentracié de metanol existent a
I'interior del reactor.

» Sistema automatic d’extracci6 de mostres: Els cultius en
semicontinu es caracteritzen pel canvi constant de les principals
variables d’estat del procés (X, MetOH, Activitat) al llarg del temps. Per
poder realitzar un seguiment exhaustiu i fer una analisi acurada de
I'evolucid de la fermentacié es necessiten un nombre elevat de mostres
a diferents temps. La solucid més viable en aquest cas és la utilitzacio
d’un sistema automatic capac¢ de treure una mostra representativa del
cultiu freqientment i conservar-la posteriorment en condicions on les
seves propietats no es vegin modificades.

» Programari de monitoritzacioé i control: Per poder fer unes analisi
acurades durant o un cop finalitzada la fermentacié calia registrar
I'evolucié temporal de les principals variables (T, pH, p0O2, etc..).
També es va creure necessari deixar aquesta infraestructura preparada
per poder controlar de forma centralitzada alguns dels parametres i/o
variables importants del procés.

4.2.1. ANALISI DE GASOS

Com ja s’ha apuntat, I'analisi de la composicié dels gasos de sortida pot ser
de vital importancia per coneixer |'estat fisiologic del microorganisme.

L'equip emprat és un Multor 610 (Maihak, Hamburg, Alemanya) que permet
la mesura en continu amb una alta sensibilitat, i baixa interferéncia per altres
compostos, del CO; i I’0O, existents al corrent gasds de sortida del fermentador. El
didoxid de carboni és mesurat mitjancant I'absorcié d’infraroig (NDIR) no dispers. En
canvi, la concentraci6 d’oxigen es mesura amb una cel-la paramagnética
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independent. Aixi doncs, dins un mateix equip de dimensions reduides s’integren
dos sensors especifics que treballen independentment.

Les primeres proves es van realitzar connectant directament I'analitzador de
CO, i O, al corrent d’aire de sortida del fermentador, i es van detectar uns quants
problemes que falsejaven fortament la mesura, detallats a continuacio:

» Les variacions en el cabal d’aire a I'entrada al fermentador, per tal de
controlar la concentracié d’oxigen dissolt a linterior, provoquen
alteracions en la mesura a causa de les constants variacions de pressid
del sistema. S’observa que I'equip de mesura funciona millor quan el
cabal d’entrada és constant durant un llarg periode de temps.

» Per aconseguir una mesura estable i per allargar la vida de I'analitzador
és aconsellable introduir el corrent gasos lliure de particules i reduir el
seu elevat contingut en aigua.

» Tant les oscil-lacions de cabal d‘aire; pressié, com la variacié de la
velocitat d’agitacié provoquen una alteracid en les concentracions de
CO, i O, a l'equilibri gas-liquid. La variacié d’aquestes concentracions
pot ser un tant per cent important de la concentracié final analitzada
provocant una interpretacié erronia del resultats obtinguts. Aixi doncs,
cal realitzar un esfor¢ en mantenir les condicions el més estables
possibles i en el cas que es necessiti variar alguna d’aquestes
assegurar que siguin de poca magnitud i lentes.

La solucié de tots aquests problemes passava en primer lloc per instal-lar un
sistema de control de la pressié tant dins com en tot el canal de sortida de gasos
del fermentador. D'aquesta forma s’aconseguia mantenir constant el cabal gasos de
sortida, estabilitzant aixi I'analisi de la composicié d’aquest corrent.

Per aconseguir aquest fi, es va proposar el segiient esquema experimental
(4.25), on es garantia |'estabilitat del cabal d’aire que entrava a I'analitzador.

La linia principal de sortida de gasos del fermentador es bifurca en tres
branques. La primera va directament al sensor sensible en un rang entre 1 i 2
atmosferes absolutes.

Una altra branca es dirigeix cap a I’analitzador, pero es passa préviament el
corrent saturat d’aigua arrossegada per un dessecador ple de particules de silica gel
que el deshumidifica. Seguidament passa per un filtre d’aire de 0.22 pm (Millipore
FG, Bedford, USA) evitant el pas de particules arrossegades pel corrent. Finalment i
abans d’entrar al analitzador, s’ha col-locat un cabalimetre massic capac de fixar el
cabal d’aire a 500 ml-min* amb forca precisié (£1 ml-min™).

La tercera i Ultima branca es dirigeix cap a la valvula pneumatica, element
final d'actuacid en el llag de control de pressid, capac de modificar el cabal d’aire de
sortida a I'exterior amb I'Unic objectiu de mantenir la pressid constant a l'interior de
la linia.
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Figura 4.25. Esquema del muntatge experimental del Ilag de control de pressio
i I’analitzador de gasos.

Es podria pensar en un muntatge més senzill, format Gnicament per una
valvula d’agulla capag de mantenir amb precisi6 una obertura a la sortida. El
problema és que el cabal d’aire a I'entrada del fermentador pot anar variant per tal
de pal-liar les necessitats d’oxigen del microorganisme. Aixi doncs, la pressio a la
capcalera del fermentador canvia en funcié del cabal d’aire d’entrada.

El llag de control de pressio es,té format per tres elements, un sensor, una
valvula de regulacioé i un controlador. Es aquest ultim, a partir del senyal detectat al
sensor, qui regula I'obertura de la valvula pneumatica amb |'objectiu de mantenir la
pressio el més proxima possible al valor de consigna fixat per l'usuari.

A l'apartat 3.1 es descriu detalladament la instrumentacié utilitzada per
construir aquest llag de control.

El principal problema d’aquest muntatge és la utilitzaciéo d’un sensor situat a
I’'exterior del fermentador, per tant no es mesura directament la pressié al seu
interior. Aixo implica que problemes d’obturacié de filtres de sortida per escumes o
aigua poden provocar que la pressid a l'interior sigui diferent a la de la linia on es
mesura aquesta variable. Tot i aix0, aguest problema no passa amb freqliiéncia i, en
conseqliéncia, no s’ha cregut convenient buscar cap solucié alternativa.

Des de l'ordinador es pot monitoritzar I'evolucié de la pressid i modificar en
linia els valors de consigna i dels parametres del controlador de tipus PID.

Amb aquestes condicions d’operacié s’ha aconseguit obtenir perfils de la

composicié dels gasos de sortida molt estables i sense practicament soroll, com es
mostra a la figura 4.26.

153



MILLORES A LA INSTAL-LACIO EXPERIMENTAL

3 ]
';2 205 ‘ ‘
S 1 |
o 181 i
© ]
§ 16{ | ‘
< 1 ||
8 J
e 14j ‘ ‘
8 ]

12- ‘ ‘
o °7 T
z ] |
g " B
S 34 i
h ] ‘
3 2]

L |

o 17 I

c

@] : ‘

A Y e S N SN
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Temps (h)

Figura 4.26. Evoluci6 de la concentraci6 d oxigen
i dioxid de carboni durant un cultiu.

4.2.2. MESURA DE LA CONCENTRACIO DE METANOL

Es conegut que el metanol a elevades concentracions (> 10 g-I"!) és toxic
per al microorganisme Pichia pastoris. D’altra banda, s’ha descrit bibliograficament
que s’aconsegueix la maxima productivitat de la proteina desitjada a velocitats
especifiques de creixement fixades i/o mantenint la concentracié de metanol
constant.

Principalment per aquests dos motius, és necessari controlar la concentracio
de metanol en un rang prou estret, pero per fer aixd, cal abans de tot conéixer amb
la millor precisié possible la concentracié de metanol al fermentador.

Bibliograficament, es poden trobar nombroses referéncies que utilitzen
diferents técniques per realitzar aquesta mesura en fermentacions de llevat
metilotrofics, com ara Pichia pastoris.

Una possible classificacid d’aquestes tecniques més emprades es presenta a
la figura 4.27.
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Figura 4.27. Classificacié de les tecniques més emprades per la mesura
de la concentraci6 de metanol en cultius de P.pastoris.

En primera instancia, es pot diferenciar entre els métodes de mesura
directes i indirectes. Com indica el seu nom, els métodes de mesura directes es
basen en determinar, utilitzant alguna técnica analitica, la concentracié real de
metanol a l'interior del fermentador.

Pel contrari, en la mesura indirecte s’utilitza alguna altra variable del sistema
relacionada amb la concentracié del substrat (per exemple el pO,). Per tant,
seguint I’'evolucié d’algun d’aquests parametres i coneixent la relacié que té amb la
concentracio de metanol és possible fer el seguiment indirecte d’aquesta ultima.
Perdo en la majoria dels casos, aquestes relacions entre variables no és trivial i a
més canvia al llarg del cultiu.

Els models matematics poden ser una altra solucié per estimar la
concentracid de substrat inductor en cada moment a l'interior del fermentador.
Aguestes tecniques han estat i s6n ampliament utilitzades, ja que si no es disposa
de la instrumentacié adient, son I’Unica alternativa.
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Es indubtable pero, que si es vol coneixer realment quina és la concentracié
de metanol a l'interior del fermentador, la millor manera de fer-ho és mesurar-la
directament.

Dins les técniques quantitatives d’analisi de la concentracié de metanol es
poden diferenciar dos grans grups. Els que quantifiquen aquest substrat a la fase
liquida i els que ho fan a la fase gas.

El microorganisme utilitza el metanol existent al medi de fermentacié (fase
liquida), per tant es preferible realitzar la mesura sota les mateixes condicions. Tot
i aix0, la mesura a la fase gas es presenta com una bona soluci6 si les condicions
durant la fermentacid no varien bruscament al llarg del cultiu. Garantint el
funcionament del cultiu en “pseudo estat estacionari”, I’'equilibri entre fases és forca
estable i per tant la concentracié al medi és proporcional al metanol existent a la
fase gas.

La forma més senzilla de realitzar aquesta mesura, i que implica menys
alteracions en el muntatge és la mesura “off-line” a partir de I'extraccié6 de mostres
periodiques. Com s’apunta a l'apartat 3.4, la mostra és centrifugada, filtrada i
analitzada per cromatografia de gasos (CG).

Aguesta és la técnica utilitzada en les primeres fermentacions amb Pichia
pastoris d’aquest treball, on tot i obtenir bons resultats, presenta els seglients
problemes:

» Per poder fer un bon control de la concentracio del substrat inductor es
requereix una freqiéncia d’extraccié de mostres elevada, com a minim
cada dues hores. Tot i aixi, en el cas d’utilitzar soques de Pichia
pastoris de fenotip Mut*, s’hauria d’augmentar encara més la
fregliéncia (cada 30 min), ja que el rapid augment de biomassa i una
gran velocitat de consum de metanol (unes sis vegades més rapid que
la soca Mut®) canvien rapidament les necessitats de metanol. Cal
assenyalar que la maxima freqgliéncia de mesura possible, és a dir, el
temps que es tarda en conéixer la concentracidé d‘una mostra és al
voltant de 30 minuts. Aquesta freqliéncia de mesura esta directament
relacionada amb la reproductibilitat entre fermentacions i queda clar
que utilitzant aquesta técnica és molt dificil aconseguir que dos cultius
siguin comparables, ja que els perfils de concentracions seran forca
diferents.

» Logicament, un dels principals problemes d'aquest sistema de mesura
és el temps d’analisi sent com a minim d’uns 20 minuts, excessiu per
portar un bon control de la variable.

» La continua extraccié de mostres i posterior processament per conéixer
el valor de la mesura requereix una constant i laboriosa dedicacié per
part de la persona que porta a terme el control. Es a dir, la necessitat
de personal per tal de portar a terme aquesta tecnica és massa
elevada.

» Per ultim, cal comentar que l'elevat nombre de mostres extretes (d’un
volum de 5 ml per mostra) incrementa el risc de contaminacio i el
volum acumulat final pot arribar a significar un tant cent important del
volum total del fermentador.

Aquests punts sén igualment aplicables en utilitzar la técnica colorimeétrica
(reacci6é enzimatica).
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La solucid a tots aquests problemes passa per trobar una técnica capag
d’augmentar la freqiéncia de mesura, que sigui un sistema automatic (sense que hi
hagi de realitzar la mesura manualment) i que redueixi el risc de contaminacio i el
volum de mostra utilitzat.

Durant els ultims anys, s’han desenvolupat multitud d’equips capagos de
mesurar automaticament un elevat nombre de variables en un bioprocés. Entre
aquestes variables, la mesura d’‘alguns nutrients o productes ha experimentat
especial émfasi per la seva rellevant importancia dins I'evolucié del cultiu. Sistemes
basats amb principis de mesura molt estudiats, com les reaccions enzimatiques o la
mateixa cromatografia fins sistemes complexes com el NIR (Near Infrared) han
estat aplicats de nombroses formes diferents amb un Unic objectiu, monitoritzar
alguna de les variables del procés (Arnold et al., 2002).

El metanol no ha estat una excepcid, i és facil trobar al mercat un elevat
nombre d’equips automatics per a la seva mesura (Guarna et al., 1997; Zhou et al.,
2002) i aplicables a bioprocessos. A continuacid es presenten les diferents
alternatives estudiades per realitzar la mesura en linia d’aquesta variable.

M I ! | en fase liquid
SIA (UAB)

L'experiéncia que es tenia en la construccié de sistemes automatics de
mesura utilitzant técniques FIA (Flow Injection Analysis) i SIA (Sequential Injection
Analysis) dins el grup d’investigacié (Cos et al., 2000; Almuzara et al., 2002), va
facilitar rapidament l'adequacié d’un aparell, utilitzat anteriorment per altres
aplicacions, a la mesura en linia de la concentracié de metanol.

El principi emprat per a la determinacié del metanol pel sistema SIA es basa
en les reaccions enzimatiques de l'alcohol oxidasa (AOX) i la peroxidasa (POD)
segilents:

Metanol + O, ﬂ» Formaldehid + H,0,
. POD e .
2 H,0,+ 4-aminofenazona + fenol —___» monoimino-p-benzoquinona-4-
fenazona + 4 H,0

Figura 4.28. Reaccions utilitzades per |a deteccié de la concentraci6 de metanol

Aixi doncs, el metanol en preséncia d'aquests enzims i reactius reacciona
fins formar un producte de color, el monoimino-p-benzoquinona-4-fenazona i la
seva concentracié es relaciona directament amb l'absorbancia a 470 nm. Aquesta
mesura es pot relacionar linealment amb la concentracié de metanol.

La teécnica SIA (Sequential Injection Analysis) realitza aquestes reaccions de
forma automatica. Mitjangant la valvula de sis vies es poden configurar seqliéncies
de petits volums de mostra i reactius dins un tub de diametre reduit (0.8 mm de
diametre intern) que després de restar 90 segons reaccionant s’envien al detector.
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Figura 4.29. Esquema de |’ equipament automatic d’ analisi utilitzant la tecnica SA.

El rang de mesura aconseguit és de 0 a 0.1 g.I'" amb una desviacié
estandard del 4 % i una freqiiéncia maxima de mesura de 7 mostres per hora.
L'equip disposa d‘un sistema automatic de dilucid, permetent analitzar
concentracions fins a 2 g-I"* (Almuzara et al., 2002; Surribas et al., 2003).

Un dels requisits indispensables és que necessita que la mostra en linia
provinent del fermentador, estigui lliure de biomassa. Aquest problema es soluciona
amb la col-locacié d'una sonda esterilitzable (Eppendorf ESIP 5441,Hamburg,
Alemanya) a l'interior del reactor (Cos et al., 2000).

Mesuradors de metanol en fase gas
YSI 2700 Select Analizer.

L'empresa YSI (Ohio,USA) comercialitza el model 2700, equip preparat per a
la connexid en linia amb bioreactors per |'analisi de metanol. El principi de mesura
és la reaccié enzimatica amb el component a mesurar resultant-ne una diferéncia
de potencial proporcional a la concentracié. L'enzim esta immobilitzat en una
membrana amb un temps de vida mig no molt gran (en el cas del metanol, 5 dies).
Segons l‘analit que es vulgui mesurar, cal modificar els reactius i I'enzim
immobilitzat a emprar.

La gran virtut d’aquest sistema és la utilitzacido de molt poc volum de mostra
(al voltant dels 25 L) i que no és necessari, en tots els casos, filtrar-la o diluir-la
préviament. No obstant aix0, s’hauria de comprovar com afecten elevades densitats
cel-lulars al sistema d’analisi.
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La freqléncia de mesura es pot preprogramar, amb un valor maxim de cada
60 segons i el mateix equipament pot, després d‘una prévia configuracid, activar
una bomba o altre mecanisme compatible per mantenir un valor determinat de
consigna. Cal destacar perd, que aquest tipus de control és molt senzill (On/Off) i
en funcid de la complexitat del cultiu podra ser insuficient per mantenir el valor
prou estable.

Les diferents parts del sistema que entren en contacte amb el medi de cultiu
es poden esterilitzar per temperatura (121 °C durant 30 min.).

El calibratge es realitza amb un Unic punt a 1 g-I'"! d’una solucié preparada
per l'usuari, i el rang de mesura lineal va de 0-2.5 g-I'!. L'equip és totalment
autonom i realitza totes les tasques de mesura i calibratge de forma automatica.

Figura 4.30. YS 2700 Select Analyzer

La precisid de la mesura és al voltant del 2 %. I les possibles interferéncies
de I'’equip sén I'etanol i altres alcohols de cadena curta.

El preu final d'aquest equipament amb els accessoris necessaris per
connectar-lo en linia supera els 18.000 €.

Frings ALKOSENS

La sonda ALKOSENS (Frings America, Illinois, USA) és una membrana
esterilitzable que es submergeix directament al medi de cultiu. El principi de
mesura esta basat en la selectivitat d'‘aquesta membrana de silicona
semipermeable per components organics volatils. La concentracié de metanol a la
fase liquida sera proporcional a la de la fase gas de l'interior de la sonda, on un
sensor de dioxid d’estany (SnO,) detecta la quantitat de metanol existent donant
per resposta un senyal eléctric proporcional a aquesta.

L'etanol i en menor grau altres alcohols volatils, interfereixen en la mesura
sense poder diferenciar-los.

El temps de resposta (95 % del senyal) és al voltant de 5 minuts, amb una
sensibilitat elevada, de 0.1 %. El rang de mesura és molt extens, poden arribar a
concentracions fins el 15 % en volum del total.

El fabricant assegura que el sistema és robust i que el temps de vida de la

membrana i el sensor sén elevats, sense indicar un periode concret. Es resistent a
la temperatura(<143 °C) i a la pressié (<2 bar). El tipus de connexié de la sonda
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és compatible amb els ports d’entrada del fermentador que es disposa (B.Braun
Biostat ED) per la qual cosa no caldria cap tipus d’adaptacié. El cost de tot
I'equipament oscil-la al voltant dels 15.000 €.

Figura 4.31. Frings Alkosens. Sonda per a components organics volatils .
MC-168

El MC-168 (PTI Instruments Inc., Kathleen, USA) és un equip comercial
dissenyat especificament per monitoritzar i controlar la concentracié metanol en
fermentacions amb Pichia pastoris.

LY pT— TR T
Wl el L TR wls
1 =5

Figura 4.32. MC-168. Equip comercial de mesura
de metanol en linea.

La concentraci6 de metanol existent en el corrent gasés de sortida del
fermentador, que resta en equilibri amb la seva concentracié a la fase liquida, pot
ser detectada pel sensor.

Figura 4.33. Sensor de
Metanol TGS 822.
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L'element sensor (TGS 822, Figaro, Osaka, Japd) d’aquest equip esta
construit amb un semiconductor de dioxid d’estany (Figura 4.33), a ligual que
I'’equip FRINGS ALKOSENS. En preséncia d'un solvent organic volatil, la
conductivitat del sensor augmenta proporcionalment segons la seva concentracio
en l'aire. Un senzill circuit eléctric converteix la variacid6 de conductivitat en
voltatge, variable que es relaciona amb la concentracié d’aquest solvent.

Tant la temperatura com la humitat afecten la conductivitat del sensor, per
tant, cal treballar sempre a les mateixes condicions d’aquestes dues variables.

El rang de mesura fins als 30 g-I"! i una precisié del £0.2 % sén valors prou
acceptables per satisfer els requisits necessaris per al sistema de treball.

Aixi doncs, abans d’adquirir aquest equipament caldria assegurar-se de la no
existéncia d’algun d’aquests compostos que interferis en la mesura. En el cas de
Pichia pastoris, no s’ha detectat cap tipus de compost organic volatil al qual el
sensor sigui sensible.

El seu cost econdmic és relativament baix, al voltant dels 2900 €.
1313 Fermentation Monitor

Aquest equip construit per INNOVA (Ballerup, Dinamarca) integra en un
espai reduit els sensors de mesura de la concentracié d’oxigen, dioxid de carboni i
hidrocarburs volatils, com I’etanol o el metanol. Un corrent gasés de 130 ml-min’!
es bifurca per analitzar els diferents components en dos sensors diferents. Per
analitzar I'0,, s’empra |'espectroscopia magnetoacustica i pel CO, i els hidrocarburs
es mesuren per espectroscopia fotoacustica.

Figura 4.34. 1313 Fermentation Monitor.

La principal avantatge d’aquest equip és la rapidesa d’analisi i la senzillesa
de la instal-lacié requerida.

Tot i que no s’ha aconseguit conéixer exactament el seu preu al mercat s’ha
pogut averiguar que és superior als 8.000 €.

Espectrometria de masses

L'espectrometria de masses també representa una soluci6 molt valida,
destacant respecte la resta de técniques per la seva gran precisié i sensibilitat,
capag de detectar concentracions a nivell de traces en l'aire. Aquesta técnica utilitza
les caracteristiques dels moviments dels ions a l'interior d'un camp magnétic o
eléctric per classificar-los segons la seva relaci6 massa-carrega.

En aquest cas, les interferéncies d’altres compostos en l'aire es poden
solucionar facilment. Si per casualitat dues moléecules coincideixen a nivell de pes
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molecular, el fraccionament en trencar-se a l'interior de I’equip és diferent i Unic per
cada compost, podent-lo identificar consultant bases de dades especifiques.

La seva adaptacidé per connectar-lo en linia amb la sortida de gasos del
reactor no sembla complicada. No obstant aix0, les interferéncies produides per la
gran quantitat d’aigua que arrossega el gas obligara a que l'equip treballi a
temperatures elevades, augmentant el seu desgast.

El preu d’aquest equipament és molt variable ja que depén de la marca i de
les numeroses especificacions i accessoris que pot portar l'aparell. El que és clar
pero, és que es tracta d’'una instrumentaciéo molt cara, en tots els casos superior als
30.000 €.

Un cop descrites les principals caracteristiques de les diferents possibilitats
existents per realitzar automaticament la mesura de metanol, a continuacié es
comparen entre si (taula 4.7). S’han seleccionat una série de criteris en base els
quals s’ha escollit I'equipament més adient. La qualificacié per cadascun dels equips
s’ha fet en relacio als seus competidors. Cal tenir en compte pero, que a I’'hora de
realitzar la seleccié no s’ha donat el mateix pes a cadascun d’ells.
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No existeix, en aquest cas, un dels equips que reuneixi les millors qualitats
en tots els aspectes, pero si que algun d’ells destaca positivament en molts d’ells.
Després d’una analisi i descartar alguns dels equips per |'elevat preu, es va decidir
utilitzar el MC-168. Aquest equip presenta moltes qualitats, entre elles les més
destacades sén la freqliéncia i el rang de mesura, aixi com el baix manteniment i
que es basi en un métode no invasiu. Es potser I'equip que reuneix de forma més
compensada les principals caracteristiques que es demanen a un sistema d‘aquest
tipus.

En adquirir el nou equip de mesura MC-168, es va procedir a realitzar el
muntatge i posterior calibratge per posar-lo en linia.

Segons el manual subministrat amb l‘equip, s‘aconsella que el tub que
connecta el fermentador i I'equip de mesura, ha de ser el més curt possible, evitant
d’aquesta manera un temps mort excessiu en la mesura. També a la linia del
corrent gasos que va cap el sensor es recomana col-locar-hi un filtre (coté fluix) per
evitar el pas de particules de gran mida que podrien obstruir el sensor (Figura
4.35).

Aire de sortida
F Y

T
Valvula .J_..

g
Filtre de coté

Conector en “T” 1 ]: <
A | Aire a pressio
i o —|-[_| | 1.
Sortida d'aire

Fermentador

MC-168
B ( part posterior)

Exhiusdesd | | Fosumms
d§ Il

g bnken

Figura 4.35. Esquema de la connexié de la linia de gas del
fermentador amb el sensor de Metanol.

No obstant aixd, les primeres proves realitzades sota aquest esquema
muntatge van comportar diferents problemes:

» El sensor no estava protegit davant d’accidents com la sortida de liquid
i/o escuma pel corrent gasds, comuns en aquest tipus de processos.

» L’equip era molt sensible a petites oscil-lacions de pressio, sobretot les

pertorbacions en el corrent daire de linia. Aquestes variacions
provocaven un soroll continu en el senyal de sortida de I'equip.
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» Es va detectar I'existéncia de particules dins I'equip sensor, concloent
gue la mida de porus de la fibra de cotd no era suficientment per filtrar
els solids arrossegats provinents del bioreactor.

En un primer moment, es va pensar no variar el muntatge original i
disminuir el soroll del senyal fent un tractament posterior, una solucié en aquesta
direccié podria ser incorporar un filtre digital. Aquest es podria sintonitzar per
aconseguir reduir l'oscil-lacié a altes freqliéncies del sensor. Malgrat aixo, es va
optar en primer lloc per millorar la qualitat del senyal realitzant modificacions en el
muntatge i si després d’aquest encara no fos prou bona, llavors s’estudiaria a fons
I'alternativa del filtre digital.

i C)C) AIRE DE LINEA

CABALIMETRE/
CONTROLADOR
MASSIC

I—» —O @) @) I
=50
CABALIMETRE/
FILTRE FILTRE 0.22 pm CONTROLADOR  SENSOR DE METANOL
DE COTO MASSIC MC-168
@)
@)
4-20 mA
RS-422
O_ —ﬁ o— o —| A\
] SENSOR CONTROLADOR
TRAMPA ‘ ||
DE LiQUID
4-20 mA
% ]
RS-232
@)

VALVULA
FILTRE 0.22 pm

CABALIMETRE/

CONTROLADOR ANALITZADOR CO,/ O,
MASSIC

DESSECADOR

FERMENTADOR

Figura 4.36. Esquema final del muntatge utilitzat pel sensor de metanol, integrat amb €l
sistema d’analisi de gasos.

Si s’analitzen les millores instal-lades (Figura 4.36), seguint el corrent de
sortida del fermentador cap a lI'analitzador de metanol, en primer lloc s’ha col-locat
una trampa de liquid. Aquest recipient pot evitar que possibles escumes o liquid
sortint del fermentador entrin dins l'equip de mesura. Pot arribar a contenir un
volum final de 200 ml, i la seva utilitzacid no augmenta significativament el temps
mort de la mesura.

A continuacié s’ha instal-lat el filtre de cotd, recomanat pel fabricant de
I’equip de mesura, amb |'Unica funcié de no deixar passar possibles particules de
gran mida arrossegades pel corrent.

Just immediatament abans de que el corrent gasods entri a linterior de
I’equip de mesura, s’ha col-locat un cabalimetre/controlador massic (de rang entre
0-1 I'min’!), capag de regular amb molta precisié el cabal d’entrada al MC-168 (%1
% del rang de mesura de l'aparell). Aquesta mesura també s’ha adoptat pel corrent
d’aire de linia, on s’hi ha instal-lat un cabalimetre massic del mateix model i
dimensions. En ambdds casos, el control del cabal minimitza les oscil-lacions de
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pressid i garanteix una estabilitat del senyal de I'equip de mesura de metanol més
que suficient.

Per garantir el bon funcionament dels cabalimetres massics s’ha col-locat un
filtre de 0.2 pm de mida de porus (Millipore FG, Bedford, USA), evitant que alguna
particula taponi la valvula d’aquests aparells.

Davant de la necessitat d'ajustar la mesura de metanol a diferents rangs de
concentracio, l'equip disposa d'un sistema de dilucid en linea. Consisteix
simplement en mesclar el corrent de gas que prové del fermentador amb un corrent
secundari que conté aire de linia (lliure de metanol). Logicament, el rang de mesura
més petit s’aconseguira quan no es dilueixi el cabal gasds provinent del
fermentador. En funci6 de la relacié de cabals d’aquests dos corrents s’aconseguira
augmentar i disminuir el rang de mesura de concentraciéo de metanol (Figura 4.37).
Es imprescindible que per obtenir una mesura fiable la relacié entre els dos cabals
sigui constant.

Entrada d’aire de linea

+ Entrada de gas del
fermentador.

v

Rotametres
(per controlar els
cabals d’entrada).

Circuit integrat

Sensor de Metanol
TGS-822

Figura 4.37. Esqguema intern del sensor de Metanol MC-168.

Per trobar la relacié de cabals optima entre el provinent del fermentador i el
corrent d’aire de linia, en primer lloc es van contemplar les restriccions a la que
estava sotmes el muntatge:

» El MC-168 permet com a maxim un cabal de 1 L-min™ per cadascun
dels corrents.

» El rang de mesura desitjat oscil-la entre 0 i 5 g-I"!. Per tant, per
aconseguir la millor precisié i sensibilitat, els 5 g-I'! a la fase liquida del
fermentador han de donar el maxim senyal en l'equip de mesura de
metanol (5 V).

» Atés que el cabal minim d’entrada d’aire al fermentador és de 1.5
L-min!, dels quals 0.5 L-min* van destinats al I'equip d’analisi de CO, i
0,, el cabal destinat a la mesura de metanol no podia superar 1 L-min’
1, Tot i aixi, és aconsellable no apropar-se excessivament a aquest
valor ja que per controlar la pressié a la capgalera del reactor cal un
excés de cabal d'aire.
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» Per evitar un excessiu temps mort en la mesura, el fabricant aconsella
un cabal superior a 300 ml-min’!, en el corrent gasds de mostra.

» Després de provar diferents valors, tots ells complint les restriccions
anteriorment comentades, el cabal que es va triar del corrent del
fermentador va ser de 500 ml-mint i 700 ml-min™ pe l'aire de linia.
Aquesta parella de valors eren valors compatibles amb |'equip de
mesura, amb el muntatge i el rang de mesura era el desitjat (0 - 5 g:I
1). Pel que fa el temps mort, aquest era entre 2 i 3 minuts, acceptable
per I'Gs final del senyal.

n le l'equi

La metodologia per calibrar el MC-168 és forca senzilla. Tan sols cal anar
variant la concentracié de metanol en el fermentador, i esperar que la mesura del
sensor es mantingui estable, és a dir que arribi I'equilibri d’aquest entre la fase
liquida i gas. D'aquesta forma es coneix quin és el valor de voltatge de sortida de
I’equip de mesura per cadascuna de les concentracions a la fase liquida.

Tot i que la concentraciéo de metanol a la fase liquida del medi és coneguda
aproximadament per la quantitat addicionada, es realitza un analisi més exacte per
cromatografia gasosa seguint la mateixa metodologia utilitzada en la deteccio
d’aquest component en mostres de fermentacio (Apartat 3.3).

5.0

4.5 4

4.0

3.5 A

3.0 A

2.5 A

2.0 A

1.5 A

1.0 A

0.5 A1

concentracié de Metanol a la fase liquida (g-™)

OO ‘ T T T T T T T T T
0.0 0.5 10 15 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5 5.0

Voltatge (V)

Figura 4.38. Corba de Calibratge entre el voltatge del sensor i
la concentracié de metanol a la fase liquida per CG.

La relacié entre el senyal de voltatge del sensor i la concentracid real a la
fase liquida del fermentador no segueix una relacid lineal, sind una funcid
exponencial creixent, com es pot observar a la figura 4.38. Aquesta particularitat
implica que segons la zona escollida es tindra més o menys sensibilitat. Per
exemple, entre 0 i 2 g-I"" a la fase liquida, una lleugera variacié de concentracié
produeix un canvi notable en el voltatge, implicant una bona sensibilitat del sensor
per detectar petits canvis en la concentracié. A partir de 2 g-I'!, es déna l'efecte
contrari, la variacid del voltatge és menor respecte a un salt de la mateixa
magnitud en la concentracié de metanol, disminuint la sensibilitat de I'aparell.
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Com s’ha comentat anteriorment, la relacid entre el voltatge detectat pel
sensor i la concentracié real de metanol a la fase liquida és de tipus exponencial
creixent. S’han introduit unes petites modificacions a aquest tipus d’equacio perque
pugui aproximar la tendéncia dels punts passant pel punt d‘inici (0 V. > 0 g-I').
Aquesta equacio és de la segient forma:

[MetOH = A{e®" -1 eq. 4.1

On [MetOH] és la concentracié de metanol a la fase liquida (g-1?), V és el
voltatge del sensor i A i B sdn constants. Aquests parametres es troben mitjangant
la utilitat “Regression Wizard” del software comercial Sigma Plot 8.0 (Systat
Software Inc., Richmond, USA). El métode matematic per obtenir aquesta parella
de valors que aproxima més correctament les dades experimentals, esta basat en
una variant del metode de Gauss.

Tant en el manual subministrat pel fabricant de l'equip com en alguns
treballs que utilitzen el mateix sensor, s‘indica que el medi emprat en el cultiu no
influeix sobre la corba de calibratge (Guarna et al., 1997). Fins i tot, s’aconsella
realitzar la corba de calibrat utilitzant només aigua a la fase liquida.

No obstant aix0, s’ha observat en multiples proves i experiments que tant la
composicié del medi de cultiu com la preséncia de biomassa afecten al calibratge,
especialment per valors de voltatge elevats.

A la Figura 4.39. es pot observar la influéncia que té la realitzacié del
calibratge sota diferents condicions, amb només aigua destil-lada, amb el medi
MFBD_1 sense i amb presencia de biomassa inactiva. Apuntar que la concentracio
de microorganisme utilitzada és al voltant de 30-35 g-I'!, valor mitja durant I'etapa
de transicio i que la seva inactivacid, per evitar en continu consum de metanol, es
fa mitjancant I'addiccié de 400 ug-l-1 d'azida sodica.

Calibratge amb medi FBM_1 v
Calibratge amb aigua destil-lada

Calibratge amb medi FBM_1

biomassa no viable.

4080

Concentracié de Metanol (g'l‘l)

Voltatge (V)

Figura 4.39 . Diferéncies en la corba de calibratge segons
el medi utilitzat en el fermentador.
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Les diferencies en el calibratge per aquestes tres condicions son clares i
gueda de manifest la importancia de portar a terme aquest procés en les mateixes
condicions finals de cultiu, és a dir, amb el medi de fermentacié i biomassa.

Altres variables com la temperatura, el pH, etc.. també poden afectar amb
major o menor grau el procés de calibratge, per tant s’aconsella utilitzar en tot
moment les mateixes condicions utilitzades durant el cultiu (Ramon et al., 2004).

Interferenci

Com s’ha assenyalat anteriorment, el sensor TGS 822 (Figaro, Osaka, Japo)
no és especific del metanol, també es capag detectar altres solvents organics
volatils com etanol i té especial sensibilitat per detectar compostos com I'amoni.
Pero, és conegut que Pichia pastoris, per condicions aerobiques, no produeix etanol
ni altres solvents en quantitats suficients per interferir en la mesura de metanol.

No obstant aixd, el medi FBM_1 utilitzant en els cultius en semicontinu
empra |I'hidroxid d’amoni per controlar el pH durant la fermentacié. El sensor es
capag de detectar quantitats superiors a 3 ppm d’aquest compost en l'aire.

El hidroxid d’amoni per controlar el pH a 5.5 també és utilitzat com a font de
nitrogen necessari per al creixement. Aquest compost basic és addicionat per la
part de la capcalera del fermentador mitjangant un punxdé que el permet afegir gota
a gota. El temps de caiguda d’aquesta gota a través de l'espai situat a la capcalera
és suficient per vaporitzar parcialment part de I'amoni i interferir en la mesura del
MC-168. Cal assenyalar que la magnitud d’aquesta interferéncia és directament
proporcional al cabal d’'aire d’entrada al bioreactor, a major cabal d'aire d’entrada el
de solucié d’amoni interfereix més al senyal.

En controlar el pH amb addicions esporadiques de base, les pertorbacions
causades pel hidroxid d’amoni poden perllogar-se algunes hores després d’aquesta
addicio, retornant finalment al mateix valor anterior que es produeixi la
interferencia.

Per solucionar aquest problema, no descrit a la bibliografia, es van proposar
dues alternatives. La primera era la reformulacié del medi i la segona era buscar
alguna manera d’addicionar I'hidroxid d’amoni per tal que no afectés el senyal del
sensor.

L'objectiu de modificar la composicié del medi era trobar una base per
controlar el pH i una nova font de nitrogen que no produissin cap tipus
d'interferéncia. Es van seleccionar com a primera alternativa la utilitzacido d’una
solucié 5 M d’hidroxid de potassi (KOH) com a base i I'addicié inicial de 57.5 g-I"! de
sulfat d’amoni ((NH4),S0,4), respectivament. Aquesta elevada quantitat inicial de
font de nitrogen és l'estequiomeétricament necessaria per assolir una concentracio
final de biomassa al voltant de 60 g-I!, tenint en compte la composicié elemental
mitjana de la biomassa (CHj.g8+0.0200.56+0.08N0.1870.014 S0.009+0.004) -

La nova composicié6 del medi no afectava el sensor de metanol perd
augmentava de forma alarmant la quantitat de sals al medi de cultiu.
Bibliograficament, esta descrit I'efecte negatiu d’'una excessiva forga ionica tant en
el creixement del microorganisme com per la produccié de la proteina heterologa
(Ramon et al., 2004).

Per tal d’evitar-ho, es van addicionar inicialment la tercera part de la

guantitat estequiometricament calculada i una vegada acabada la fase discontinua
del cultiu s'anava addicionant periddicament (cada tres hores i mitja) 25 ml d’una
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solucié 3 M sulfat d’amoni. L'objectiu d’aquesta estratégia era addicionar la font de
nitrogen a mesura que s'anava necessitant, evitant concentrar grans quantitats de
sals des d'un bon principi, pero fins arribar a la mateixa concentracid final.

En portar a terme aquest cultiu en semicontinu amb una soca Mut*
“singlecopy”, segons la metodologia ja comentada en l'‘apartat 4.1 amb aquestes
petites variacions en el medi, es va detectar una lleugera baixada (al voltant del
10%) en la velocitat de creixement en comparacié6 amb la utilitzacié del medi
MFBD_1. La produccié en aquesta fermentacié va ser molt pobre, no arribant al 15
% de la concentracié de proteina final de la fermentacié de referéncia (FMS_01).
Aguest problema esta descrit a la bibliografia (Wood and Komives, 1999) observant
també que el creixement del llevat metilotrofic Pichia pastoris en un medi amb
elevada forca idnica es menor i afecta directament a la produccié.

Es va continuar la investigacié en aquesta linia canviant el sulfat d’amoni pel
clorur d’amoni. Ara perd, estequiométricament es necessitava 23.3 g-I"! de clorur
d’amoni per satisfer les necessitats de font de carboni fins una concentracio final de
biomassa de 60 g-I''.Tot i rebaixar substancialment la forca idnica del medi, els
valors encara eren forca superiors als del medi inicial i encara afectava el
creixement.

L'altra alternativa per evitar les interferéncies de |'amoni al sensor de
metanol era introduir la base directament a la fase liquida, evitant el seu pas per la
fase gasosa. La simple mesura d’introduir el punxd d’addicié d’aquest component
per la part inferior del bioreactor, en contacte directe amb el medi, elimina per
complert les pertorbacions al senyal de l'equip de mesura MC-168. Per tant,
aquesta opcid es presenta com l‘alternativa més senzilla i factible per solucionar els
problemes d’interferéncies i es la que ha estat utilitzada com a part final del treball.

Els resultats finals de les modificacions en el muntatge han estat positius,
demostrant que la utilitzacié d’aquest aparell aporta nombroses avantatges davant
altres sistemes directes de mesura de metanol. A partir d’aquest punt ja es poden
desenvolupar algorismes de control basats en aquesta mesura amb |'objectiu de
mantenir la concentracid de metanol estable dins el reactor. Aquesta tasca pero,
s’explica detalladament en apartats posteriors.

L'experiéncia adquirida amb la utilitzaci6 de l'equip i el muntatge
desenvolupat per obtenir una mesura més estable han facilitat una bona
coneixenga del sistema. D’aquesta informacid se n’han deduit una seérie de
precaucions a I’'hora d’utilitzar aquest aparell, que poden ser de molta ajuda a I'hora
d’instal-lar un equip com aquest (Ramon et al., 2004).

» No utilitzar un dessecador en el tram entre el fermentador i I'equip MC-
168, ja que el metanol també s’adsorbeix sobre el solid adsorbent
d’humitat.

» El condensador de sortida del bioreactor ha de funcionar sempre sota
les mateixes condicions, ja que variacions del cabal de refrigeracid
poden augmentar o disminuir la quantitat de metanol a la fase gas,
falsejant la mesura final d’aquest substrat.

» S’han d’evitar variacions sobtades de cabal d’entrada d’aire al
fermentador (amb la intencié de controlar l'oxigen dissolt) perqué
s'altera I'equilibri de la concentraci6 de metanol entre la fase gas i
liguida. Cal recordar que el principi de funcionament d’aquesta técnica
rau en mantenir en estat estacionari I’'equilibri d’aquest component
entre les dues fases.
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» Es desaconsella la variacié de la velocitat d’agitacié per les alteracions
que pot comportar sobre I'’equilibri entre fase liquida i gas. L'augment o
disminucié de la velocitat de gir de les pales canvia la mida de la
bombolla, amb ella la superficie de transferéencia entre fases i
conseqgientment, es modifica I'equilibri de la concentracié de metanol.

» Evitar qualsevol canvi en la temperatura, pH o també de tipus mecanic
que pugi alterar I'equilibri del metanol entre les dues fases. En en cas
que el canvi estigui justificat, cal tornar a calibrar el sistema utilitzant
les noves condicions de treball.

» El sensor va perdent sensibilitat de forma progressiva a mesura que es
va utilitzant. Aquesta pérdua és inapreciable durant un cultiu, pero si
que pot ser important després de 2 o 3 cultius. Aixi doncs, cal calibrar-
lo de nou, com a minim, transcorregut un periode de funcionament
d’aproximadament 200 hores.

4.2.3. SISTEMA AUTOMATIC D'EXTRACCIO DE MOSTRES

Tant en els cultius discontinus com semicontinus la variacidé de les diferents
parametres i/o variables d’interés és constant. Atés que moltes de les variables és
impossible o suposa un esfor¢ econdomic massa important fer un seguiment en linia
de cadascuna d’elles, cal anar extraient mostres periodicament per fer-ne un
seguiment extern.

En funcié de la rapidesa amb qué variin les condicions (creixement del
microorganisme, consum del substrat o aparicié de subproductes) s’hauran de tenir
mostres representatives en més o menys freqiiéncia, tot i que també depén de la
variable que es vulgui seguir externament. En el cas de Pichia pastoris, la velocitat
amb qué varien el parametres pot ser molt diferent segons el fenotip de la soca
utilitzada (Mut®™ o Mut®). En qualsevol d’aquests casos, disposar d'un sistema
automatic d’extraccié de mostres capacg de funcionar de forma autdnoma pot servir
de gran ajuda per realitzar un seguiment a diferents moments de la fermentacio,
alleujant la carrega que comporta treure mostres manualment.

En primer lloc, es va realitzar una recerca per veure si comercialment existia
algun equip amb aquestes caracteristiques. Moltes de les aplicacions per extreure
mostres automaticament no estan dissenyades per treballar en condicions esterils,
almenys assegurar I'esterilitat a dins el reactor.

Només es va identificar una empresa, LOKAS AUTOMATION Corporation
(Japd), que fabriqués un equip (Biomate 2000 A) d’aquestes caracteristiques,
especialment pensat per processos biologics. Aquest permet realitzar I'extraccio
automatica de mostres directes del fermentador mantenint I'esterilitat a I'interior i
posteriorment mantenint-les a 4°C, per conservar les seves principals
caracteristiques. L’elevat cost economic de I'equip va fer inviable la seva adquisicio
per part del grup d’investigacié i es va optar per realitzar un muntatge inspirat amb
la mateixa idea.

En primer lloc es van definir les principals caracteristiques que havia de
complir el nou equip:

» Les mostres havien de ser representatives de l'interior del fermentador.

» S’havia de garantir I'esterilitat del procés durant I'extraccié per evitar
contaminar el cultiu.

» S’havia de minimitzar el volum mort de mostra.
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» L’equipament havia de ser independent de les condicions de cultiu
(capac d’extreure mostra a altes densitats cel-lulars, en un rang de
cabal d’aire d’entrada entre 0 i 20 I-min™, etc..).

Muntatge practic i facil de utilitzar, muntar i desmuntar.

Autonomia com a minim de 12—15 h sense atenci6 per part de l'usuari.
Mantenir les mostres extretes a 4°C.

Sistemes de seguretat en cas de mal funcionament (ex. evitar que el
reactor es buidés en cas d’accident).

» El preu de I'equipament havia de ser suficientment raonable.

yVYyYvy

Atés que molt de I'equipament necessari era material comu de laboratori que
es podia reutilitzar, la despesa final es va reduir notablement, sobre un ordre de
magnitud inferior a I'’equip comercial (7500 €).

Per automatitzar tot el procés es va escollir un modul logic programable ZEN
(OMRON) on s’ha programat la seqiiéncia d’obertura i tancament de valvules,
I'accionament de la bomba que fa possible I'extraccié de la mostra i el gir del
col-lector de mostres. Aquest dispositiu electronic, més barat que un PLC, es capag
d’obrir i tancar circuits amb I'ordre temporal especificat per I'usuari.

Figura 4.40. Esquema del muntatge utilitzat per a I’ extraccié automatica de mostres.
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A la figura 4.40 es mostra tot el muntatge i les seves connexions amb
I'automat ZEN. Les linies discontinues son de tipus eléctric i les continues amb dues
ratlles que la seccionen de tipus pneumatic. Amb una linia continua més gruixuda
que la resta, s’indiquen els tubs per on passen l'aire , la mostra i el liquid de neteja.

Les valvules emprades en el muntatge estan destinades cadascuna d’elles a
una funcié determinada com s’apunta a la taula 4.8.

Tipus Descripcio
electrovalvula Activacio/Desactivacio obertura de Valvula V-4
electrovalvula Entrada d’aire al circuit
electrovalvula Entrada de liquid estéril al circuit
pneumatica Sortida de mostra del fermentador
electrovalvula Entrada al col-lector de mostres
electrovalvula Purga

Taula 4.8. Nom, tipusi descripcio6 de les diferents valvules utilitzades en el muntatge.

A la taula 4.9 es descriu detalladament la seqiéncia temporal seguida per
I'extraccié6 de mostra programada al automat ZEN. Per cada franja de temps es
poden activar alhora diferents elements del muntatge i no canvien la seva posicié
fins que l'automat de nou modifica el seu circuit d'alimentacié. Al principi tot resta
desactivat (posicid OFF), és a dir, valvules tancades i bombes parades, pels tubs no
hi passa ni aire ni cap liquid.

Les electrovalvules sén de pincament, pel que no entren en contacte amb el
liquid. Totes les conduccions utilitzades en el circuit es poden autoclavar per
separat. Només la valvula pneumatica del fermentador entra en contacte amb el
liquid i s’esterilitza quimicament amb el pas d’una solucié etanol-aigua al 70 %.

La contaminacié a l'interior del fermentador es complicada ja que el recipient
esta a pressié i en obrir la valvula la tendéncia del liquid es a sortir cap a I'exterior.

El volum de mostra que es vol extreure ha de ser igual al tram de tub que
va des de la valvula de mostreig fins a la bifurcacié entre les valvules V-5 i V-6. La
velocitat en que surt el liquid del fermentador depén directament de la pressid
interior del recipient.

Per aconseguir un sistema robust, havia de ser independent de les
condicions del fermentador i més concretament de la velocitat en que sortia el
liquid. Aix0 es va aconseguir fent que, durant I'obertura de la valvula de mostreig,
el liquid es dirigis cap a la purga. El que si s’havia d’acomplir es que el tram de tub
entre la valvula de mostreig (V-4) i la bifurcacié entre les valvules V-5 i V-6 havia
d’estar plena de mostra. Aquesta distancia de tub és la que marca el volum desitjat
que es vol guardar en un tub a 4 °C.

Es va comprovar la fiabilitat del sistema observant la densitat optica d'una
mostra extreta amb el sistema i una mostra directa del fermentador. El resultat va
ser totalment comparable. Més contretament, la desviacié estandard residual (RSD)
entre mostres era en tots el casos menor al 6 %.

L'Gnic que s’ha de tenir en compte en sistemes com aquest és netejar
automaticament tot el circuit cada vegada que es treu mostra i passar durant
llargues estones aire per arrossegar el possible liquid que hagi pogut quedar a les
parets, per evitar una posterior contaminaci6 de la mostra amb una mostra
anterior.

172



RESULTATS | DISCUSSIO

El periode maxim d’extraccié és inferior als 15 minuts, prou rapid per a la
majoria de processos biolodgics d’aquest tipus. En aquest treball s’ha utilitzat amb
un periode de dues hores, sent totalment suficient per veure l'evolucié de les
principals variables que es segueixen.

Temps
total
(min:s:ms)

Temps

: Element Posicio Descripcio
Parcial

Bomba peristaltica ON Introduccié d’aigua
Valvula V-3 Oberta esteril per la conduccio
R fins a la botella de
Valvula V-6 Oberta purga.
Bomba peristaltica OFF Es para l'entrada
Valvula V-3 Tancada d’aigua i s’introdueix
. aire de linia a pressio
Valvula V-2 Oberta per arrossegar (E-)I liquid.
Valvula V-2 Tancada Es para I'entrada d’aire
i s'obre la valvula del
Valvula V-4 Oberta fermentador per
extreure la mostra.
Valvula V-4 Tancada Es tanca la valvula de
Valvula V-6 Tancada mostreig i s'impulsa
Valvula V-5 Oberta amb aire la mostra cap
Valvula V-2 Oberta al col-lector de mostres.
Bomba peristaltica ON S’introdueix aigua i es
Valvula V-3 Oberta gira el col-lector omplint
Valvula V-2 Tancada un nou tub amb el
Col-lector mostres | Gir (nou tub) liquid de neteja.
Bomba peristaltica OFF S’atura lI'entrada d'aire i
Valvula V-3 Tancada s'introdueix aire al
Valvula V-2 Oberta circuit.
Valvula V-5 Tancada
Valvula V-6 Oberta S’obre el circuit cap a la
Valvula V-2 Tancada purga i es neteja amb
Bomba peristaltica ON aigua esteril.
Valvula V-3 Oberta
Bomba peristaltica OFF
5 minuts Valvula V-3 Tancada
Valvula V-2 Oberta
Valvula V-2 Tancada Es para l'aire i es deixa

5 minuts . un nou tub preparat per
Col-lector mostres Gir (nou tub) la nova mostra.

00:00:000

2 minuts

S’arrossega tot el liquid
amb aire.

Taula 4.9. Sequéncia temporal d’ esdeveniments portats a terme automaticament per a
I’ extraccié de mostres.

Tot aquest dispositiu treballa independentment de la resta de I'equipament

del fermentador, facilitant aixi que la seva connexié i desconnexié no alteri el
funcionament global del procés.
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4.2.4. PROGRAMARI DE MONITORITZACIO | CONTROL
Luccid

Un dels grans esforcos realitzats en aquest treball ha estat el disseny i
escriptura d’un programari especific per a la monitoritzacié i control del bioprocés.
La principal funcié d’aquest és enregistrar el seguiment temporal de les diferents
variables del procés, aixi com a partir d’aquestes controlar el procés segons les
directrius marcades per l'usuari.

Es va decidir, des d’un bon principi, realitzar |'adquisici6 de dades de les
diferents variables mitjancant I'ordinador, aprofitant la poténcia que oferia en
rapidesa i versatilitat. Tots els equips amb els quals s’havia de connectar ja
disposaven d’una sortida digital, simplificant aixi I’'esfor¢ a realitzar ja que no calia
emprar cap tipus de conversor analogic/digital.

Una segona decisié important era escollir quin tipus de plataforma es feia
servir per realitzar el programari que gestionés la fermentacié. En primer lloc, calia
escollir entre la utilitzacié d'un programari comercial o pel contrari escriure el
programa des del seu inici amb un llenguatge de programacié determinat.

Fent un analisi de les diferents possibilitats que oferia el mercat es va veure
gue la millor opcié pel que fa a plataformes comercials, que estalviessin gran part
de l'esfor¢c de programacid, era LabView® (National Instuments corporation,
Austin,USA). El principal avantatge d’aquest programa era la facilitat amb qué es
podia configurar un entorn grafic per monitoritzar la fermentacié. No obstant aixo,
tot i la flexibilitat que oferia aquest programari es va creure que en algun moment
no es podria fer el que es desitgés per la manca d’eines subministrades pel paquet
comercial. Per exemple, el control sobre la comunicaci6 amb els ports de
I'ordinador, que per alguns dels equips no és estandard.

Aixi doncs, es va optar per realitzar el programa des de l'inici emprant un
llenguatge de programacié que permetés més llibertat a I'hora de realitzar les
tasques més o menys complexes, tot i ser |I'opci6 més laboriosa. Previament es
tenia experiéncia amb el llenguatge C per programar sobre MS-DOS (Microsoft,
USA), perd es va creure necessari utilitzar-ne un capac de fer-ho en entorn grafic,
més modern i facil d'utilitzar per I'usuari final.

Un cop es tenia clar quin era el perfil de programari que es desitjava calia
escollir el llenguatge amb el que s’havia de fer. L'experiéncia prévia que es tenia
amb el llenguatge C, orientava la solucié per utilitzar la programacié en entorn
grafic del mateix llenguatge, el Visual C+. Pero, durant el primer contacte amb
aquest es va veure que tot i tenir alguna similitud amb el seu antecessor
(llenguatge C), l'esfor¢ d'aprenentatge que s’havia de realitzar era el mateix que
comencar de nou amb qualsevol d’altre de caracteristiques similars.

En aquest moment, es van avaluar les principals caracteristiques de les
diferents opcions de llenguatges de programacid. Rapidament va sorgir amb forca
la possibilitat de realitzar el programari en Visual Basic®, que combinava poténcia,
flexibilitat i senzillesa de programacid. Altres llenguatges com el Visual C+
permetien un millor control del flux del programa pero, en conseqliéncia, un elevat
augment en la complicacié de la programacié.

Finalment, i basant la decisié en gran part per reduir al maxim el periode

d’aprenentatge necessari per realitzar una aplicacid de les caracteristiques que es
necessitava es va optar per utilitzar el Visual Basic®.Més concretament es va

174



RESULTATS | DISCUSSIO

utilitzar I'entorn de Microsoft Visual Basic 6.0® amb el qual es podien crear
programes en entorn Windows® de 16 o 32 bits sense la necessitat de conéixer el
funcionament de baix nivell d’interaccio entre I'aplicacid i el sistema operatiu.

Esquema general

La primera tasca a realitzar va ser dissenyar fisicament l'esquema de
muntatge. Atés el nombre d’equips periferics amb qué s’havia d’establir
comunicacié, es va decidir separar fisicament les tasques a realitzar en dos
ordinadors. Un primer, que es va anomenar PC1l, dedicat exclusivament a la
comunicacié amb tots els equips (Figura 4.41), amb |'Gnica funcio de recopilar totes
les dades i posteriorment enviar-les, via TCP/IP, a un segon ordinador, de nom
PC2, on s’havia de realitzar la resta de tasques de monitoritzacié i control. Per tant,
per cadascun dels ordinadors es va de dissenyar un programari especific per les
funcions per les que s’havia destinat.

Les especificacions tecniques del material informatic necessari per portar a
terme aquesta tasca estan detallades al apartat 3.1.

10 %

e

CONTROLADOR
DE PRESSIO

@R [=]

ANALITZADOR DE GASOS

(MONITORITZACIO
| CONTROL)

RS-422
o ¢}

FERMENTADOR
B.BRAUN BIOSTAT ED

Methanol sensor

ON OFF J
e o .
[¢] o

PTI INSTRUMENTS
SENSOR DE METANOL
MC-168

MICROBURETA
AUTOMATICA 1
€ VOILYWOLNY
V.134N9OdIIN

MICROBURETA
AUTOMATICA 2

Figura 4.41. Esquema de les connexions entre els ordinadorsi la resta d’ equipament per
portar aterme la monitoritzacié i control del bioprocés.

Si es mostra aquest esquema segons la posicid jerarquica que ocupa
cadascun dels elements (Figura 4.42), es pot apreciar quines sén les funcions de
cadascun dels programaris.

El programari de monitoritzacié i control situat a la part superior de
I’estructura jerarquica, reuneix tota la informacié provinent tant de I’'adquisicié en
linia com de l'analisi externa de les variables no monitoritzades. Les fletxes de
connexid entre els diferents blocs indiquen la direccié de transferéncia.
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A partir del processament d’aquestes dades, i segons les directrius marcades
per l'usuari, s'actua sobre les consignes d’algunes de les variables i sobre el cabal
d’alimentacié de substrats.

‘ Programari de Monitoritzaci6 i control ‘ ‘

v

Programari de Comunicacions H—l

“OFF-LINE”

“ON_LINE”

Analisis de mostres
“off-line”

Fermentador

Y

Equip de mesura i
control de pressi6

+ A

Equip d'analisi de

Equip de mesura de Microburetes
metanol d’addicio

Sistema automatic de

gasos presa de mostres

\/ Y

Procés de Fermentacio

Figura 4.42. Esgquema jerarquic del programari de monitoritzacid i control.

iteris d .

La programacié de sistemes d’aquest tipus no és senzilla, per tant és

important des d’'un bon

inici seguir les mateixes pautes i metodologia de

programacié. En aquest cas, s’han seguit les segients directrius amb la intenci
d’obtenir un programari alhora robust, versatil i eficac.

-
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Menor consum de temps. Tot i que avui en dia no sol haver-hi
limitacions de maquinari (“hardware”), el procés de comunicacio i
posterior comprovacié amb alguns equips consumeix forca temps. Cal
optimitzar el codi per tal de que les subrutines que realitzin la funcid
per la qual estan destinades, ho facin en el menor temps possible.

Identificacié dels errors. Ha de ser capag¢ d’identificar el possibles
errors i indicar-ho a l'usuari en forma d’alarma perqué es solucioni el
més rapid possible i en el cas que sigui possible, no aturar el flux
normal del programa. El sistema ha d’estar protegit per la possibilitat
de captura de dades erronies. Per tant, cal validar les dades d’entrada i
sortida per comprovar si estan dins el rang del senyal desitjat.

Restauracié automatica. El sistema ha de ser capag de posar-se en
marxa automaticament davant d’una possible errada (tall de corrent,
etc..) i continuar, sense canvis respecte les tasques que s’estaven
realitzant anteriorment. Cal doncs, la creacié d’un fitxer amb tota la
configuracio i que s’actualitzi constantment.

Comprovacio. S’ha de testejar el sistema sota diferents situacions i
veure si la seva resposta és favorable. Sobretot comprovar que la
freqliencia amb qué es realitzen el processos és la desitjada pel
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programador i que en cap moment es produeixen endarreriments
importants.

» Programacié modular. S’ha de programar de forma modular i clara,
incloent nombrosos comentaris en el codi per facilitar la tasca al
programador. Els diferents moduls han de realitzar tasques molt
especifiques i senzilles. La repeticid de codi és totalment
desaconsellable i només s’ha de permetre en casos puntuals.

» Estructuracio. Cal ordenar de forma jerarquica els diferents moduls,
facilitant aixi la introduccié de codi nou i que el programari sigui el més
flexible possible.

- . .

Uns dels apartats importants a conéixer abans de comencar la tasca de
programacié son els protocols per establir la comunicacié entre els diferents equips.
No s’esta parlant del tipus de connexid fisica entre ells, explicada a l'apartat 1.6,
sind quina és i com cal interpretar la informacié enviada/rebuda. Es tracta doncs,
de com interpretar les cadenes de nimeros o text transmeses entre els equips.

Normalment, les empreses dissenyen un protocol especific per cada aparell i
algunes vegades empren parcialment protocols estandard. En ambdds casos
acostumen a incloure tota aquesta informacid en el manual d’instruccions de
I'equip.

A continuacio es detalla el protocol usat en la connexié entre l'ordinador i
cadascun dels equips emprats en el sistema.

Comunicacié PC1 — Equip de mesura de metanol (MC-168).

La comunicacié es fa mitjancant el port série de l'ordinador utilitzant la
connexié de tipus RS-232 i de manera bidireccional, on I'equip de mesura resta a
I’'escolta per respondre les peticions que s’envien des del PC. Només cal enviar un
“0” pel port série i la resposta de I'equipament és una cadena de text on s’indica el
valor en voltatge del sensor de mesura. Aixi doncs, el pas del valor de voltatge a
concentracié de metanol (g-1"') cal fer-la posteriorment I'ordinador.

Comunicacié PC1- equip de pressio.

La comunicacidé és de tipus bidireccional via RS-485 utilitzant I'estructura del
protocol de comunicacié estandard Modbus a través d’un dels ports configurables
de la tarjeta PCL-746 (Veure apartat 3.1).

Tota la comunicacié es realitza en notacié hexadecimal, seguint de forma
ordenada la seglient estructura:

Direccio, funcié, parametre_a, parametre_b, parametre_control

Direccio — Atés que aquest tipus de connexié (RS-485) permet la col-locacio
de diferents equips en série utilitzant la mateixa linia, cal que el primer valor de la
cadena que s’envia indiqui a quin equip va dirigit. En aquest cas només hi ha el
controlador de pressid, per tant, com a primer valor sempre s’enviara un “1” (en
hexadecimal).
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Funcié — Aquest valor serveix per indicar la funcié a realitzar, per exemple,
si es volen llegir les dades o canviar alguna consigna. En aquest cas només
sutilitzen la funcié amb valor 3, per a la peticido de dades i la de valor 6, per fer el
canvi d’alguna variable. En tots dos casos s’envien les peticions des del PC cap a
I’equip, aquest realitza l'accid i finalment respon.

Parametre_a i parametre_b — El significat que tenen aquests valors
depén directament de la funcié seleccionada. Per exemple, si es fa una peticié de
dades des de I'ordinador s’ha d’enviar la seglient informacio:

13050

On s’indica primer la direccié de I'equip (“1”), seqguit del valor de la funcié de
peticio de dades (“3”), i en aquest cas el parametre_a i b indiquen que es desitja
rebre les primeres 50 variables.

Cadascuna de les variables, consignes o parametres de configuraciéo de
I’equip té assignat un namero que el diferencia respecte la resta. En aquest treball
només s’han emprat els seglients:

Variable
pressio
Kp
Ti
Td

Taula 4.10. Assignacié numérica de les variables
de |’ equip de pressio segons el protocol de comunicacio.

Aixi doncs, en el cas que es volgués canviar el valor de la Kp per 25, la instruccid
que caldria enviar en hexadecimal seria: 1 6 10 25

Parametre_control - Com és comU en molts protocols de transmissio de
dades, s’afegeixen alguns valors o caracters més al missatge que serveixen per
comprovar que les dades enviades han estat rebudes correctament. Aquests valors
son normalment funcidé del valor numéric del missatge, i tant I'equip com el PC en
rebre la informacié han de comprovar que aquest valor és correcte abans de
processar la informacié. Aquest mecanisme evita possibles pérdues i errors en el
missatge.

En el cas que ens ocupa, el protocol modbus utilitza un vector predefinit de
valors hexadecimals amb tantes posicions com possibles valors pot tenir cadascun
dels parametres. Cadascun dels valors hexadecimals del missatge indiquen una
posicié d’aquest vector. Els valors numeérics assignats a aquestes posicions del
vector sén sumats, conformant aixi el valor final del parametre de control.

Comunicacio PCl-equip de gasos.

Per a la transmissié de dades entre el PC i aquest equipament s’utilitza un
dels ports serie configurables de la targeta PCL-746 amb connexi6 de tipus RS-232.
La comunicacié és unidireccional, sent l'equipament que envia automaticament
cada dos segons (freqlieéncia configurable des de I'equip) una cadena de text amb la
data, hora actual juntament amb les concentracions d’O, i CO, en percentatge. En
aquest cas no s’inclou cap valor de comprovacié al final, només a l'inici hi ha uns
caracters “#MS"” que indiquen l'inici de la cadena.
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La cadena de text és doncs del tipus:
“#MS 01.09.04 12:30:19 21.146 0.042"

Tot aquest missatge és tractat posteriorment, i es fragmenta en els diferents
trossos, convertint el text en valors numeérics.

Comunicaci6é PC1- fermentador.

Comunicacioé bidireccional de tipus RS-422 entre la DCU (Digital Control
Unit) del B. Braun Biostat ED amb el port de la targeta Opto 22 AC24AT (Temecula,
USA). A part de rebre tota la informacid dels valors de les variables mesurades pel
fermentador, es poden modificar parametres de control i consignes de les variables
més importants. El protocol de comunicacié és especific per tots els equips de la
marca comercial B.Braun.

Comunicacioé PCl-microburetes.

L'enviament de dades entre les microburetes és forca senzill. Emprant un
port série per aparell, en tots el casos es tracta d’'una connexid tipus RS-232. La
comunicacié és unidireccional del PC cap a l'equip, on s’envia una cadena de text
I’equip que conté la informacié necessaria per a l'actuacio. La comanda enviada
consta de quatre parts, havent-hi una primera on s’indica el nimero d’equip dins la
mateixa linia de comunicacid. Si es tracta de I'Unic equip dins la mateixa linia de
transmissié de dades, només cal enviar un “00”.

En segon lloc, la posicié de la valvula de 3 vies situada a la part superior de
la xeringa. Aquesta comunica la xeringa amb els dos canals, el d’entrada (per
carregar la xeringa de substrat) i el de sortida (connectat amb el fermentador).
Enviant una “I” es connecta amb el corrent d’entrada i amb una “O” amb el de
sortida.

I finalment s’indica la direccié de I’émbol (si expulsa o aspira liquid) seguit
del nombre de passos a realitzar en aquesta direccid. Enviant una “*D” s’impulsa cap
a l'exterior i amb una “P” s’aspira, carregant aixi la microbureta de substrat. El
nombre de passos del motor indica el desplagament i és independent de la xeringa
que se li pot col-locar (0.5,1,2.5,5,10 ml). Per tant, és necessari calcular
previament, segons el volum a addicionar i el volum de xeringa, quants passos s'ha
de moure el motor. El recorregut d’aquest motor pas a pas és de 2500 passos,i per
evitar problemes de precisié s'aconsella no realitzar moviments de menys del 5 %
d’aquest valor. El nombre de passos es calculara segons la formula:

P passos = Volum a add|C|o.nar 2500 eq. 4.2
Volum de la xeringa

Per exemple, si es vol dispensar cap al reactor 500 ml amb una xeringa de
1000 ml, cal enviar la comanda “NOOOD1250”. L'ordre de les comandes dins la
cadena final de text és important.

Comunicaci6 entre PC1 i PC2.

La comunicacié entre els ordinadors es realitza via TCP/IP. La utilitzacid
d’aquest comunicacié per Ethernet permet que l'ordinador de control pot estar
fisicament localitzat a qualsevol altre punt on es disposi d’aquest tipus de connexio.
Només cal una connexié a internet (de banda ample) per aconseguir controlar i
monitoritzar el procés. S’utilitza el port 1001 per establir I’'enllac entre els dos
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programaris, i el PC1 sempre esta a |'escolta per contestar el missatge rebut del
PC2.

Per l'intercanvi d’informacido entre els ordinadors s’ha creat un protocol
especific que permet un control en el flux de dades agil i sequr. Aquest esta inspirat
en la transferéncia de dades entre la DCU del fermentador amb un ordinador. Es
basa senzillament en una cadena de text formada per una seqliéncia numeérica
ordenada seguint la segilient construccié:

opcid:valor: opcid:valor: opcid:valor:@checksum$

El valor de l'opcid pot descriure la tasca a realitzar o indicar quina és la
variable. El valor que segueix I'opcié indica en el cas que sigui una tasca l'activacié
(1) o la desactivacio(0) d’aquesta, i en el cas d’una variable, conté el seu valor.

Aixi doncs, s’ha assignat un numero especific per a cada tasca i variable,
com es mostra a la taula 4.11.

En darrer terme s’inclou el “checksum”, que és un valor numeric de
comprovacié per garantir que el missatge arriba al seu desti correctament i sencer.
Aguest s’inclou al final de la seqiéncia i es calcula com la suma del valor decimal de
cadascun dels caracters utilitzats en codi ASCILI.

Aguest estandard codifica I'equivaléncia en bits de tots el niumeros, lletres i
simbols especials, ja que és |'Unica forma en que es poden processar per un
ordinador. En una estructura de 8 bits (byte) és possible representar 256
combinacions diferents on s’hi ha assignat un caracter a cadascun d’ells. Per
exemple la lletra “A”, es representa en forma binaria com “01000001", i la "Z"
equival a "01011010", on el seus equivalents en notacié decimal s6n 49 i 90,
respectivament.

Aixi doncs, per calcular el valor de comprovacié (“checksum”) d‘una
seqléncia senzilla com “1:1:” on el PC2 fa una peticié de dades al PC1, s’ha de
sumar l’'equivaléncia de cadascun d’aquests valors en ASCII (*1”"=49 i “:”"=58). Per
tant, seria 49 + 58 + 49 + 58 = 214, i construint la cadena de text a enviar
“1:1:@214%". El “checksum” és inclos a la cadena de text just abans d’enviar-la i
és el primer que es comprova al rebre-ho per part de l'altre ordinador. En el cas
que el valor enviat del “checksum” no coincideixi amb el valor calculat a I'arribada,
no es processa la cadena de text i s’envia un missatge d’error.

A la taula 4.11 es descriuen les diferents opcions i el rang de valors dins el
gual poden oscil-lar. Les opcions numerades de I'1 al 5 sén instruccions a realitzar i
la dada que els acompanya sempre és el valor de la unitat.

Numero
opcio

Tipus de
dada

Peticié dades al PC1 Logica

Peticié consignes i valors control al PC1 Logica

Borra base dades de PC1 Logica

Inicialitza hora fermentacié al PC1 Logica

Error en el missatge enviat Logica

Activacié control Temperatura Logica
Consigna Temperatura Real

Activacid control agitacio Logica
Consigna Agitacié Real

Activacié control Oxigen dissolt Logica

Descripcio Unitats
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Consigna Oxigen dissolt
Banda morta Oxigen dissolt
Kp Oxigen Dissolt
Ti Oxigen Dissolt
Td Oxigen dissolt
Activacié control pH
Consigna pH
Banda morta pH
Kp pH
Ti pH
Td pH
Activacio control Cabal d'aire
Consigna Cabal d'aire
Cabal d’aire minim
Cabal d’aire maxim
Activacié control Pressié
Consigna Pressid
Kp Pressio
Ti Pressio
Td Pressio
Activacié Microbureta de Metanol
Freqliencia Addicié Metanol
Cabal Addicié Metanol
Activacid Microbureta de Glicerol
Freqléncia Addicid Glicerol
Cabal Addicié Glicerol

Taula 4.11. Protocol d’intercanvi d’informacio entre PC1 i PC2 via TCP/IP.

Davant la possibilitat de rebre dades en el format correcte pero il-ldgiques
pel que fa al procés, per exemple una temperatura negativa o una velocitat
d’agitacio superior als 1500 rpm, s’ha establert un rang dins el qual la variable té
un valor coherent. Valors fora del limits marcats son ignorats i s’envia un missatge
d’error (opcié 5) a l'ordinador que ha enviat la cadena de comandes erronia.

També han estat contemplades situacions on s’ha de fixar un valor maxim i
minim d’alguna variable (Ex. El cabal d’aire) que tot i posar valor dins el rang, es
possible cometre l'error de fixar el valor del minim superior al del maxim. El
programa abans d’enviar les dades a l'equip corresponent revisa totes aquestes
possibilitats, avisant del possible error sense parar el flux normal del programa.

Tot i utilitzar un llenguatge de programacié que permet la programacioé en
multitasca (que es realitzin varies tasques al mateix temps) el cos principal del
programari de comunicacions (PC1) es va realitzar de forma seqiencial. D'aquesta
forma es pot mantenir un major control sobre el flux del programa, minimitzant el
risc d’errors.
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: i de Monitori | (PC2}

Caracteristiques generals

Aquest programari s’ha desenvolupat integrament en Visual Basic i ocupa,
jerarquicament, l'esgladé més alt de l'arquitectura del sistema. S’encarrega de
recopilar, gestionar i controlar tots el parametres i processos de la fermentacid.

Les principals tasques d’aquest programari son:

» Monitoritzacié de les variables en linia i seguiment de les variables “off-
line” del procés.

Gravacio de tota la informaciod relativa a la fermentacié en una base de
dades.

Centralitzacié dels controls sobre el procés.

Control sobre la variable clau del sistema, la concentracié de metanol.
Calcul en linia d’algunes variables d’intereés.

Estimacié de variables segons un model de mesura.

yvywvey

Un dels primers passos a realitzar en escriure el programari va ser definir en
detall totes les variables a tractar segons I'esquema proposat. A la taula 4.12, es
presenta una relacio de totes les variables de les quals es fa un seguiment continu,
les unitats de treball i el rang de mesura. Algunes d’elles perd, no s6n mesurades
directament ja que sén deduides a partir del calcul o combinacié d’altres, com
poden ser la CER, OUR o RQ. D'altra banda, algunes altres variables sén estimades
a partir de models que relacionen la seva evolucié amb la d’una altra variable.
Aguest és el cas de la biomassa, velocitat especifica de creixement o concentracio
de glicerol i metanol estimada.

A partir de la mesura en les mostres extretes, s’obté puntualment el valor
d’'una série de variables que s’utilitzen per confirmar el valor mesurat en linia (en el
cas del metanol) o per rectificar la tendéncia del model de mesura que les estima
(biomassa, glicerol). Aquestes variables son:

» Biomassa
» Concentracié de metanol
» Concentracio de Glicerol
» Activitat lipolitica

El seguiment d’aquestes variables mesurades externament també es realitza
en el programari. Com es veura posteriorment tota aquesta informacid es
recopilada en un mateix entorn per poder visualitzar i detectar de forma rapida i
clara canvis o problemes durant el cultiu.

Conegudes les variables de treball, s’ha definit també quines d’aquestes han
de mantenir-se constants segons la consigna marcada per |'usuari. A la taula 4.13
es detallen els controls i les seves principals caracteristiques. El tipus de control es
refereix a l'algorisme matematic emprat pel controlador amb l‘objectiu de mantenir
el valor d’operacié el més proper a la consigna possible.

L'apartat de gestio del control es refereix a |'aparell que fisicament realitza
aquest control. Pel que fa al sensor es descriu quin és el model d’aquest amb el
gual es realitza la mesura. I per ultim també s’indica sobre quina variable s’actua
per tal de controlar la variable desitjada.
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Descripcio

Temperatura

°C

Temperatura del cultiu

Agitacié

pm

Velocitat d’agitacid

pH

pH

Oxigen dissolt

%

Oxigen dissolt a la fase liquida.

Cabal d'aire

I-mint

Cabal d’aire d’entrada

Volum

Volum de liquid al fermentador

Acid

ml

Volum de acid addicionat
acumulat

Base

ml

Volum de base addicionat
acumulat

Antiescumejant

ml

Volum d’antiescumejant
addicionat acumulat

Pressio

%

Pressié a la capcalera del
fermentador

Concentracio CO,

%

Concentracio de dioxid de
carboni a la sortida de gasos
del bioreactor

Concentracié O,

%

Concentracié d’oxigen a la
sortida de gasos del bioreactor

Velocitat de
producci6 de CO,

Velocitat de produccié de dioxid
de carboni al cultiu (Carbon
Evolution Rate)

Velocitat de
consum d'O,

Velocitat de consum d’oxigen al
cultiu (Oxigen Uptake Rate)

Quocient
respiratori

Quocient respiratori
(CER/OUR)

Concentracio de
Biomassa

Concentracio de biomassa.

Velocitat
especifica de
creixement

Velocitat especifica de
creixement

Metanol
addicionat

Metad

Cabal de metanol d’alimentacio

Metanol Analitzat

Metana

Concentracié de metanol al
medi.

Metanol estimat

Metest

Concentraci6 estimada de
metanol al medi.

Glicerol
addicionat

Gliad

Cabal de glicerol d’'alimentacio

Glicerol Estimat

Glicest

Concentraci6 estimada de
metanol al medi.

Taula 4.12. Variables de seguiment continu des del programari.

Les variables del fermentador com temperatura, agitacié, pH, o oxigen
dissolt es controlen des de la DCU (Digital Control Unit) del mateix aparell. El
mateix passa amb el control de la pressid6 que funciona independentment del
programa. Aquest Unicament s’encarrega d’activar o desactivar-lo, canviant les
consignes o el valor dels parametres de control. D’aquesta manera s’assegura que
un problema als ordinadors no provoqui la parada del sistema, sind que aquest
segueixi funcionant amb els Ultims parametres marcats.
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Temperatura

Tipus de control

PID

Gesti6 del control

DCU B.Braun Biostat ED

Sensor

Tipus PT-100 (Metler Toledo, Kiisnacht, Suissa)

Variable manipulada

Temperatura de l'aigua del serpenti intern del reactor.

Agitacio

Tipus de control

PID

Gestid del control

DCU B.Braun Biostat ED

Sensor

Tacometre intern

Variable manipulada

Voltatge al motor d’agitacié

Oxigen dissolt

Tipus de control

PID

Gestio del control

DCU B.Braun Biostat ED

Sensor

(Metler Toledo, Kisnacht, Suissa)

Variable manipulada

Cabal d’aire d’entrada

pH

Tipus de control

PID

Gestid del control

DCU B.Braun Biostat ED

Sensor

(Crison, Alella, Espanya)

Variable manipulada

Cabal d’addicié d’acid i base

Pressio

Tipus de control

PID

Gestid del control

Samson TROVIS 6496

Sensor

Phoenix Contact MCR- P/U/I-0-1000/DC
(Blomberg, Alemanya)

Variable manipulada

Obertura de la valvula pneumatica Samson 3510

Concentracié de Metanol

Tipus de control

Seleccionat per |'usuari (PI,PI adaptatiu, etc..)

Gestid del control

Programari de monitoritzacié i control — PC2-

Sensor

MC-168 (PTI Instruments, Kathleen, USA)

Variable manipulada

Cabal d'alimentacié de Metanol

Taula 4.13. Variables controlades del procés.

Estructura del programari

Des d’un bon inici s’ha intentat realitzar el programa de forma modular,
independitzant les principals tasques unes de les altres. Es des del programa
principal que es van cridant de forma seqliencial els diferents moduls segons les
necessitats del programari.

La base de dades és responsable d’emmagatzemar ordenadament tota la
informacié relativa a la fermentacid. Enregistra des dels valors de les principals
variables fins observacions sobre el cultiu. També permet la consulta en linia
d’aquestes dades per poder mostrar graficament a l‘usuari l'evolucido d’alguna
d’aquestes variables. Gracies a la facil interconnexié del Microsoft Visual Basic amb
el Microsoft Access (especific per realitzar bases de dades), es possible realitzar les
tasques de gravacio, indexacio i consulta de forma rapida i eficag.

La modelitzacié, com s’explicara més detalladament en capitols posteriors,
s’utilitza per estimar algunes variables davant de la impossibilitat de mesurar-les en
linea. Per realitzar aquests calculs s’aprofita la poténcia del programari comercial
MATLAB (The Mathworks, Natick, Massachusetts, USA). Es tracta d’'un llenguatge
d’alt nivell especial per a la computacidé matematica avangada. El programa de
control i monitoritzaci6 fa una crida al MATLAB per realitzar els calculs de
modelitzacié pertinents i aquest retorna els resultats.
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‘ BASE DE DADES ‘

CALCUL EN LiNIA DE )
VARIABLES DEL PROCES | ® > MODELITZACIO
GESTIO DEL TEMPS CALIBRATGE DEL
SENSOR DE METANOL

Y

GESTIO DE VARIABLES PROGRAMA GESTIO DEL CONTROL DE
OFF-LINE P oncipAl | LES PRINCIPALS
VARIABLES
FITXER DE COMUNICACIO

PROGRAMARI DE

SENRICHINACIS COMUNICACIO (PC1)

MONITORITZACIO
GRAFICA

Figura 4.43. Moduls principals del programari de monitoritzacio i control.

En el fitxer de configuracié es guarden totes les opcions que l'usuari ha
definit durant la fermentacid. Si accidentalment (tall de corrent, etc..) es para
I'ordinador, en reiniciar-se novament es carrega el fitxer de configuracié amb les
mateixes caracteristiques anteriors.

Variables com la CER, OUR o RQ sén calculades en linia a partir d'altres
mesures. En ser calculs senzills, es realitzen internament en el programari sense la
necessitat d’accedir a cap programari especific de calcul numeric, com es fa amb la
modelitzacié.

A la figura 4.44 es presenta de forma simplificada el diagrama de flux del
programari de control i monitoritzaci6. Com s’ha comentat anteriorment, la
programacié és sequliencial, no es realitzen dues tasques al mateix temps per evitar
conflictes entre elles, ja que algunes d’elles empren valors comuns.

Després de realitzar les tasques d'inicialitzacié, es comproven la transmissio
de dades via TCP/IP i es restauren el sistema en el cas que la fermentacid ja estigui
en marxa, es comencen les tasques ubicades al bucle principal. Cada 20 segons es
realitzen seqlencialment funcions que van des de l'‘adquisici6 de dades, la
monitoritzacié grafica o la gravacié d’aquestes a la base de dades. Aquest procés es
repeteix infinitament fins que l'usuari no I'atura expressament.
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INICI PROGRAMA

v

INICIALITZACIO DE LES VARIABLES DE TEMPS

v

INICIALITZACIO VARIABLES DE PROCES

v

LECTURA DEL FITXER DE CONFIGURACIO

v

RESTAURACIO DEL SISTEMA

v

ACTIVACIO DELS CONTROLS

v

INICIALITZACIO PORT TCP/IP

v

COMPROVACIO COMUNICACIO TCP/IP

v

» LECTURA DADES TCP/IP ‘

v

CALCUL DE VARIABLES DE PROCES

v

ESTIMACIO DE VARIABLES | PARAMETRES

v

‘ MONITORITZACIO ‘

v

CONTROL DE LA CONCENTRACIO DE METANOL

CADA 20 SEGONS ¢

CANVI DE CONSIGNES | PARAMETRES DE CONTROL

v

ENVIAMENT INSTRUCCIONS
PROGRAMARI COMUNICACIONS (PC1)

v

ACTUALITZACIO DEL FITXER DE CONFIGURACIO

v

GRAVACIO DADES A LA BASE DE DADES

v

ACTUALITZACIO DEL TEMPS

Figura 4.44. Diagrama de flux del programari de
control i monitoritzacio.
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Interficie Grafica

Pantalles inicials. En arrencar l'ordinador, s’activa directament el
programari (figura 4.45), que espera durant 20 segons que |'usuari decideixi si vol
comengar una nova fermentacié. En el cas que es premi el boté de continua
fermentacio o s’exhaureixi el temps, el sistema accedeix al fitxer de configuracié de
la fermentacido actual (o que estava en procés) i restaura les opcions triades
anteriorment per l'usuari. D’aquesta forma s’aconsegueix que qualsevol problema al
programa o tall de corrent no signifiqui la parada del programari, i en conseqiiéncia
I'aturada del control.

= Prygrams de menfonbesos pooskrel | BIAUS BIOSTAT E il

™ Simulacid Fermentacd Actual: Lip2o20a04

Continuacié automdtica de la fermentacié actualen: 165
—— T

Fdcrei Fﬁ'l‘l‘lﬁl‘lﬂ.l:l:ll Caindinis e nisci I

Figura 4.45. Pantallainicial en arrencar el programa
de monitoritzacio i control.

Des d’aquesta pantalla inicial també es permet triar I'opcié de simulacio, on
en el programa funciona desvinculat de tot el sistema utilitzant uns valors ficticis
per les variables. Aquesta opcié és emprada a I’'hora de testejar noves subrutines al
programa, quan no s’esta realitzant cap fermentacio.

En el cas que es vulgui comengar de nou un cultiu, cal prémer el botd de
nova fermentacio (Figura 4.46) i seguidament introduir el nom que la identifica.

= Prygrams de menfonbesos pooskrel | BIAUS BIOSTAT E il

™ Simvulacid Fermentacd Actual: Lip2o20604

Continuacié automatica de la fermentacié actualen: 14 5
—— T

rom cs |s micess ismmentecia
|Fh."r11 (5 Cominua ¥z |

Figura 4.46. Introduccio del nom a la pantalla inicial
per comencar un nou cultiu.

En continuar el procés s’obre una nova pantalla grafica destinada a recopilar
informacié inicial necessaria per arrencar la nova fermentacié (Figura 4.47). Es
demana a l'usuari que indiqui les principals caracteristiques de la fermentacié com
son el tipus de soca, medi, cultiu i reactor utilitzat, i se li facilita un espai per si vol
complementar aquesta informacié amb alguna observacio.

Seguidament s’introdueixen els valors de les concentracions inicials de dioxid
de carboni i oxigen que s’utilitzaran com a referéncia per calcular la produccié i
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consum d’aquests components respectivament. També cal introduir el volum total
amb el qual es comenga el cultiu, aixi com la concentracié inicial de glicerol i de
biomassa (mesurats préviament “off-line”).

T Fementacio: FmmL0s

Soca | Mut+ Multicopy =

Medi utiitzat | INviTogen |
Tipus de cultiu | Fed-batch Glicerel + Metanol -

Reactor utilitzat | Biostat ED .5 L |

Observacions:
lindoul proree de Mestock congelat & -B0° C oel fetrer ce 2004

‘Walors nicials
Composicid aire denirada

go,] 004 g, [ 2090 g

Bionassa Indckal | 12 giL
Volumnicial | *%  Litres
Glicerol Inichal | 102 giL

Figura 4.47. Pantalla d'introducci6 dels valorsii
informacio inicial en comencar un nou cultiu.

Introduits tots aquests termes ja s’accedeix a I'entorn grafic amb qué es fara
el seguiment i control al llarg del cultiu.

Pantalla principal.

Per facilitar l'accés, per part de l'usuari, a tota la informacié i opcions
contingudes en el programa s'han separat les diferents tasques en diverses
carpetes dins de la mateixa finestra grafica. Els Unics elements que es mostren
independentment de la carpeta, son la barra d'informacié situada a la part inferior
de la pantalla i I'indicador d’operativitat situat al marge superior dret (Figura 4.48).
Mitjancant les continues pampallugues d’un petit grafic animat en forma de sirena
es pot conéixer si el sistema esta funcionant correctament o pel contrari si esta
bloquejat (quan no hi ha moviment del grafic animat).

La barra inferior, amb la mateixa funcié que I'emprat pel programari de
comunicacié (PC1) esta subdividida en quatre parts, on s’indica el temps de
fermentacio, la hora i dia actuals i en un ultim requadre que s’utilitza per donar
missatges d’error o avis a l'usuari.

A continuacié es detallen les principals funcions de cadascuna de les
subcarpetes
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INICI > Realitzats els passos previs d’inicialitzacid, cal accedir en primer
lloc a aquesta pantalla per determinar el moment just en que comenca la
fermentacio (Figura 4.48). Fins que no es prem el botd de “comenga fermentacid”
el programa resta inactiu. D’aquesta forma es pot configurar tot el programa abans
de comencgar la fermentacid i en el moment de la inoculacid només cal accionar un
botd i el programa comenca realitzar totes les funcions de monitoritzacio i control.

(= itz altil =g
omdmbm
Gl iCs | maci | LAIES 0T ¥ |.I|k| l.ulllllul.l COHFNDL AN | OO lu: Anincii | Eﬁllb.l.'n'.il 1 umth.l l.unllnu..l.l_u.llul v
Control Fermentacis
rici Fermentacia | MOannod 10315
el Tranicis -.-i.:. SR T
Irmicl Fegbatch

Firal Fermeritesin

Guardar Confguracio

i ST a1 - S|

Figura 4.48. Vista general de |’ aparenca de la pantalla
principal on hi ha seleccionat la subcarpeta inici.

També s’indiquen els temps d'inici i fi de cada etapa de la fermentacio, que
son detectats automaticament per les diferents accions de I'usuari en el programa,
com es veura posteriorment.

Tot i que es guarda la configuracié automaticament en el cas que es canvii
algun parametre del programa, s’ha col-locat un botd per accionar manualment
aquesta funcio.

GRAFICS = En aquesta subcarpeta es realitza la monitoritzacié de les totes
les variables del cultiu. A la part superior de la pantalla es va actualitzant
continuament el valor d’aquestes a la seva casella corresponent (Figura 4.48).

Es pot seguir I'evolucié de cadascuna de les variables al llarg del temps amb
el grafic activant el boté de la variable desitjada situat a la part superior. Per
exemple, com es mostra a la figura 4.49, en prémer el requadre amb el titol “T”
simbolitzant la temperatura, es pot apreciar I'evolucié d’aquesta variable al llarg del
temps.
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Figura 4.49. Vista de la subcar peta de grafics on es pot observar
I’evoluci6 de les variables del sistema.

Com és logic, les diferents variables del sistema es representen a l'eix de les
ordenades en funcié del temps (eix de les abscisses). A cada variable se |li ha
assignat un color diferent i el rang amb qué pot oscil-lar.

Els dos eixos es poden configurar facilment per veure tant el periode de
temps com el rang de mesura desitjats. L'activacié del sistema “AUTO” en els dos
eixos permet que el programa s’encarregui de dimensionar-los automaticament en
funcid del rang de dades utilitzat. També es pot veure I'evolucié de la variable en
un interval predefinit per I'usuari utilitzant la funcié “interval” situada a cada eix.

Tot i aix0, les funcions de configuracié de I'eix més emprades sén les que
mostren les Ultimes hores de fermentacio (1 h,5 h,12 h,24 h,48 h 0 96 h) ja que es
pot veure rapidament la seva evolucié global només prement un boto.

Cal comentar que el grafic es redibuixa automaticament en actualitzar els
valors de les variables i que es poden mostrar més d‘una variable al mateix temps.

La gran versatilitat i senzillesa en la utilitzacié de les funcions grafiques
d’aquesta carpeta permeten veure rapidament i de diferents punts de vista
I’evolucié temporal de les diferents variables del sistema. Es imprescindible que un
programari de monitoritzacié disposi d’'una eina com aquesta, amb la qual es
puguin apreciar, en linia, I'evolucié de les diferents variables i en funcié d’aquestes
poder prendre les decisions corresponents.

DADES OFF-LINE = Per complementar la monitoritzacié de totes les

variables en linia s’utilitza una altra subcarpeta on l'usuari guarda, consulta i grafica
els resultats de les mesures fetes de les mostres extretes (Figura 4.50).
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Figura 4.50. Pantalla grafica on s'enregistren
lesvariables* off-line” del sistema.

Per tant, cada vegada que s’extreu una mostra, sigui de forma automatica
amb el sistema d’extracci6 o manualment, l'usuari apunta el dia i I'hora i
seguidament el valor de les mesures de densitat optica (biomassa), la concentracid
de glicerol i metanol, i I'activitat lipolitica.

Les dades es poden graficar individualment en prémer el botdé de cadascuna
de les variables situat al lateral esquerra de la pantalla.

CONTROL = Subcarpeta destinada a la gestié dels controls d’‘algunes
variables del sistema. Tots aquests controls funcionen de forma independent en
cadascun dels equips, des del programa pero, es poden activar o desactivar i
canviar els parametres de configuracid dels controladors (Figura 4.51).

Al requadre situat a la part superior esquerra és on es pot activar i
desactivar individualment cadascun dels controls. Cal assenyalar que dues de les
variables a controlar, I'oxigen dissolt i el cabal d’aire d’entrada estan estretament
relacionades entre si. Atés que per mantenir una concentracié determinada
d’oxigen a la fase liquida es regula el cabal d’aire d’entrada, no es pot independitzar
un control de l'altre. Per tant, quan es vol controlar el pO,, el cabal d‘aire d’entrada
a addicionar queda supeditat a aquesta variable. Per aquest motiu, quan el control
de I'oxigen dissolt resta actiu el control de cabal d’aire queda en cascada, ja que es
va modificant el seu valor de consigna per aconseguir mantenir a un cert nivell
I'oxigen dissolt.
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Figura 4.51. Subcarpeta destinada a la gestio d’ algunes
de les variables controlades del sistema.

Tant en el control de la temperatura com el de la velocitat d’agitacié, només
es permet variar el valor de la consigna. Pel que fa el pH i I'oxigen dissolt, a part de
modificar la consigna i els parametres del controlador PID, es pot canviar la banda
morta, zona al voltant del valor de la consigna on no s’actuara. Aquesta mesura és
especialment aconsellable en el cas del pH, ja que les continues petites oscil-lacions
d’aquesta mesura provocarien la continua addicié de acid i base per compensar-les,
amb el conseglient elevat consum i rapid increment de volum al reactor.

Una caracteristica a tenir en compte dels control tipus PID del fermentador,
és que el parametre del guany del controlador és la inversa del valor que s’envia a
I’equip. Per tant, quan s’envia un valor pel primer parametre del controlador igual a
20, realment el guany és de 0.05 (1/20).

Pel control del cabal d’aire d’entrada, quan el control de I'oxigen dissolt és
desactivat, es pot modificar la consigna i el cabal maxim i minim que es pot
utilitzar.

Finalment, del control de la pressi6 de capcalera del reactor se'n pot
modificar tant la consigna com els parametres del controlador, també de tipus PID.
La consigna en aquest cas s’indica en tant per cent del rang total de mesura. Aixi
doncs, sabent que el sensor es capa¢c de mesurar entre 0-1 bar, la consigna esta
fixada per mantenir la pressido al voltant de 0.1 bar de sobrepressidé respecte
I'atmosférica.

S’ha deixat sense completar el control de I'addicié d’antiescumejant, ja que
durant aquest treball no ha estat necessari. No obstant aix0, el programari esta
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totalment preparat per gestionar-lo, només cal realitzar algunes modificacions en el
codi.

CONTROL METANOL = L'Unica variable per la qual l'ordinador s’utilitza
com a controlador és la concentracié de metanol al medi. En aquesta subcarpeta es
presenten tots els sistemes emprats que es disposa per a tal fi. La base teodrica per
entendre el funcionament d’aquestes finestres esta en detall explicat a I'apartat
4.3,

Tots aquests algorismes actuen sobre el cabal d’alimentacié de metanol al
reactor i logicament, el programari només permet que sols un d’ells funcioni al
mateix temps.

Situat a la part superior esquerra, es pot activar el PID de velocitat. L'usuari
pot modificar els parametres de control i el rang de banda morta (dins el qual no
s’altera el cabal d‘alimentacid). A la part final d’aquest requadre es pot activar
I'opcid per fer anar un controlador adaptatiu en funcié de I'OUR (Oxigen Uptake
Rate), on també es pot introduir el valor de I'exponent “n”.
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Figura 4.52. Pantalla de control de la concentraci6 de metanol.

A la part inferior del PI de velocitat, hi ha el requadre d’Addicié exponencial.
Aquest afegeix un cabal de metanol segons el model predefinit,

QI(t+At)=QI(t)-e"™ eq. 4.3.
on:
Ql: Cabal d’alimentacié de metanol (I-h?)
u:Velocitat especifica de creixement (h™!)
At: increment de temps (h)
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El nou cabal a addicionar depén del cabal de metanol utilitzat anteriorment
per lI'exponencial de la velocitat especifica de creixement pel temps. L'interval de
temps es va fixar a un minut i l'usuari pot modificar la velocitat especifica de
creixement. Atés que aquest sistema no és un controlador i per tant, el cabal
d’alimentacié no depéen de la mesura de metanol, es pot emprar independentment
de la font de carboni desitjada.

El seglent requadre, permet la utilitzacido d’'un PI on els parametres s’han
sintonitzat segons la metodologia ITAE per minimitzar I'error entre la resposta i la
consigna. L’usuari pot introduir el valor de la consigna i els parametres
caracteristics d’aquesta técnica com son el temps mort, al, a2,bl i b2. A partir
d’aquest valors el programari calcula el guany (Kp) i la constant de temps integral

(Ti).

Finalment, en el requadre anomenat “Calcul de consum + PI” es pot
modificar la consigna, el guany (Kp) i la constant de temps integral (Ti). A part, es
pot indicar el nombre de valors utilitzats per calcular el consum de metanol. El
quadres de text PI i Qcons serveixen per indicar a l'usuari, en tant per cent, la
contribucié de cadascuna de les parts del controlador en el cabal d’alimentacié.
Aquest valor depen directament de I'error i el consum de metanol per part del llevat
metilotrofic.

La subcarpeta de “control mu” ha estat inclosa per introduir, en un temps no
molt llunya, les funcions de control de la velocitat especifica de creixement.
Actualment pero, no conté cap funcié en el seu interior.

ADDICIO = En aquesta finestra s’inclou tot el que esta vinculat directament
amb l'addicioé (Figura 4.53). El programari esta preparat per administrar al mateix
temps tres microburetes (Metanol, Glicerol i font de Nitrogen), on l‘usuari pot
modificar el cabal a addicionar i la freqliencia d’addicié. Per accionar-les només cal
prémer el boto “Start” i repetir la mateixa operacio si es vol parar.

Una de les microburetes és utilitzada per a l'addicié de font de nitrogen i
I’'addicié d’aquesta es pot fer de dues maneres. La primera, a ligual que les
microburetes per addicionar metanol i glicerol, consisteix senzillament en fixar un
cabal constant. En segon lloc, es pot realitzar I'addicié de la font de nitrogen en
proporcio estequiomeétrica amb la font de carboni, segons la composiciéo del
microorganisme. Per tant, el cabal d'alimentaci6 de font de nitrogen depén
directament dels cabals d’addicié6 de metanol i glicerol. Aquesta relacié depén de la
concentraciéo de C i N a les solucions, per tant cal que l'usuari introdueixi els ml de
font de nitrogen per ml de font de carboni estequiomeétricament equivalents.

Al la part inferior esquerre de la finestra grafica es troba el requadre
anomenat “Transicid”. Aquest esta especialment dissenyat per la mateixa etapa de
temps on s’addiciona glicerol i metanol segons I'esquema proposat per adaptar el
microorganisme a la nova font de carboni.

L'usuari pot modificar el cabal en pl-min a addicionar per als diferents
intervals d’una hora. En prémer “Start” en aquest apartat, el programari bloqueja
els requadres de Metanol i Glicerol, evitant que 'usuari modifiqui per equivocacio
els seus valors, que passen a estar controlats per la seqléncia definida de la
transicié. El cronometre interior indica el temps transcorregut des de que s’ha
comencat a questa etapa. Tot i que aquest requadre esta pensat per gestionar els
cabals de metanol i glicerol simultaniament, es permet que l'usuari pugui
desvincular el cabal d’addicié d’algun d’ells momentaniament. Per fer-ho, cal
desactivar el petit requadre situat sota el botd d’accionament pel substrat pel qual
es desitgi parar la seva alimentacid, segons el cabal fixat per a la transicio.
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Es important assenyalar que en el moment que s’acciona aquest apartat, el
programari identifica que s’ha acabat |'etapa discontinua i comenca |'etapa de
transicio. En acabar aquest periode de 5 hores s’actualitza de nou I'etapa passant a
ser la semicontinua o “fed-batch”.

Finalment, el requadre d’addicions i extraccions de volum, situat a la banda
dreta de la subcarpeta és utilitzat per portar un control estricte sobre el volum de
I'interior del reactor. A la part superior d'aquest requadre es va actualitzant la
contribucié de cadascuna de les entrades de liquid al sistema. Per tant, el volum
final de liquid al reactor sera la suma del volum inicial més el volum afegit de
metanol, glicerol, font de nitrogen i acid/ base per controlar el pH.
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Figura 4.53. Des d’' aguesta pantalla es gestiona tot € referent
al volumi al’addici6 d'aliment al reactor.

Falta perd contemplar les extraccions de mostra i addicions d’algun compost
que es fan de forma esporadica i poden alterar aquesta estimacié del volum. Per
aquest fi, s'utilitza el boté anomenat “Nova addicié”. En activar-lo es pot escriure
en els requadres inferiors un petit comentari sobre el que s’ha fet i al costat
apuntar, en mil-lilitres, el volum addicionat o extret. Si el volum és de signe positiu
sera una addicié al medi i si es tracta d’'una extraccié s’haura d’indicar amb signe
negatiu. Als requadres de sota, es van recollint les diferents extraccions i addiccions
fetes al llarg de la fermentacio.

A la part inferior del requadre s’estima el volum del reactor a partir de totes
les addicions i extraccions. Com es veura més endavant, algunes de les variables
gue s’empren per fer un seguiment de la fermentacido (com la CER, o I'OUR) sén
calculades en linia a partir d’altres mesures. Entre elles el volum de cultiu, i per
aquest motiu és necessari estimar-lo amb la major exactitud possible. Per
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aconseguir-ho és imprescindible apuntar sistematicament el volum de les
extraccions i addicions puntuals al medi.

També, és important calibrar correctament les bombes peristaltiques
d’addici6é d’acid i base per controlar el pH. Per una major exactitud s’aconsella fer-
ho sota les mateixes condicions d’operacié que s’utilitzen durant el cultiu, pensant
sobretot amb la pressié a l'interior que poden afectar fortament aquests sistemes
d'impulsié de liquid.

S’ha procurat, especialment en aquesta part, que el programari fos
especialment flexible i versatil, poden adaptar-se facilment a multiples i diferents
configuracions a I'hora d’addicionar els substrats.

ESTIMACIO > En aquest apartat del programa es reuneix la informacié
necessaria per al calcul i estimacié de variables d’interés com la CER, OUR o la
concentracié de biomassa (Figura 4.54).

Situat al cantd superior esquerre de la imatge, es troben els valors inicials
de diferents variables com la concentracié dels gasos de sortida, el volum, la
biomassa i la concentraci6 de glicerol. Tot i haver-los introduit a una de les
pantalles inicials en comencar la fermentacid, aqui es poden modificar a l'igual que
actualitzar els valors actuals de la biomassa i la concentracié de metanol. Aquesta
Gltima opcid s’ha incorporat per corregir els possibles errors que es poden cometre
en |'estimacié de la biomassa i el glicerol durant el cultiu.
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Figura 4.54. Pantalla de configuracio de les variables estimades.
Sota aquest requadre es troba |'apartat dedicat al calibratge del sensor de

metanol. On a partir del voltatge del sensor es determina concentracié de metanol
a la fase liquida mitjancant I'equacio:
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[MetOH]=A{€® 1) eq. 4.4

On [MetOH] és la concentracié de metanol en g-I'!, V és el voltatge del
sensor i A i B sén les constants de la corba exponencial de calibratge. Quan es rep
la mesura del voltatge de l'ordinador de comunicacions (PCl) es calcula
automaticament, mitjancant I’'equacié de calibratge, el valor de la concentracié de
metanol a la fase liquida.

El model de mesura, com sera explicat amb més detall posteriorment, és
I'eina matematica emprada per estimar l'evolucié de la biomassa i la velocitat
especifica de creixement a partir de velocitat la produccido de dioxid de carboni
(CER). Atés que les constants que relacionen aquestes dues variables sén diferents
segons la font de carboni consumida, els parametres del model sén diferents per
cada una de les etapes del cultiu. Per aquest motiu s’inclouen dins aquest requadre
la possibilitat d’utilitzar uns valors diferents de les constants a i b del model segons
la fase del cultiu on s’estigui. Tot aquest procés és realitza automaticament sense la
intervencié de l'usuari, ja que, com s’ha comentat anteriorment, el programari ja
s’encarrega d’identificar |I'etapa del cultiu.

Per ultim, es possible indicar al programari la composicié elemental del
microorganisme. Tot i que actualment no s’empra per a cap funcié en concret, es
va col-locar amb la intencid d’utilitzar-la per realitzar el balang de carboni en linia al
llarg de la fermentacié i eventualment estimacions de biomassa i/o substrat.

INFORMES - Espai reservat per conéixer les principals caracteristiques del
cultiu, apuntar observacions sobre el seguiment i assabentar-se dels ultims
successos i errors que es produeixin en la fermentacié (Figura 4.55).

El requadre blanc que ocupa tota la part esquerre de la carpeta és on
I'usuari pot anar escrivint diferents comentaris durant la fermentacié. D'aquesta
manera queden enregistrades totes aquestes observacions en un fitxer de format
rtf (Rich Text Format) que es pot consultar posteriorment amb la gran majoria
d’editors de text comercials (Microsoft Word, WordPad, Wordperfect, etc..). Tot i
que el sistema guarda aquest fitxer automaticament cada 15 minuts, es pot
realitzar aquesta tasca manualment al prémer el boté “guardar” adjunt al requadre.
El boto situat al seu costat amb el nom de “Nou apunt”, introdueix en activar-lo una
linia transversal juntament amb la hora i data actual, aixi com el temps de
fermentacid transcorregut. Aquesta funcid serveix per situar cronoldogicament el
comentari i poder contextualitzar-lo en I'analisi posterior de les dades obtingudes.

Desplacats una mica més a la dreta hi ha els tres botons per canviar el
format del text, en el cas que es vulgui diferenciar de la resta. En aquest cas s’ha
optat per incloure la funcié de negreta, augmentar i disminuir la mida de la font.

A la part superior dreta de la finestra es troba part de la informacié que s’ha
subministrat alhora de comencgar el cultiu. Per tant, utilitzant aquest requadre es
pot modificar aquesta informacio inicial i també es pot emprar per informar a algun
altre usuari quines sén les principals caracteristiques del cultiu que s’esta portant a
terme.

Finalment, situat al cantd inferior dret, es troba el requadre de successos,
pensat per que el programari comuniqui a l'usuari possibles incidencies, problemes
0 avisos que vagin apareixen al llarg del cultiu. A lI'igual que el requadre de text per
realitzar comentaris, el contingut d’aquest també es guarda en un fitxer de format
rtf.
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Figura 4.55. Subcarperta d’ informes i successos.

COMUNICACIONS =>A la part superior d'aquesta carpeta es troba el
requadre on es mostra a |'usuari l'estat i la informacié sobre la comunicaciéo TCP/IP
entre els ordinadors PC1 i PC2 (Figura 4.56).

Des d’aquesta finestra es pot anar observant la informacié que s’envia i es
rep entre ordinadors i la hora de I'Ultima comunicacié. Pel que fa l'estat de la
transmissié de dades, Visual Basic assigna una numeracié a cadascun dels possibles
estats. El nUmero 7 indica que la connexid i transmissié de dades és correcte i pel
contrari el zero informa que no es pot establir la comunicacié entre equips.

El requadre inferior és utilitzat pel sistema d’alarma sonora del sistema. El
programari en cas d’error greu, com pot ser la desconnexié durant un temps
superior a 3 minuts de |'ordinador PC1 sense poder restablir la comunicacié, emet
un senyal sonor pels altaveus per cridar I'atencié de |'usuari. Es pot parar aquest
senyal al prémer el boté “Parar Alarma” i mirar a la subcarpeta “INFORMES” a
|'apartat de successos per identificar I'error que ha activat I'alarma.

El boté per activar l'alarma serveix Unicament per provar si el sistema
d’emissié d’aquest senyal sonor funciona correctament.
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Figura 4.56. Pantalla grafica per controlar |’ estat de les comunicacions.

i d icacions (PC1}

Caracteristiques basiques

Seguint les caracteristiques anteriors, s’ha desenvolupat un programari del
PC1, destinat a la comunicacid6 amb tot I'equipament amb la principal funcié
d’establir un pont de comunicacions entre l'ordinador de control i monitoritzacio
(PC2) i la resta d’equipament.

Més detalladament, les principals funcions del programari son:

» Captura i posterior tractament de les dades dels diferents equips
connectats.

» Enviament de dades al PC2.

» Enviament de comandes als diferents equips segons les directrius
marcades pel PC2. (Canvis de consigna, ordres d’actuacié o peticié de
dades)

» Emmagatzemar les variables en una base de dades (Fitxer Microsoft
Access) per seguretat.

Estructura interna

L'esquema general del programa PC1 es mostra a la figura 4.57 cada modul
representat té les seves funcions especifiques descrites breument a continuacio:
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BASE DE DADES

COMUNICACIO
GESTIO DEL TEMPS SENSOR DE
METANOL
COMUNICACIO PROGRAMA COMUNICACIO
- < 4
MICROBURETES PRINCIPAL EQUIP PRESSIO

COMUNICACIO COMUNICACIO
EQUIP GASOS FERMENTADOR

COMUNICACIO PC2

Figura 4.57. Moduls que composen el programari
de comunicacions (PC1).

En aquest cas la base de dades és Unicament un modul de sortida. La seva
funcid es guardar totes les variables, consignes i canvis al llarg de la fermentacio.
Tot i que aquesta tasca s’ha de realitzar al PC2, també es realitza aqui per
seguretat en cas de mal funcionament en el programari de monitoritzacié i control.
Les dades sén guardades en un fitxer de Microsoft Access®, programari especific
per a la gestido de bases de dades. La integracido d’aquest tipus de fitxers en un
programa de Visual Basic és senzilla.

El modul de la gestio del temps té una funcid6 molt important dins el
programa perqué aquest marcara la freqiéncia amb qué s’han de realitzar les
diferents tasques. En iniciar-se el programa, s’estableix el punt inicial a partir del
qual es calculara el temps transcorregut.

200



CADA 10

INICI PROGRAMA

v

INICIALITZACIO DE LES
VARIABLES DE TEMPS

v

INICIALITZACIO VARIABLES
DE PROCES

v

INICIALITZACIO
COMUNICACIONS

v

COMPROVACIO
COMUNICACIONS

v

ACTIVACIO
CONTROLS DE LES VARIABLES

v

INICIALITZACIO PORT TCF/IP

v

COMPROVACIO COMUNICACIO TCP/IP

v

A

LECTURA DADES DCU FERMENTADOR

SEGONS

!

LECTURA DADES EQUIP PRESSIO

I

LECTURA DADES EQUIP DE GASOS

:

LECTURA DADES SENSOR DE METANOL

v

PROCESSAMENT INSTRUCCIONS PC2

v

CANVI DE CONSIGNES

:

ENVIAMENT DADES MICROBURETA

GRAVAR VARIABLES A LA BASE DE
DADES

v

MOSTRAR EL VALORS DE LES
VARIABLES DE PROCES PER
PANTALLA

I

ACTUALITZACIO DEL TEMPS

RESULTATS | DISCUSSIO

Figura 4.58. Diagrama de flux del programa de comunicacions (PC1).
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La resta de moduls sén dedicades a la comunicacié entre equips i segueixen
el protocols indicats a I'apartat anterior.

A la figura 4.58 es mostra el diagrama de flux del programari de forma
seqlencial. Tot i que el Visual Basic permet la programacié per successos i
multitasca, la programacio ha estat realitzada linealment.

En cap moment es realitzen dues tasques al mateix temps, evitant errors
d’accés a dades simultaniament. Després de realitzar-se les primeres tasques de
configuracid, inicialitzacid i comprovacid, s’entra dins un bucle que es repeteix
infinitament fins que l'usuari para el programa. A linterior d’aquest bucle es
realitzen de forma lineal totes les funcions a realitzar periodicament, com son la
comunicacié amb els diferents equips o la gravacié de dades.

Cal indicar que la comunicaci6 amb els equips per realitzar el canvi de
consignes o parametres només es realitza si s’han produit modificacions. La
comunicacié amb el sensor de metanol i les microburetes també és realitza a partir
del moment que l'usuari ho indica.

Interficie grafica

En iniciar-se el programari, es mostra en primer lloc una finestra grafica
(Figura 4.59) on s’indica el progrés de la comprovaciéo de la comunicacié amb la
DCU (Digital Control Unit) del Biostat ED, lI'equip de gasos i el controlador de
pressid. Aquesta tasca no es realitza amb la comunicacié del sensor de metanol i
les microburetes perqué no s’utilitzen des del principi del cultiu.

Campravant Comunlcaclons

DCcu
IR EENRENEENT

Equip de gasos
L]

Equip de pressid
I

MG 010500 12309 20946 D043

Figura 4.59. Pantallainicial de comprovacio
del programari de comunicacions (PC1).

En cas de no establir comunicaci6 amb alguns dels equips, perque la
connexid fos erronia o I'equip estigués apagat, automaticament surt un missatge
alertant a l'usuari del problema. Si pel contrari, la comunicacié és correcte, aquesta
finestra grafica dona pas a una segona on es mostren i gestionen totes funcions
basiques del programa (Figura 4.60).

Es important assenyalar que aquest programari pot funcionar
independentment del de monitoritzacié i control (PC2), aixi doncs es poden
modificar consignes, parametres i cabals d’addicié des d’aquesta pantalla. Ara bé,
quan el programari del PC2 torna a ser operatiu, el control sobre totes aquestes
variables passa a ser del programari situat jerarquicament a un nivell superior.
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D’aquesta forma, un mal funcionament o falla de subministrament eléctric al PC2,
pot passar inadvertit per a la resta d’equips i també pel procés.

A la part superior esquerra de la pantalla es mostren els valors actuals de
les variables capturades que s’actualitzen cada 10 segons. A la part central hi ha
tots els valors de consignes i parametres que es poden variar del fermentador.
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Figura 4.60. Pantalla principal del programa de comunicacions (PC1).

A la part inferior es situen els controls sobre les tres microburetes d’addicid
on s’‘indica el temps que porten de funcionament, el cabal que han d’addicionar i la
freqliéncia amb qué ho fan. Els botons d’omplir, buidar i “stop” actuen puntualment
sobre les microburetes realitzant la tasca que apunta el seu nom. El que indica
“A.continua” es refereix a l'addicié continua i en activar-lo s’accionen 11 cicles
seguits d’'omplir i buidar la xeringa. Aquesta funcid és especialment Gtil a I'hora de
netejar i esterilitzar quimicament el sistema d’addicio.

A la part central dreta, hi ha tres requadres de reduides dimensions que
indica la comunicacié amb I'equip de mesura de metanol, de gasos i el controlador
de pressidé. En aquest ultim es pot variar la consigna i els parametres del PID de
control. Atés que la mesura de metanol no es necessaria durant la fase discontinua
del cultiu, es pot activar i desactivar la comunicacié mitjancant el petit requadre
d’activacié/desactivaci6. També es mostra el valor del voltatge del sensor del
metanol per poder realitzar el seguiment i detectar possibles problemes.

A la cantonada inferior dreta de la finestra grafica es mostren parcialment
les cadenes de text utilitzades per comunicar els dos ordinadors via TCP/IP. Seguint
el protocol de comunicacié dissenyat especificament per al procés que ens ocupa,
és el programari del PC2 que realitza les peticions i canvis al programari de
comunicacions (PC1), i aquest es limita a respondre les peticions.
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Finalment, el requadre de controls situat a la part superior dreta de la
pantalla, indica I'estat dels controls, si resten actius o no.

La barra de la part inferior esta subdividida en quatre seccions, comengant
per la dreta, la primera indica el temps transcorregut des de linici de Ia
fermentacio. Les dues seglients mostren el dia i hora actuals, i finalment el quart i
Gltim, s’utilitza per informar a l'usuari d’algunes incidéncies, com per exemple,
errors en la transmissié de dades via TCP/IP o de que s’esta realitzant una addicid
continua a alguna de les microburetes.
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4.3. ESTIMACIO, MODELITZACIO | CONTROL

Amb l'objectiu d’incrementar la produccié de proteina heterdloga es poden
prendre multitud de decisions a diferents nivells. Algunes d’aquestes mesures amb
I"lnica intencidé d’aconseguir més informacié del sistema i d’altres amb |'ambicid
d’influir directament en la produccié de la proteina d’intereés.

Es vital conéixer amb detall, abans d’aventurar-se a modificar alguns dels
parametres clau del bioprocés, el funcionament de la fermentaci®é amb Pichia
pastoris. Coneixer les diferents reaccions del microorganisme davant de qualsevol
modificacio, i saber acotar rapidament les mesures a prendre quan succeeix algun
problema, només s’adquireixen amb |'experiéncia i disposant de la major informacio
possible del cultiu.

Un primer pas per a la millora de la produccié passa per conéixer en detall
els parametres clau i la seva evolucio al llarg del cultiu. En aquesta direccid, es va
decidir provar, per diferents técniques, la forma més precisa possible de determinar
la concentracié de biomassa del cultiu. Posteriorment, i amb |'ajuda d’aquesta
informacié es poden prendre accions més directament focalitzades a la millora de la
produccid.

4.3.1. MESURA | ESTIMACIO DE LA BIOMASSA

La concentracié de biomassa és una de les variables d’estat més importants
en els processos fermentatius. Aquesta variable és especialment valuosa a I’'hora de
calcular rendiments, productivitats, etc... caracteritzant aixi el microorganisme.
També es poden calcular i/o estimar a partir d’ella la velocitat especifica de
creixement, de consum de substrat o de produccio, valors que donen una
informacié important de I’'evolucié del cultiu al investigador.

En la immensa majoria dels casos, el seguiment d'aquesta variable es fa
puntualment a partir de la mesura directe de les mostres extretes durant el cultiu.
S'utilitzen técniques classiques com el pes sec, o la lectura de I'absorbancia a 600
nm. (técniques detallades a |'apartat 3.3). No obstant aix0, ja que la freqliiéncia de
mesura no pot ser molt elevada, és impossible identificar de forma precisa canvis
de tendéncia o comportaments en el creixement dels microorganismes amb una
velocitat de duplicacié elevada.

El seguiment d’aquesta variable en linia pot donar informacié molt valuosa
del cultiu, com per exemple, el canvi de consum del font de carboni, I'exhauriment
d’un micronutrient o I'acumulacié d’un subproducte toxic. El creixement és, potser,
la variable més indicada per conéixer |'estat en cada moment del microorganisme.

Amb aquest objectiu, es va pensar en primer terme en |'obtencié de la
mesura directe de la concentracié cel-lular. Es va plantejar I'opcid d’adquirir una
sonda comercial capag d’analitzar en linia aquesta variable en el brou de cultiu.

En el cas dels cultius amb el llevat metilotrofic Pichia pastoris I'equipament
de mesura hauria de permetre un rang de mesura des de 0.1 a 100 g-I'! de
concentraci6 de biomassa, esterilitzable per temperatura i que la resta dels
components del medi no interfereixin amb la mesura.

Seguint aquestes exigéncies, es va buscar tant en equips comercials com en
publicacions un equip que reunis totes aquestes caracteristiques. D'aquesta recerca
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preliminar se’'n va deduir que no hi ha un elevat nombre d’equipament d’aquest
tipus al mercat i que la majoria d’ells son indicats per aplicacions molt especifiques.

Des de sondes que utilitzen |'espectroscopia dieléctrica (Kell, 1997) a altres
gue utilitzen técniques de capacitancia (Fehrenback et al., 1992), absorbancia o
terbolesa. Totes elles amb nombroses restriccions i rangs de mesura forga limitats.

També existeixen sistemes de mesura basats en sondes de fluorescencia,
seguint els nivells de NADH (Kwong et al., 1994) o ATP (Gikas et al., 1993) que es
correlacionen directament amb els nivells de biomassa. Alguns autors (Pons, 1992)
pero discuteixen la validesa d'aquesta relacio, ja que depén de multiples factors
com el medi o I'estat metabolic del microorganisme. En el que coincideixen tots els
estudis realitzats sobre aquests tipus de sondes és que les dades recollides cal que
siguin interpretades posteriorment perquée la relacié d’aquests parametres amb la
concentracié de biomassa en molts casos no és trivial (Hagedorn et al., 2003)

Les ultimes tendéncies en aquest camp, on s’han obtingut els resultats més
esperancadors, és en la utilitzacié de la técnica NIR (Near Infra-Red spectroscopy)
on a més de mesurar la biomassa en linia es poden seguir, després d’una etapa de
calibratge forca complexa, les concentracions dels principals components del cultius
(Macaloney et al., 1997; Blanco et al., 2004).

Tot i aixi, la caracteristica comuna en practicament tots aquests equips de
mesura és el seu elevat cost economic i en molts casos, les nombroses limitacions
que presenten. L'elevat esfor¢ a realitzar, en alguns d’ells sense garanties, per
disposar del valor en linia d’aquesta variable seguint alguna d’aquestes tecniques,
va fer replantejar el cami a seguir.

Es conegut que existeixen altres alternatives a partir de les quals es pot
disposar, amb major o menor precisid, de la concentracié de biomassa de forma
continua, i en molts d’aquests casos molt més facils d'implementar.

Un dels méetodes més emprats és |'estimacio de la biomassa mitjancant els
balancos de matéria. Tot i que en la majoria dels casos aquests estudis es realitzen
de forma posterior a la fermentacid, també es possible realitzar-ho en linia
(T.Chattaway, 1992; Lyubenova et al., 2003). En ambdds casos, es necessari
coneixer la composicié elemental de la biomassa, que com a primera aproximacio
es pot considerar constant al llarg del cultiu. També cal tenir identificats els reactius
i productes que intervenen a la reaccid. L'equacié general per fermentacions
aerobies és la seglent:

a(Substrats) + b0, + cNH, —— d(Biomassa) + eCO, + fH,0+ g(Productes)
eq. 4.5.

On les constants a-g sén els coeficients estequiomeétrics que s’han de
determinar en funcio de la composicié de substrats, biomassa i productes.

El principal inconvenient és que s’ha de disposar de la mesura continua tant
de reactius com de productes, tasca igual o més dificil que moltes de les técniques
anteriorment referenciades. A més, és conegut que la intervencié de multiples
mesures incrementa l'error d’estimacié, ja que en aquests casos s‘acumula
progressivament.

Realitzant aquest balang en el cultiu de Pichia pastoris, utilitzant una
composicié elemental de biomassa mitjana (calculada a l'apartat 4.1) i igualant el
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nombre de mols dels quatre elements majoritaris (C,H,N,O) s’obtenen les seglents
reaccions en funcié de la font de carboni utilitzada.

En el cas del glicerol,

0.41-C,H,0, +0.39-0, + 0.19- NH, —> CH, 5.0, N, 15, + 0.23-CO, +0.99- H,0

eqg. 4.6.
I per al metanol,

1.77-CH,OH +1.61-0, + 0.19- NH, — CH, 5,0, Ny + 0.77-CO, + 2.88- H,0
eq. 4.7.

Utilitzant 1’equacié corresponent segons la font de carboni consumida i
coneixent la quantitat de substrat addicionat, la seva concentracié a l'interior del
bioreactor i la concentracié del dioxid de carboni en el corrent gasds de sortida, es
possible calcular per balang, la biomassa existent a l'interior del tanc.

Per aplicar aquesta téecnica cal tenir en compte que es requereix un
seguiment exhaustiu de les diferents mesures.

En primer lloc pero, abans d’estimar en linia la biomassa amb el balancg, cal
comprovar que aquest es compleixi. Es comprova en algunes de les fermentacions
realitzades, tant en discontinu com en semicontinu, que tot el carboni addicionat en
forma de substrat es comptabilitza posteriorment en forma de biomassa i de dioxid
de carboni en el corrent gasds de sortida del bioreactor.

Aquest balang es pot plantejar globalment, tenint en compte tots el mols de
carboni de totes les substancies que contenen aquest element. De forma
simplificada es pot expressar com:

Substrat = Biomassa+ CO,+Productes

Desenvolupant matematicament aquesta equacio s'obté:

(nso - ns[) = (nxt - nxo) + (nco2t - rlc:ozo) + (npt - npo) eq. 4.8.

A\ /AR \ N /4

On el subindex %" i " indiquen la concentracié inicial i final de cadascun del
components, respectivament. S indica que la concentracio de substrat (sigui glicerol
i/o metanol segons la fase del cultiu), X la concentracid6 de biomassa i P la
concentracié de producte, totes elles en base molar de carboni.

Arribats a aquest punt, es considera que les quantitats inicials de CO,, i
producte sén nul-les i que la concentracié del producte final es poc significativa.

(nso B nS[) - (nxt - nxo) + (ncom) eq. 4.9.

L'error del balang de carboni es pot calcular com la diferéncia de mols
d’aquest element entre els alimentats al reactor de substrat i els resultants en
forma de dioxid de carboni i biomassa. Aquesta operacidé es realitza al final del
cultiu en discontinu i semicontinu, on es comprova que els mols de carboni entrants
gueden comptabilitzats en forma de biomassa i didoxid de carboni.
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Finalment s’ha de dividir aquesta expressio per a la suma de mols de carboni
totals addicionats i multiplicat per cent. Aquest valor engloba, entre d’altres, els
errors en la mesura de concentracié de substrat, biomassa i CO,, aixi com els
fenomens de concentraci6 de producte i/o ‘“stripping”, que es consideren
practicament nuls.

Dins I'expressié de nsg s’inclou tota la font de carboni addicionada a l'inici de
la fermentacié més el que s’hagi afegit durant el cultiu.
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Mols de Carboni

Nom Entrada Sortida Error (%)
Fermentacié

Glicerol Metanol Biomassa

BMM_01 Mut® multicopy 1.53 0.55
BMM_03 Mut® multicopy 2.03 0.62
BMM_02 Mut* multicopy 1.99 0.60
BMS_01 Mut® singlecopy 1.59 0.60
BMS_02 Mut* singlecopy 1.71 0.65
FMM_02 Mut* multicopy 41.89 9.82
FMS_01 Mut* singlecopy 34.11 13.70
FMS_03 Mut* singlecopy 46.00 13.79
FMS_02 Mut* singlecopy 26.27 9.49
FMS_04 Mut* singlecopy 51.74 14.13
FSM_01 Mut® multicopy 12.04 5.15
FSS_01 Mut® singlecopy 8.74 5.05
FSS_07 Mut® singlecopy 6.21 4.45
FSS_05 Mut® singlecopy 6.45 5.48
FSS_08 Mut® singlecopy 15.92 8.04
FSS_02 Mut® singlecopy 9.22 6.64
FSS_04 Mut® singlecopy 12.12 6.51
FSS_06 Mut® singlecopy 8.80 5.30

Discontinu
(Batch)

Semicontinu (Fed-batch)

Taula 4.14. Balan¢ de matéria per diferents estratégies (discontinu i semicontinu) i tipus de soca.
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A la taula 4.14 es mostra de forma detallada el recompte final de mols de
carboni per diferents cultius. El mols de carboni provinents del glicerol contemplen
la quantitat inicial (aproximadament 40 g-I'') de la fase batch seguit dels mols
addicionats (segons addicid preprogramada) durant la fase de transicié. Es
considera que el seu valor en finalitzar el cultiu és nul, hipotesi que tot i no
comprovar-se en tots els casos és certa, vista I'afinitat del microorganisme cap
aquesta font de carboni. Les diferéncies d’aquest valor entre cultius sén degudes a
les variacions de volum i concentracio inicial.

Els mols de carboni provinents del metanol sén la suma de l'addicio
preprogramada d’aquesta font de carboni durant la fase de transici6 més I'addicid
segons el perfil marcat per l'usuari durant I’etapa final de produccié. Tot i ser poc
important, la quantitat residual de metanol existent al final del cultiu es
descomptada.

Els mols de carboni que han anat a formar part de la biomassa es calculen
tan facilment com la diferéncia entre la densitat cel-lular inicial i la final del cultiu,
tenint en compte la variacié de volum en cas que hi sigui.

Finalment, els mols de carboni que surten pel corrent gasds de sortida de
CO, es mesuren a partir de la CER (Carbon dioxide Evolution Rate) o velocitat de
produccié de dioxid de carboni. Es considera que no hi ha acumulacié de CO; a la
fase liquida (aproximacid correcte si el pH es manté constant, veure apartat 3.7).
L'integracié numérica de I’evolucié de la CER (mol-I"*-h) entre I'inici i la fi del cultiu
permet conéixer la quantitat total de carboni que s’elimina en forma de CO..

El programari de control i monitoritzaci6 del procés de fermentacio,
dissenyat en aquest treball experimental ha facilitat enormement aquest calcul, ja
gue tota la informacié necessaria (cabals d’alimentacié, concentracions de reactius
com productes i mesures “off-line”) queden enregistrades a la base de dades del
cultiu.

Tenint en compte aquests balangos de forma global, es pot observar que
I’error varia, com a maxim entre el = 9 %, valors raonables i atribuibles a petits
errors de mesura. Els cultius amb un tant per cent d’error més elevat corresponen a
les fermentacions amb més durada temporal. Es d’esperar que en intervenir
I'integracié d’algunes variables per realitzar el calcul del nombre de mols de
carboni, els errors de mesura es vagin acumulant al llarg del temps i es faci més
explicit quan la durada del cultiu és llarga.

Es potser anecdotic comprovar que en el cas dels cultius en discontinu,
I'error és majoritariament de signe negatiu, indicant que els mols de carboni de
sortida mesurats sén majors que els d’entrada, afirmacié conceptualment
impossible. Tot i aixi, |'error és proper a zero, per tant es pensa que la diferéncia és
causada per lI'acumulacié de petits errors en la mesura.

Altres dades que contrasten amb la resta sén els consums de substrat,
produccié de CO, i biomassa en el cultius de la soca Mut® (contingui una Unica o
multiples copies del gen). Els valors d‘aquests son forca més elevats que en la resta
de cultius fent denotar la diferéncia de naturalesa de les soques amb velocitats
especifiques de creixement més elevades.

Comprovat que el balang de carboni es compleix globalment de forma
satisfactoria en la majoria dels casos, es va sospesar la viabilitat d’emprar aquesta
tecnica per estimar la biomassa en linea. La seva aplicacid és senzilla, ja que consta
en realitzar el calcul del mateix balang que es fa al final del cultiu perd coneixent a
partir de la diferéncia de mols de carboni, la quantitat de biomassa no mesurada.
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Aguesta estimacid es faria amb un freqlieéncia suficientment elevada per conéixer
en qualsevol moment quina és la densitat cel-lular. A més, la mesura puntual de la
biomassa permetria reajustar els valors per evitar I'acumulacio de I’error.

El requisit indispensable per portar a terme aquesta técnica és coneixer en
detall tant les addiccions de font de carboni realitzades com els nivells de
concentracid d’aquestes a l'interior del bioreactor. També és necessari tenir un
registre de la concentracidé de dioxid de carboni en el corrent gasos de sortida.

Es senzill identificar que el problema principal d’aquesta técnica d’estimacio
passara per a la dificultat de disposar de totes les mesures en linia necessaries per
al balang (glicerol, metanol i dioxid de carboni). A més, I'estimacié de la densitat
cel-lular en dependre directament de diferents mesures, fa que la quantitat d’errors
o la suma de tots ells impliqui que aquesta técnica no sigui del tot aconsellada.

Arribats a aquest punt, tot i que es disposava de la mesura en linia tant de
la concentracié de metanol com la de composicié de gas a la sortida (CO,, O;), no
es mesurava en linia la concentracié de glicerol, dada indispensable per completar
I'estimacid de la biomassa mitjancant el balan¢g de carboni. Davant aquest
impediment, es va decidir abandonar aquesta técnica d’estimacié abans de
buscar/desenvolupar algun sistema de mesura en linia d’aquest component, ja que
aquest esfor¢ no era garantia d’éxit. A més, I'experiéncia davant de cultius d’aquest
tipus apunta que com més variables intervinguin en el calcul o I'estimacié d’algun
parametre, menys robust es aquest.

Una altra possible solucié més senzilla passa per estimar la concentracié de
biomassa en funcié d’algun parametre estretament relacionat amb el creixement.
Per exemple, es pot establir un lligam entre la densitat cel-lular i la velocitat de
consum de base per controlar el pH. Es conegut que l|'activitat cel-lular modifica la
concentracié de protons al medi extracel-lular. Segons (Galvanauskas et al., 1998)
la relacié entre ambdues variables, per un cultiu en semicontinu, pot ser del tipus,

F
BOR= 44X + 4y eq. 4.10

on
BCR: Velocitat de consum de base (Base Comsumption rate) (g-I'* -h™).
A1 i Ay: Constants.

u : Velocitat especifica de creixement (h).

X: Concentracié de biomassa (g-I'!).

F: Cabal d’alimentacié (I-h™).

V: Volum de cultiu (1)

Per tant, només amb el valor de la BCR, el cabal addicionat (F), el volum de
cultiu (V) i el valor de la biomassa a l'inici del cultiu (Xy) es possible, mitjancant la
senzilla resolucié d'una equacié diferencial, coneixer la densitat cel-lular en
qualsevol moment.

Ara bé, l'estimacié de la biomassa a partir de la base consumida no esta
exempta d’importants limitacions i problemes, moltes d’elles per causes
mecaniques o en l'error de calcul del cabal de base addicionat. Per exemple,
I'aparici6 de bombolles en el tub d’addicié o I'augment de la pressié dins el tanc
alteren el bon funcionament d‘aquesta técnica, ja que no s’estableix la
correspondéncia entre el volum real addicionat i el registrat per a la bomba
d’alimentacié. També es desaconsella la seva utilitzacié en cultius de llarga durada
o quan es treballi sota condicions de limitacié d’oxigen. En aquests casos la relacié
entre el cabal de base i el creixement de biomassa pot alterar-se significativament.
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En la mateixa direccid, es troben meétodes basats en |'estimacio de la
densitat cel-lular en funcié del calor produit/consumit del sistema o per cultius
aerobics mitjangant el seguiment de la variacio de I'oxigen dissolt a la fase liquida
(Luvenova et al., 2003). Aquesta técnica perd esta estretament subjecte a les
condicions ambientals d’operacié.

Finalment, una de les técniques més emprades per a l'estimacié de la
biomassa és la utilitzacié de la mesura de la composicié dels gasos de sortida. La
seva principal virtut és que es tracta d’un sistema fiable, senzill i forca sensible.

Estan descrites a la bibliografia (Zeng et al., 1991) les possibles relacions
entre l'evolucié de la concentracié de biomassa amb algunes de les variables
deduides de la concentracié de gasos de sortida (CER, OUR o RQ). Moltes d’elles
son pero empiriques, sense un fonament tedric, on s’aproximen les relacions amb
equacions de tipus potencials, exponencial o logaritmiques.

A l'igual que en el cas de la base, també es pot utilitzar un model teoric de
dos parametres que relacioni la velocitat de produccié de didoxid de carboni (CER)
amb la concentracid de biomassa. L'interpretacié de l'equacié 4.11 indica que el
CO, produit per a la cél-lula prové de dues vies clarament diferenciades. Un
primera, matematicament expressada pel terme Ycoyx'M'X, on s’‘associa la
produccié de dioxid de carboni al creixement mitjancant el rendiment Ycoz/x, que es
considera constant al llarg de la fermentacid. I una segona part, indicada pel terme
m-X indica la produccié de CO, no associada al creixement, m és anomenat el
coeficient de manteniment.

CERzYCOZ/X-,u-X+m-X eq. 4.11

On

CER: Velocitat de produccié de dioxid de carboni (Carbon dioxide Evolution Rate)
(mol CO5-I"t-h™h),

Ycoz/x: Rendiment dioxid de carboni — biomassa (mol CO,-g X1,

u: Velocitat especifica de creixement (h™).

X: Concentracié de biomassa (g-I'!).

m: Coeficient de manteniment (mol CO,-g X -h™1).

Ates que es disposa de la mesura de la produccié de dioxid de carboni en
linea, forga sensible i fiable, sembla ser que aquesta és la millor alternativa per a
I’'estimacié de la concentracié de biomassa.

Es podria pensar que a l'igual que utilitzar la CER es pot provar de fer-ho,
seguint el mateix procediment, amb I'OUR (Oxigen Uptake Rate) o velocitat de
consum d’oxigen, pero no és aixi. La variacié constant de la concentracié d’oxigen
dissolt al medi de cultiu provoca que la mesura de I'OUR quedi falsejada. També cal
assenyalar que la variacid en tant per cent de la concentracié d’oxigen és menor
que en el cas del dioxid de carboni, per tant la mesura de 1’0, té una menor
sensibilitat. En el cas del CO,, com s’ha demostrat a I'apartat 3.7, si es manté el pH
constant durant la fermentacid, els nivells de dioxid de carboni dissolt a la fase
liguida es poden considerar constants, i per tant que no afecten a la seva mesura
en el corrent gasés de sortida. Per tant, queda justificada l'elecci6 de la CER
principalment per la fiabilitat.

El primer pas per caracteritzar el model de mesura, es trobar el valor del
rendiment (Ycozx) | coeficient de manteniment (m) que relaciona la velocitat de
produccid de dioxid de carboni amb el creixement. Cal esperar d’aquests dos valors
que siguin positius, ja que un increment de la CER suposa un augment de biomassa

212



RESULTATS | DISCUSSIO

i/o velocitat especifica de creixement (variables directament proporcionals). Per al
valor del coeficient de manteniment, m, és coherent pensar que l'activitat del
microorganisme no associat al creixement comporti un minim consum energétic i
per tant una petita produccié de CO..

Sota unes condicions de cultiu similars es considera que aquests dos
parametres son o es poden aproximar a valors constants. Com es podra comprovar
més endavant, aquesta aproximacié esta subjecte a diferents restriccions i depén
fortament d’‘alguna de les variables del cultiu. Per exemple, el rendiment varia
fortament quan es canvia la font de carboni o el fenotip (Mut™ o Mut®) de la soca de
Pichia pastoris utilitzada.

Per tant, el pas previ a la utilitzaci6 d’aquest sistema d’estimacié és el
calibratge del sistema, és a dir, trobar per cadascuna de les condicions, una parella
de valors que relacioni la velocitat de produccié de didoxid de carboni (CER) amb el
creixement. Aix0 implica la realitzacié de diferents fermentacions a partir de les
quals es puguin establir els valors del rendiment i el coeficient de manteniment que
després es validaran amb un altre cultiu no utilitzat per aquest calcul.

De les diferents formes de cercar les constants es va proposar en primer lloc
emprar un sistema de minimitzacié de funcions basat en l'algorisme de Nealder-
Mead (Lagarias et al., 1998). La funcido a minimitzar era l'error entre l’'estimacio i
els valors reals de la biomassa mesurats en moments puntuals de la fermentacio.
Es va observar que la solucié depenia fortament dels valors inicials de partida de
Yco2x | M del model. Es van trobar nombroses parelles de valors dels parametres del
model que aconseguien minimitzar |'error de la funcié objectiu.

Consultant la bibliografia es va trobar una técnica molt més senzilla
(Beluhan et al., 1995), on a partir de la manipulaci6 matematica del model de
mesura s'aconseguia obtenir un Unic parell de valors del rendiment i el
manteniment. El tractament matematic difereix segons |'estratégia de cultiu
emprada com es detalla a continuacio.

Matematicament, es pot agrupar el model de mesura (eq. 4.11) com:
CER =(Yo, x - #+m)-X eq. 4.12.

Utilitzant I'equacié de balang de biomassa per un cultiu en discontinu

dX
—=u-X eq. 4.13.
dt K q
I substituint I'eq.4.13 en I'e. 4.12CER :(YCOZ,X -,u+m)-X eq.
4.12. s'obté:
X
CERzYCOZ,X-C:jt+m-X eq. 4.14

Multiplicant pel diferencial de temps (dt),

[CERdt =Yg,y - [ dX +m- [ Xat eq. 4.15
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I finalment dividint per det , s'obté I'expressid linealitzada del model de

mesura.
_[CERdt ) jﬁ

=Y . +m eqg. 4.16
[ xat o1 [ xat

Utilitzant les dades en linia de la CER (mol-I'*-h!) i les dades “off-line” de

concentracié de biomassa (g-I'') es pot representar ICERdt en funcié de Idx ,
[ Xt [ Xat

trobant per minims quadrats els parametres Ycoz/x i m.

Com es comenta a l'‘apartat 4.1, només s’han realitzat els cultius en
discontinu del fenotip Mut* de Pichia pastoris, ja que la velocitat especifica de
creixement de la soca Mut®, utilitzant metanol com a Unica font de carboni, és
excessivament baixa.

En aquest cas s'ha comprovat que el nombre de copies del gen de ROL
incloses en la soca no afecten la relacié entre la CER i el creixement. Per tant, el
valors de Ycozx i M no es veuen afectats en funcié del nombre de copies, tot i que
el comportament en el cultiu sigui sensiblement diferent.
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0.0035 1
0.0030 1

0.0025 1

JCERdt

0.0020 «
j Xt ]

0.0015 1
mol-g1-h-t

g
0.0010 1

0.0005 1

0.0000 ~———————F——————F——————
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

Jox
[ Xt

Figura 4.61. Linealitzaci6 del model de mesura per I’ obtencié del rendiment i coeficient de
manteniment. Els diferents simbols indiquen €ls cultius en discontinu utilitzats pel calcul

(h)

Realitzant la regressié lineal per minims quadrats s’han obtingut els
seglents valors:

Ycozx: 6.39 (£0.42) -107 mol CO,-g X!
m: 2.26 (£1.18) -10™ mol CO,-g X*-h™

r2: 0.9113

214



RESULTATS | DISCUSSIO

S’ha comprovat la validesa d’aquestes dos parametres a partir del perfil de
la CER d’un nou cultiu. La resolucié d’'una senzilla equacié diferencial (eq. 4.17)
deduida a partir del model de mesura (eq. 4.11) i I’equacié de creixement cel-lular
(eq. 4.13) permet conéixer per cada interval de temps |'evolucié de la biomassa.

dx _ CER-m- X eq. 4.17
dt YCOZIX

Com a condicio inicial només cal saber quina és la concentracié de biomassa
a l'inici, X(t=0). I tornant a utilitzar I'equacié 4.13 es pot calcular directament el
valor per cada interval de temps la velocitat especifica de creixement.
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Figura 4.62. Validaci6é del model per un cultiu en discontinu a partir valors
calculats de Ycopx i m.

Com es mostra a la figura 4.62, a partir del perfil de la CER es calcula
I’evolucié de la biomassa que prediu el model (linia continua) i es pot comparar
amb els valors mesurats a diferents punts de la fermentacié (simbolitzat per
punts). Situat a la part inferior de la figura s'observa |'evolucido de la velocitat
especifica de creixement deduida de la concentracié de biomassa.

La semblanca entre I’'evolucié del valor estimat pel model i el valor mesurat
es prou correcte. Observant l'escala es pot veure que els errors so6n poc
significatius, tot i que a la part final del cultiu la desviacid es fa més evident. Aquest
fenomen es déna quan s’ha exhaurit completament el metanol en el medi.
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Com s’ha exposat repetidament en apartats anteriors, |'altra estratégia de
cultiu utilitzada en aquest treball és en semicontinu. També es possible aplicar el
model de mesura per aquesta estratégia, tot i que I'estimacid difereix una mica del
cas anterior, com es veura a continuacio.

A l'inici d'aquest apartat es referencia la forta dependéncia dels parametres
del model de mesura (Ycozx i m) amb la font de carboni utilitzada pel creixement.
Aquesta observacid és especialment evident en el cas del cultiu semicontinu, on es
pot contrastar aquesta diferéncia mantenint la resta de condicions identiques. I es
que, és logic pensar que el nombre de mols de dioxid de carboni produits per mol
de biomassa generat canvia segons la font de carboni emprada. Les rutes
metaboliques seguides per a la sintesi de cadascuna de les fonts sén diferents, aixi
com els seus rendiments energetics.

Cal recordar que el cultiu en semicontinu es pot diferenciar clarament en
tres etapes; una primera amb un creixement en discontinu amb una elevada
concentracio de glicerol inicial, seguit d'una etapa de transici6 amb l'alimentacio
simultania de glicerol i metanol al medi, i una etapa final on s’indueix la produccio
addicionant Unicament metanol.

D’'aquestes tres etapes se n’han pogut deduir dos relacions entre la CER i el
creixement, és a dir, que ambdds parelles de valors de constants del model de
mesura és possible estimar la biomassa existent al llarg de tot el cultiu.

Atesa la coneguda preferéncia de Pichia pastoris per consumir en primer lloc
el glicerol davant I'existéncia conjunta amb metanol al medi, es va considerar que a
I'etapa de transicid, el consum de metanol era minim i consegientment
menyspreable. Per tant, es simplifica el cultiu en dos trams, un primer que és la
suma de l'etapa discontinua i de transicid on es considera que |'Unica font de
carboni consumida és glicerol i una segona on només es consumeix el metanol. La
relaciéo entre la CER i la concentracié de biomassa canvia en comencgar l'etapa
d’induccid, on la font de carboni passa a ser només el metanol.

Els parametres deduits per a I'etapa de consum de glicerol sén valides per
qualsevol fenotip de Pichia pastoris. Per tant, la parella de constants del model per
a l'etapa discontinua i de transicié és la mateixa sigui la soca Mut* o Mut®, ja que el
seu comportament és exactament el mateix davant la utilitzacié de glicerol com a
font de carboni.

Les diferencies venen a l|'etapa d’induccié on s’evidencia la naturalesa de
cadascun dels fenotips davant la utilitzacié de metanol. Per tant, s’haura de buscar
independentment una parella de valors del model per les soques Mut® i Mut*. Com
s’ha mostrat en el model de mesura per als cultius en discontinu amb metanol, el
nombre de copies de gen de ROL a la soca no té un efecte directe sobre les
constants YCOZ/X im.

Amb la mateixa sistematica que en el cas que el cultiu discontinu es
linealitza el model de mesura per tal de trobar els parametres constants del model.
L’Unica variacié és en substituir al model de mesura (eq. 4.11) I'equacié de balang
de biomassa, ja que a aquesta per un cultiu en semicontinu cal afegir-li el terme
d’acumulacio.

dX ,u~X—E-X eq. 4.18.

ot Y,
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De la substitucio de I'equacié 4.18 en el model de mesura (eq. 4.11) s’obté
la segiient expressio:

dX F-X
CER=Y, |—+—+m-X eq. 4.19
€O,/ X ( ot ; j q
Si es multiplica pel diferencial de temps (dt) s’obté:
[CERdt = Yo, -| [dX +jﬂdt +m- [ Xt eq. 4.20
2 \/
Si es divideix per J-th :
F-X
dX + | ——dt
JoeRat Jo ] o eq. 4.21
CO,/ X
[ Xt : [ Xt

F-X
Per tant si linealitza [CERdt en funci6 de Jax+] v &
[xat [ Xt

es poden trobar els

parametres Ycoyx i M, constats del model. D'aquesta forma es pot estimar la
biomassa en linia a partir d'una mesura indirecta com és la CER també per un cultiu
en semicontinu.
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Figura 4.63. Linealitzacio del model de mesura per un cultiu en semicontinu
guan s utilitza el glicerol com a font de carboni. Cada tipus de simbol és
caracteristic d’' una fermentacio diferent.
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Per al calcul dels parametres principals del model d’estimaciéo de biomassa
per al tram de fermentacié on es considera que |'Unica font de carboni consumida
és el glicerol (etapes de discontinu i transicié del cultiu), s’han utilitzat cultius
realitzats amb soques d’ambdds fenotips (Mut® i Mut™). Com es pot observar a la
figura 4.63 tot i les petites desviacions, les dades estan clarament alineades com
era d’esperar.

Els resultats de les constants de la linealitzacié sén:

Ycozx: 1.31(£0.07) <102 mol CO,-g X

m: 2.22(£1.18)-10™ mol CO,-g X *-h™

r2: 0.9443

Aquests sén els parametres del model en l'etapa discontinua i de transicid
d’un cultiu en semicontinu independentment de la soca de Pichia pastoris amb la
qual es realitzi el cultiu.

Quan el glicerol del cultiu s’exhaureix, llavors cal canviar el model de mesura
en funcio del fenotip utilitzat, Mut* o Mut®. A continuacié s’ha realitzat, utilitzant el

mateix procediment matematic anterior, el calcul del model de mesura per la zona
d’induccié quan el fenotip és de tipus Mut®.
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Figura 4.64. Caracteritzacié del model de mesura per un cultiu en
semicontinu durant la fase d'induccié amb metanol i pel fenotip Mut®.
Cada tipus de simbol pertany a una fermentacio diferent.

Logicament, les dades emprades son de la fase d’induccid de cultius

semicontinus realitzats amb soca de tipus Mut®, amb independéncia del nombre de
copies.
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El resultats del rendiment i el coeficient de manteniment del model de
mesura per una soca del tipus Mut® utilitzant metanol com a unic substrat, és el
segient:

Ycozx: 4.17(% 0.16)-10"2 mol CO,-g X

m: 1.41(+ 0.41)-10™* mol CO,-g X*-h™

r2: 0.9596

Aixi doncs, aplicant el model per a un cultiu en semicontinu per a una soca
de tipus Mut®, s'utilitzaran dos parelles de parametres del model d’estimacio, uns
per quan hi hagi glicerol al medi, i seguidament per quan Unicament hi hagi

metanol. A la figura 4.65 es presenta la validacid6 del model amb un cultiu
semicontinu d’aquestes caracteristiques.
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Figura 4.65. Validaci6 del model de mesura per a un cultiu amb una soca Mut®. De la part

superior alainferior es pot observar la CER, la concentraci6 de biomassa estimada (linia

continua) i real (simbols). A la part final, I’ evolucié de la vel ocitat especifica de creixement
calculada a partir del model.

En observar amb detall I'evolucié del model de mesura es facil adonar-se
que en el periode de canvi de font de carboni (etapa de transicido i principi
d’induccid), entre les 17 i 30 h., és quan l'error en |'estimacio és més notable. Tot i
aixo, I'aproximacié del model es prou bona i suficientment precisa, complint amb
escreix la seva principal funcio.

219



ESTIMACIO, MODELITZACIO | CONTROL

Es inevitable perd, com es pot comprovar en el perfil de la velocitat
especifica de creixement, I'aparicié d'una discontinuitat en el moment de canvi de
parametres (en aquest cas sobre les 22 h.) del model d’estimacié. Es en el moment
gue acaba |'etapa de transicido quan s'apliqguen els nous parametres del model, en el
moment que hi ha el canvi de font de carboni.

Es clar que la velocitat especifica de creixement no realitza aquest canvi
d’'una forma tant brusca, tot i que el que indica és que potser en un interval de
temps més llarg hi ha un canvi important d’aquesta variable.

Per intentar suavitzar-ho es poden aplicar varies solucions com que el canvi
d’'uns parametres del model als seglients es faci d’'una forma progressiva. No
obstant aix0, el criteri o forma de realitzar-ho no es pot fonamentar en cap base
teorica amb les dades que es disposa. La recollida de més informacié en aquest
periode de temps potser permetria conéixer |'evolucié dels parametres del model en
aquest canvi de font de carboni.

Es perd incoherent emprar un model de mesura senzill de dos parametres i
anar variant els parametres constantment. Cal tenir clar que la funcié principal
d’aquest model és I'estimacié de la biomassa en linia d’una forma rapida a partir de
la mesura directe de la produccié de dioxid de carboni. No es creu prioritari buscar
cap mecanisme per suavitzar aquest canvi de parametres.

Finalment, la linealitzacié per al fenotip Mut* a partir dels valors obtinguts a
la fase d‘induccié de quatre fermentacions es presenta a la figura 4.66.
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Figura 4.66. Linealitzacié del model de mesura per un cultiu en semicontinu
durant la fase d‘induccié amb metanol i pel fenotip Mut”™.Cada simbol pertany a una
fermentacio diferent.

Els valors obtinguts de la linealitzacié son els seglients:

Ycoz/x: 1.41(£ 0.08)-107" mol CO,:g X
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m: 3.94(% 0.48)-10* mol CO,-g X'*-h?!
r2:0.9231

Aplicant aquests valors en un cultiu en semicontinu per a una soca de
fenotip Mut®, s’obté l'estimacié de la concentracié biomassa i de la velocitat
especifica de creixement. A l'igual que per a la soca Mut®, es realitzara un canvi de
les constants un cop s’hagi exhaurit el glicerol del medi (al final de I'etapa de
transicid). La figura 4.67 mostra com l’'estimacié de la densitat cel-lular a partir del
model (linia continua a la grafica central) s’'aproxima a les dades experimentals.
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Figura 4.67. Validaci6 del model de mesura per un cultiu amb una soca Mut”.
El model de mesura basat amb el valor de la CER estima |’ evolucié
delabiomassai per , la velocitat especifica de creixement.

La fi de I'etapa de transicié, moment on es canvien els parametres del model
esta situat sobre les 23 h. de cultiu. La baixada brusca de la p a nivells molt
inferiors és causada en part pel canvi de parametres del model. No obstant aixo,
també s’observa proper a aquest punt del cultiu, un evident canvi de tendéncia en
I’evolucié de la biomassa.

La comparacié dels parametres del model en funcié de la soca emprada, el

tipus d’estratégia de cultiu i el fenotip de la soca seleccionat pot donar informacio
complementaria sobre el comportament del microorganisme.
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I Font de C Soca Estrategia Ycozsx m I

Muts Discontinu -- --
Semicontinu | 4.17(£0.16)-102 | 1.41(% 0.41)-10™
Discontinu 6.39(+ 0.4)-102% | 2.26(% 1.18)-10™

Metanol
Mut™®

Semicontinu | 1.41(+ 0.08)-10* | 3.94(% 0.48)-10™
Glicerol | Ambdues | Disc + Semic. | 1.31(+ 0.07)-102% | 2.22(+1.18)10™

Taula 4.15. Recull de parametres del model d’ estimacio segons la font de carboni, la soca i
I’ estrategia de cultiu utilitzada.

El coeficient de manteniment (m) en tots els casos és del mateix ordre i
forca petit, assenyalant que la producci6 de CO, no associada al creixement no
depén excessivament de la font de carboni, I'estratégia o soca utilitzada. L'interval
de confianca calculat per aquest parametre apunta que l'error en el seu calcul és
significatiu, sent en algun cas del 50 % del seu valor.

S’han realitzat algunes proves d’estimacio de la biomassa amb el model de
mesura emprant els valors extrems de l'interval de confianga del coeficient de
manteniment tal i com es mostra a la figura 4.68.

Concentraci6 de biomassa (g-1™)

0-““\‘“‘\““\‘“‘\““\““\““\““
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temps (h)

Figura 4.68. Influencia del parametre de manteniment del model de mesura sobre |’ estimacio
de biomassa per a un cultiu en discontinu.

Mantenint el valor del rendiment (Ycozx: 6.39-10%) constant per als tres
casos, s’ha calculat I'estimacié del model de mesura per tres valors del coeficient de
manteniment, el valor mig i els dos extrems de l'interval de confianga. Com es
mostra a la figura 4.68, amb una linia continua es simbolitza quan el model té un
valor de m: 2.26-10™, amb una linia discontinua m: 1.08:10™ (2.26:10%-1.18:10)
i simbolitzat amb una tram de linia i punt intercalats quan m: 3.44-10™ (2.26-10"
4+1.18-10™).

Es clar que durant la fase de creixement la influéncia del coeficient de
manteniment és menor, les diferéncies entre els tres valors és poca. Es quan
s’exhaureix el metanol, sobre les 30 h. de cultiu, que en baixar la velocitat de
creixement a valors propers a zero el coeficient de manteniment té una especial
importancia dins el model. Es precisament en aquesta part final del cultiu on es
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detecten les majors diferéncies. Veient perd l'escala de valors on es mou aquest
error es pot afirmar que es poc significatiu.

Aixi doncs, tot i que el valor del coeficient de manteniment oscil-la entre uns
intervals de confianca elevats en comparacidé amb el valor mig, no afecta
significativament |'estimacié del model.

Pel que fa el rendiment del dioxid de carboni, el calcul del seu valor es mou
en uns estrets intervals de confianga, on en cap cas es supera un 7% d’error.

Pero a diferéncia del coeficient de manteniment, el valor del rendiment té
una forta dependéncia en funcié de I'estratégia, soca i font de carboni utilitzada.

Aguest valor és directament proporcional a la necessitat energética de la
soca per al seu creixement. Si s’analitza el sentit fisic dels quatre valors, es facil
adonar-se que el valor més petit, i amb diferéncia, és el rendiment quan la font de
carboni és el glicerol. Aquest fet indica que per cada gram de biomassa generat
s’han produit menys mols de dioxid de carboni, senyal inequivoc que les necessitats
energetiques son menors que utilitzant el metanol.

Si es comparen els rendiments utilitzant com a substrat el metanol, hi ha
clares diferencies del valor del rendiment quan l'estratégia de cultiu es en
discontinu o semicontinu. Cal assenyalar abans de treure possibles conclusions, que
les condicions d’operacié en els dos cultius son forca diferents (velocitat d’agitacid,
cabals d’aire, etc..). A més, la composicié del medi i els nivells de biomassa
aconseguits son totalment diferents. Per aquests motius no es creu convenient
comparar aquests valors, ja que existeixen masses diferéncies que estan subjectes
a nombroses variables.

Ara bé, el que si es creu comparable, ja que les condicions d’operacid,
estratégia de cultiu i la resta de variables (composici6 medi de cultiu, etc...) sén
idéntiques, sén els rendiments dels cultius en semicontinu de diferent fenotip. El
gue sorprén en comparar aquests dos valors és la seva gran diferéncia, sent més
de tres vegades superior el valor per la soca Mut+. Es podria afirmar que, com
s’observa experimentalment, una velocitat especifica de consum superior (qgs) esta
estretament lligada amb un major malbaratament energétic. I és que el
comportament de les soques de diferent fenotip (Mut®* o Mut®) davant la mateixa
concentracié de metanol al medi.

4.3.2. CONTROL DE LA CONCENTRACIO DE SUBSTRAT

Com s’ha explicat detalladament a I'apartat 4.1, la produccié de proteines
heterdlogues en Pichia pastoris es caracteritza per a la utilitzacié de metanol com a
substrat inductor de la produccié de la proteina d’interés. Aquest microorganisme
utilitza el gen promotor alcohol oxidasa (AOX) per a |'expressiéo de gens aliens, i
aquest és induit per metanol i reprimit per la preséncia de glicerol en excés al medi.

Com s’ha demostrat en apartats anteriors, la concentracié de metanol al
medi de cultiu té un efecte directe sobre el creixement i produccié de proteina per
part del microorganisme. Concentracions de metanol superiors als 10 g-I'* sén
toxiques per Pichia pastoris, aturen el creixement i la induccié de proteina.

Un dels grans reptes és aconseguir mantenir durant tota la fase d’induccio
els nivells de metanol per sota dels 10 g-I"*. No obstant aix0, dins el rang de 0 a 10
g-I"t de substrat inductor en el medi, els efectes sobre la produccié de proteina
heterdloga varien. Per a cultius de Pichia pastoris esta demostrat que els millors
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resultats a nivell de produccié s’obtenen per a una concentracié de metanol entre 0
i 3 g-I' (Cereghino et al., 2001).

Aixi doncs, davant la necessitat de mantenir constant la concentracié de
metanol es poden aplicar diferents técniques d’origen forga variat. En els primers
estadis d’investigaci6 amb aquest tipus de cultiu, el control es porta a terme de
forma manual, extraient amb forca freqliéncia mostres i mesurant la concentracid
de metanol. A partir d’aquest resultat es varia el cabal d'alimentacié del substrat en
funcidé del punt de consigna fixat.

Rapidament pero, es tendeix a buscar una técnica que permeti mantenir la
concentraci6 de metanol constant sense |'excessiva supervisié i manipulacié per
part de la persona responsable del cultiu. A més, el clar benefici de disposar d’un
sistema autonom i que a més permeti la comparacié entre cultius per la seva bona
reproductibilitat, fan que es tendeixi a utilitzar técniques amb aquestes
caracteristiques. Les més emprades sdén, segurament per la seva senzilla
implementacié, la del control d’oxigen dissolt (pO,) i els models d’addicid, dels
quals a continuacié se’n detallen les principals caracteristiques.

| de I'oxi i It ¢ ;

Aguesta técnica es basa en l'aproximaciéo que un consum constant d’oxigen
per part del microorganisme implica que la concentracié de metanol al medi es
mantingui constant. Es a dir, s’estableix una relacié directa entre concentracié de
substrat inductor al medi i el consum d’oxigen.

Aixi doncs, utilitzant aquesta mesura indirecte es va modulant el cabal
d’entrada de metanol per tal de mantenir un determinat valor fix de I'oxigen dissolt
al medi. Un augment del pO, a la fase liquida s’interpreta com un exhauriment del
substrat al medi, i en conseqliéncia s’actua incrementant un petit tant per cent el
cabal d’addicié (escollit segons I’'experiéncia). Com que no s’espera actuar en la
direccié contraria, ja que, en teoria, la demanda de substrat s'ha d’incrementar per
I'augment constant de biomassa, en cap moment es baixa el cabal a addicionar.

El principal problema d’aquesta técnica es que si s’arriba a concentracions
suficientment elevades de substrat perqué provoquin un efecte toxic sobre el
microorganisme es manifesta amb una baixada de consum de metanol. Aquest
fenomen implica directament un augment de l'oxigen dissolt i segons la llei de
control, s’actua incrementant el cabal d‘alimentaci6 de substrat inductor.
Evidentment, I'augment de cabal puja la concentracié de metanol i agreuja el
problema de toxicitat.

Un altre inconvenient és el rang d’oscil-lacié de la concentracié emprant
aquesta técnica, la baixa sensibilitat dels nivells d’oxigen a la fase liquida davant la
variacié de la concentracié de substrat fan que el rang de control sigui massa ampli
(aproximadament = 1 g-I'}).

Com a conseqliéncia, s’ha comprovat en treballs dins el mateix grup
d’investigacid que la reproductibilitat dels cultius emprant aquesta técnica és molt
baixa. Tot i mantenir els nivells d’oxigen dissolt constants al mateix valor, en cada
cultiu la concentracié de metanol era significativament diferent.

Com a conclusid, es pot afirmar que com es tracta d'un métode de control

basat en una mesura indirecte (p0,), comporta una seérie de problemes i
desviacions que no garanteixen el seu bon funcionament.
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Models d’addicid

Un altra alternativa per mantenir amb més o menys exactitud la
concentracio de metanol constant al medi, és utilitzar un model matematic que
aproximi el millor possible el comportament del microorganisme en cada moment.
Per tant, sense tenir en compte l'evolucié real del cultiu i seguint un perfil teoric
preprogramat, s'afegeix un cabal d’alimentacié de metanol.

Aquesta tecnica implica en primera instancia un complert estudi de la
fermentacié per aconseguir un model matematic que descrigui prou correctament
I’evolucié temporal del cultiu. Tot i que, depenent del tipus de substrat i estrategia
utilitzada aquesta tasca potser més o menys dificil, I'obtencié d'un bon model no és
garantia d’'uns bons resultats. Evidentment, si no es pot disposar d’'un model prou
fiable, ja no cal que es prossegueixi en el calcul de I'equacié per a l'addicié de
metanol.

Alguns autors han aconseguit trobar expressions matematiques senzilles que
aproximen amb forga fiabilitat el comportament del microorganismes en unes
delimitades condicions de treball (D’Anjou et al., 2001).

A partir de models d’aquest tipus es pot deduir de forma teorica quin ha de
ser el cabal de metanol a addicionar en cada moment per aconseguir mantenir
constant aquesta variable a l'interior del bioreactor.

Si s’arriba a disposar d’'un model d’addici6 de metanol, prou correcte a
priori, hi ha nombrosos problemes que poden provocar el mal funcionament
d’aquesta teécnica:

» Dinamica del sistema. En utilitzar el cultiu en semicontinu per portar
a terme aquestes fermentacions, es conegut que I’'evolucié temporal de
variables com la biomassa, el consum tenen una tendéncia
exponencial. Per tant, petits errors d’estimacido o mesura en els valors
inicials d’aquests models provocaran una propagacié exponencial de
I'error al llarg del cultiu.

» Problemes durant el cultiu. Qualsevol problema operacional durant
el cultiu com pot ser, baixada de 'oxigen dissolt, pujada o baixada del
pH, augment o disminucié de la pressid,etc.. pot derivar en una
desviacid del perfil tedric del cultiu. Tot i que la durada d’aquests petits
problemes operacionals pot ser curta, la variacido de I'evolucio respecte
el model pot haver canviat prou perque la diferéncia sigui significativa.
Aixi doncs, al deslligar-se la fragil relacié entre el consum del
microorganisme i el cabal d’alimentacio la concentracido de metanol pot
arribar a grans desviacions del valor desitjat.

El bon funcionament d’aquesta técnica esta estretament lligada amb la bona
sincronitzaciéo del model amb I'evolucié del cultiu, un petit desfase provoca, al cap
d’un cert temps, errors irrecuperables.

El principal problema d‘aquesta tecnica és que funciona totalment
independent de I'evolucié del cultiu, és a dir, no utilitza cap informacié en linia de la
fermentacio per poder comprovar i corregir el model. Es conegut que el control d’un
procés en llag obert, on no hi ha una retroalimentacié d’alguna de les variables clau
del sistema, comporta nombrosos problemes com els que s’han comentat
anteriorment.
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Es podria pensar que combinar un d’aquests models amb la mesura
periodica de la concentracid de metanol a partir de |'extraccié de mostres, per anar
corregint el model constantment, podria ser una bona solucié. Pero, com s’ha
indicat inicialment es busca una técnica el més autonoma possible que no necessiti
la continua intervencié per part de l'usuari per al seu correcte funcionament.

Una altra possible alternativa es construir un model d’addicidé, en aquest cas
per0d, que depengui de la mesura en linia d'alguna de les variables del sistema
(base addicionada, concentracid de gasos a la sortida, etc ..). De la mateixa
manera que el control de concentracidé de metanol mantenint constant I'oxigen
dissolt, aquest meétode també tracta de controlar la concentracié de substrat
mitjancant una mesura indirecte. La relacié entre la mesura d’aquesta variable i el
consum de metanol per part del microorganisme no és pot simplificar a una
expressié matematica valida per a qualsevol condicié d’operacid.

Aixi doncs, I'Us de técniques basades en una addicié de substrat seguint el
perfil d’'un model matematic tedric comporta poques garanties d’éxit.

control en linia de I tracié d I |

Davant d’aquestes evidéncies és logic pensar que la millor manera de
controlar el metanol a l'interior del bioreactor passa préviament per disposar d’una
mesura en linia d'aquesta variable. L'aparicid de diferents tipus de sensors de
Metanol en linia ha facilitat el control sobre la concentracié d’aquest component en
el sistema. Com s’ha exposat extensament a |'apartat 4.2, es disposa d’'un sistema
en linia capa¢ de mesurar el metanol a la fase gas, relacionada amb la seva
concentracié a la fase liquida.

Evidentment, davant la possibilitat de disposar de la mesura directa del
substrat inductor, altres alternatives basades en relacions indirectes del metanol
amb altres parametres del sistema, deixen de tenir sentit.

Com s’ha comentat anteriorment, a l'apartat 4.1, mantenir els nivells de
metanol constants a concentracions inferiors a 3 g-I! té un efecte positiu sobre la
produccié d’enzim d’interés. Per0, per veure quina és la concentracié optima de
substrat que maximitza la produccio, cal que el sistema sigui capa¢ de mantenir-lo
constant.

Plantejant com a objectiu principal mantenir constant la concentracié de
metanol cal buscar un algorisme de control capag de realitzar aquesta tasca de
forma autonoma.

El disseny d'un sistema de control, per senzill que sigui, ha de passar
indubtablement per les seglients etapes:

» Definicié de I'objectiu de control. Com s’ha exposat repetidament,
la variable a controlar és la concentracio de metanol a l'interior del
bioreactor.

» ldentificar les variables que poden ser mesurades i les que
poden ser manipulades que estiguin involucrades amb I’objectiu
de control. La variable mesurada relacionada directament amb
I'objectiu de control és la concentracié de metanol en linea. Per altra
banda, tot i que hi ha nombroses variables que poden tenir un efecte
indirecte sobre la concentraciéo de metanol (Ex. Cabal d’aire d’entrada o
pH), la variable a manipular pel control és el cabal d’alimentacié de
substrat.
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» Selecci6 de la configuracio del sistema de control. Dels diferents
tipus de configuracié del sistema de control (detallats a l'apartat 1.7)
s’ha escollit la més comuna, control per retroalimentacié. El sistema de
control es presenta esquematicament a la figura 4.69 on es mostren en
forma de blocs les diferents parts que conformen el sistema. Com es
pot apreciar, el sensor mesura en linia la concentraci6 de metanol
enviant aquesta dada a l'ordinador de control. Incorporat en el
programari d’aquest i seguint la llei de control desitjada per 'usuari, es
calcula el cabal I'alimentacié de substrat actuant sobre la microbureta
automatica.

Consigna + Error LLEI DE

» EE—
CONTROL MICROBURETA BIOREACTOR

v

SENSOR DE
METANOL

y

PC

Figura 4.69. Esquema de |la configuraci6 del
control de la concentracio de metanol.

= Implementacid fisica de la instrumentacié de monitoritzacio i
control. Aquest pas es basa en la implementacié dels diferents equips
de mesura, controladors i dels elements finals del control. La seva
eleccié ha d’estar en funcid de determinades caracteristiques, com
poden ser la seva fiabilitat i cost economic. A continuacié s’especifica
I'equipament que conforma el sistema de control.

o Equip de mesura: MC-168 (PTI Instruments, , USA).

o Controlador: Ordinador (Programari de monitoritzacio i
control).

o Element final: Microbureta Automatica MicroBU 2031
(Crison, Alella, Espanya).

» Disseny dels controladors. Com a Uultima fase del disseny del
sistema de control, es decideix quin tipus de controlador i seguidament
es sintonitza per adaptar-lo a les caracteristiques del procés. Per
realitzar aquesta etapa és necessari coneixer, almenys a
aproximadament, el comportament dinamic del procés. La sensibilitat
de les variables controlades respecte les manipulades i la velocitat amb
la qual responen aquestes son dues de les qliestions basiques a
coneixer per dissenyar els controladors.

Es en aquest Ultima etapa de disseny on es realitzaran diferents proves amb
I'objectiu de trobar un controlador que satisfaci els seglients requisits:

» Facil implementacié: Amb l'objectiu que les técniques aqui

desenvolupades puguin ser rapidament adaptades a processos
industrials, una de les caracteristiques que ha de complir el sistema de
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control és que es pugui adaptar rapid i faciiment a qualsevol sistema de
diferent escala, condicions d’operacié o microorganisme.

» Fiable i robust: Es desitja aconseguir un sistema de control que
treballi en multiples condicions. Es vital disposar d’un control estable,
que treballi en qualsevol condicidé, sense excepcions. Que en cap
moment doni errors ni treballi Gnicament sota determinades
especificacions del sistema. El sistema de control ha de ser capag
d’adaptar-se a qualsevol problema i al mateix temps reconduir el
procés a les condicions desitjades.

» Facil d'utilitzar: Atesa |'experiencia del grup d‘investigaci6 amb
multiples col-laboracions amb l'industria, es coneix de primera ma les
intencions i exigencies del personal que hi treballa a I'hora d’utilitzar
sistemes d’'aquest tipus. S’ha detectat en molts casos que la
desconeixenca va molt lligada amb la desconfianca, per tant, sistemes
de control complexos tipus caixa negre no sén molt recomanats a
I'industria. Si la persona que ha d’utilitzar amb freqliéncia aquestes
eines, independentment de la seva formacid, pot arribar a coneixer el
funcionament del controlador I'utilitzara amb més confiancga i seguretat.
Un altre avantatge es que després d'un curt periode de formacié, el
mateixos usuaris poden solucionar els possibles problemes que puguin
sorgir, estalviant-se la intervencié de tercers i la conseqlient parada de
produccid.

» Exacte i precis: Tots el requisits esmentats fins ara no
necessariament van en detriment de l'exactitud en el control, es per
tant possible, aconseguir un sistema de control senzill pero alhora
exacte i precis.

Definit el sistema de control, i coneixent les caracteristiques que ha de
complir el controlador a implementar, el seglient pas passa per provar-los i
sintonitzar-los en el procés real. Malgrat aix0, el cost economic, de temps i de
personal per realitzar una fermentacid aconsella planificar detingudament els
experiments a realitzar.

Es va proposar, abans de realitzar aquesta serie d’experiments buscar
alguna manera de poder seleccionar préviament quins d’ells podien donar resultats
correctes. Una de les formes de fer-ho és la formulacié i construccié d’'un model
dinamic capag¢ d’aproximar el comportament real del microorganisme. D’aquesta
forma, dins les fases preliminars d’adequacié d'un nou controlador, es podria
realitzar una simulacié de la resposta dinamica del sistema. D’aquesta forma es
podrien detectar prematurament possibles problemes i/o alteracions que
estalviarien la realitzacié de fermentacions futures.

E I -, - I.I .,II II N -

La principal funcidé d’aquest model és reproduir matematicament el
comportament dinamic dels microorganismes a l'interior del bioreactor. Ha de
quedar clar pero, que l'objectiu principal d’aquest model és utilitzar-lo com a eina
per provar diferents tipus de controladors. Per tant, es tracta de construir un model
senzill sense intentar explicar el comportament del microorganisme en un ampli
rang de condicions.
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Definiciéo.

En primer lloc cal definir exactament fins quin nivell de concrecié es vol
arribar, aspecte que es defineix a partir de les necessitats requerides.

La funcié basica d'aquest model és aproximar I’'evolucié del metanol a la fase
liguida de l'interior del bioreactor a partir de la seva addicié. Només cal disposar de
I’evolucié temporal d’aquestes dues variables per realitzar les simulacions amb els
diferents tipus de controladors (Figura 4.70).

Cabal d’alimentacio Concentracié de metanol a

de metanoli FERMENTADOR > la fase liquida
(MODEL)

Figura 4.70. Esguema simplificat del model.

Encara que les diferents proves de control només es realitzen a l'ultima
etapa del cultiu, on s’utilitza el metanol com a Unica font de carboni, es va decidir
gue el model aproximés també les altres fases del cultiu. Per tant, el model ha
d’incloure I'evolucié del cultiu en I'etapa discontinua i seguidament la de transicid,
on ja hi comenga a intervenir el metanol com a substrat.

Formulacié del model.

Com s’ha apuntat anteriorment, I'is d’aquest model esta destinat a una
aplicaciéo molt concreta. Aixi doncs, una aproximacié del comportament real pot ser
suficient per aquestes necessitats. No es vol destinar a aquesta part del treball
massa esforg ni temps, ja que es tracta d’una eina per assolir un objectiu.

Vistes les intencions, clarament es tendeix a utilitzar un model de tipus no
estructurat (Apartat 1.4). Un model d‘aquest tipus comporta, com s‘enumeren a
continuacié, una série d’aproximacions que simplifiqguen considerablement la
complexitat del model.

» Es considera la biomassa com una sola espécie sense tenir en compte
les reaccions intracel-lulars. Aixi doncs, el microorganisme és aproximat
a una caixa negra on hi ha una seérie d’entrades (Ex. Substrats, etc..) i
una serie de sortides (Ex. Increment de la biomassa, etc..).

» Es considera que el microorganisme no consumeix més d’un substrat al
mateix temps. Tot i semblar una aproximacio forca simplista, en el cas
de combinar glicerol i metanol en cultius amb Pichia pastoris és certa,
ja que la preseéncia de glicerol al medi inhibeix el consum de metanol.
Només quan el glicerol esta a concentracions limitants (menor d’ 1 g-I’
1y es pot donar el consum del dos substrats conjuntament.

» Es considera que Il'activitat del microorganisme només es veura
limitada per la falta de font de carboni. La resta de nutrients, com
poden ser l'oxigen i el nitrogen, es consideren en excés durant tot el
cultiu.

» No es contempla I'existéncia d’'una fase de laténcia a I'inici del cultiu.

El models no estructurats es basen normalment en els balancos de matéria a
escala macroscopica de les principals variables del cultiu.
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Si es realitza el balang de substrat per a un cultiu en semicontinu, s’obté
I’equacio 4.22, deduida directament de I’'equacié 3.52 (apartat 3.7).

E:_i.ﬂ.x_w eq422
dt Yy \Y
S
on:
Yy/s: Rendiment biomassa-substrat (g X- g S%).
u: Velocitat especifica de creixement (h™).
X: Concentracié de biomassa (g-I'™")
F: Cabal d’alimentacié (I-h™)
S: Concentracié de substrat a l'interior del bioreactor (g-I'!).
So: Concentracid de substrat a l'aliment (g-I™!)
V: Volum de liquid al reactor ()

. ds \
La variacio de substrat a l'interior del bioreactor, E, depen principalment

de dos termes. El primer representa el consum de metanol per part del
microorganisme i es proporcional a la quantitat de biomassa existent. El segon
contempla l'increment de concentracidé a la fase liquida per I'alimentacié d’un cabal
de substrat. L’evolucié de biomassa al llarg d’un cultiu semicontinu es pot expressar
matematicament a partir de l'equacid 4.23 (la seva deduccié esta detallada a
I'apartat 3.7).

dx F. X
A X
a Y Y

eq. 4.23

L'alimentacié de diferents substrats a linterior del reactor comporta un
continu increment del volum de medi. Aquest es pot expressar senzillament amb
I'equacié 4.24. En un cultiu semicontinu, només es contempla que hi ha el terme
d’entrada de cabal (F).

d—v =F eq. 4.24
dt

La relacid existent entre la concentracié de substrat i la velocitat de
creixement és |'Ultima part del model que relaciona estretament les equacions 4.22
i 4.23 entre si. La caracteritzaci6 del model passa indubtablement per calcular la
relacié entre aquestes dues variables.

Efecte de la concentracié de substrat sobre la velocitat especifica de
creixement.

Els principals factors que afecten la velocitat especifica de creixement en un
cultiu son la concentracio de substrat, la temperatura i el pH.

En aquest cas, el pH i la temperatura resten fixes al llarg del cultiu. Els
valors d’aquestes variables han estat optimitzats en treballs anteriors (Minning et
al., 2000) per maximitzar la produccié d’enzim expressat en P.pastoris.

La relacio entre la velocitat especifica de creixement i la concentracié de
substrat té, en la majoria dels casos, forma d’hipérbola, una corba de saturacid
similar a la que descriu la cinética enzimatica tipus Michaelis-Menten. Monod va
proposar la seglent expressio,
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_ HMuax S

eqg. 4.25
Ks+ S

U

on:

u: Velocitat especifica de creixement (h™).
umax: Velocitat especifica de creixement (h').
S: Concentracié de substrat (g-I™).

Ks: Constant d'utilitzacié de substrat (g-I").

Numéricament, Ks és igual a la concentracié de substrat quan la velocitat
especifica de creixement és la meitat de la maxima. Valors baixos de Ks indiquen
que el microorganisme té forca afinitat per al substrat, ja que la py no baixa a valors
propers a zero fins que el substrat és a punt d’exhaurir-se.

La parella de constants, pmax i Ks, son funcié de multitud de variables i de la
combinacié d’aquestes. Depenen principalment del tipus de microorganisme,
substrat i també de les condicions d’operacid6 com la temperatura i el pH. Aixi
doncs, existeixen una parella de constants per cadascuna de les combinacions de
condicions.

D’altra banda, s’han descrit a la bibliografia multitud de models que
descriuen d'una forma més especifica els diferents casos particulars. Per exemple,
models que relacionen aquestes dues variables quan hi ha una inhibicid per
substrat (Andrews, 1968; Webb, 1963; Aiba et al., 1966; Han i Levenspiel 1988).

La utilitzaci6 de models més complexos també implica un increment del
nombre de constants i en conseqliéncia, la dificultat d’utilitzar estimadors
estadistics, com pot ser l'algoritme de Levenberg-Marquart (Davis, 1993). Alguns
d’aquests models presenten importants discontinuitats, pel que fa que siguin poc
aconsellables d'utilitzar.

Tot i que és conegut que tots els substrats inhibeixen el creixement, encara
que sigui per problemes d’osmosi a altes concentracions (>300 g-I'!), els models
han de descriure Unicament el rang de treball emprat. Per tant, no és d’estranyar
que pel mateix microorganisme, substrat i condicions de treball es puguin utilitzar
diferents models en funcié del rang de concentracions emprat.

La utilitzacié d’un o altre model vindra regit per I'exactitud del seu ajust a
les dades experimentals i per la seva senzillesa. Moltes vegades pero, la principal
dificultat no es trobar un model que aproximi correctament les dades sino
aconseguir unes dades experimentals correctes.

La forma més exacte d’obtenir la parella de dades de concentracido de
substrat i velocitat especifica de creixement relacionades és el cultiu en continu.
Treballar en estat estacionari garantitza que la relacié entre ambdues variables es
mantingui constant.

No obstant aix0, I'obtencié d’aquesta informacié implica la realitzacié de
multiples estats estacionaris en un o diferents cultius en continu. I si es vol realitzar
per a velocitats especifiques de creixement baixes, ja que és la zona on es pot
extreure més informacid, es poden necessitar més de 40 dies de cultiu (per
exemple, p : 0.005 h™') per a una sola parella de dades.
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Des d‘un bon principi, i sense perdre de vista quina era la finalitat del model,
es va desestimar la possibilitat de realitzar una bateria d’experiments en continu
per determinar aquests parametres. A més, com que el model varia segons el
microorganisme i els substrats, el nombre d’experiments a realitzar es disparava.

Arribats a aquest punt, es va decidir utilitzar les dades dels cultius en
semicontinu realitzats fins el moment per extreure’n aquesta informacié. La
continua variacié de la concentracié de substrat i de la velocitat especifica de
creixement en aquesta estratégia de cultiu incrementa I'error en el seu calcul. Es
considera en els punts on s’estableix la relacié entre aquestes dues variables que
s’esta treballant en un pseudo-estat estacionari. Perqué aquesta aproximacié sigui
prou valida cal extreure un elevat nombre de mostres, disposant aixi de més
informacid en curts periodes de temps.

Cal recordar també que la velocitat especifica de creixement es calcula a
partir dels valors puntuals de concentracié de biomassa mesurats de les mostres
extretes durant el cultiu. Aixi doncs, com més curt sigui el periode entre mostres
més correcte sera el calcul de p.

Tenint en compte tots aquests condicionants, es van realitzar els calculs per
establir els valors de les constants de |I'equacié de Monod (eq. 4.25) per tres casos
diferents.

Ates que el comportament de les soques de P.pastoris utilitzades en aquest
treball és el mateix davant el glicerol, independentment del fenotip, I'equacio de
Monod davant aquest substrat és comuna per a soques Mut* o Mut®.

Pel contrari, quan la font de carboni és el metanol hi ha clares diferéncies
entre les soques Mut* i Mut®. Per tant, s’ha establert per cadascun dels fenotips una
equacié de Monod diferent.

Cal assenyalar que no s’han emprat dades de fermentacions amb soques
multicopia, ja que no es disposava de suficients répliques de les mateixes per
establir amb prou exactitud la relacié entre les dues variables de l'equacié de
Monod.

Una vegada s’han obtingut, per un conjunt de fermentacions realitzades sota
les mateixes condicions, les dades de la concentraci6 de substrat i velocitat
especifica de creixement el calcul de les constants de I'equacié de Monod (eq. 4.25)
és senzilla. Només cal linealitzar I'equacio realitzant l'inversa a tots el termes com
es mostra a l'equacio 4.26.

1 Ks 1 1
R —+ eq. 4.26
L Huax S Hyax

Per tant, realitzant una regressio lineal de 1/p vs. 1/S, s’obté a partir del
pendent i I'ordenada a l'origen el valor de les constants Ks i pwax-

Glicerol
Quan l'4nica font de carboni és el glicerol, durant la fase discontinua inicial,
es pot determinar per diferents valors de concentracié d’aquest substrat quina és la

velocitat especifica de creixement. La concentracié de glicerol és mesurada a partir
de mostres extretes durant el cultiu. En canvi, la g és calculada a partir de la
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derivada de I'aproximacio per “splines” de les mesures puntuals de biomassa de les
mateixes mostres extretes.

A continuacié es presenta la linealitzacié de l'equacié de Monod (Figura
4.71), a partir de la qual es determinen les constants Ks i pmax.

1p (h.)

3 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

/s (g™
Figura 4.71. Linealitzaci6 de I’ equaci6 de Monod utilitzant el glicerol com a substrat.
Els resultats de la linealitzacié sén

Pendent: 3.07 + 0.47
Ordenada a I'origen: 5.2 £ 0.1
r’: 0.712

A la figura 4.71 es pot apreciar que la tendéncia lineal de les dades ve molt
marcat per un o dos valors distanciats la resta. Principalment el pendent de la recta
té una forta dependéncia d’aquests valors més llunyans. Estadisticament també es
pot observar aquest fenomen en linterval de confianca del pendent. Si a partir
d’aquests valors es calculen les constants de I’'equacié de Monod,

Hmax: 0.192 £ 0.004 (2% d’error).
Ks: 0.591 £ 0.1 (17% d’error).

De l'analisi d’aquestes equacions se’n deriva que el parametre Ks té un
interval de confianga molt ampli, ja que té una dependéncia directe del valor del
pendent de la linealitzacio. Aquest error és degut a la dificultat d’aconseguir una
parella de valors de S i p a la fase final de la fase en discontinu del cultiu. Es en
agquest moment quan la biomassa és aproximadament d’uns 20 a 25 g-I"}, suficient
per consumir en un curt periode de temps els ultims grams de glicerol del medi.

Apuntar que el valor de Ks és prou petit per afirmar que P.pastoris té una

bona afinitat cap el glicerol, ja que a baixes concentracions ja s’assoleixen
velocitats especifiques de creixement properes a la maxima.
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Finalment, I'equacié queda com:

 0192-S

H=—"— eq. 4.27
0.591+ S
Si es representa la velocitat especifica de creixement en funcié de la
concentracid de substrat es pot observar la clara tendéncia a la saturacié de la
corba, tot i la dispersi6 de les dades experimentals (Figura 4.72). El model,
representat en forma d’una linia continua, aproxima la tendéncia d’aquestes dades.

Vista la dispersié de les dades, es va considerar que no era necessari
intentar aproximar altres tipus de models més complexes.

0.25
g 0201 ° °
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x
= ]
o 0.15 |
° ]
©
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RS} ]
'S 0104
Q ]
(%]
(&)
I ]
15 0.05 -
)
>

0.00 &—————— ——r 7

0 10 20 30 40 50
S
Concentraci6 de glicerol (g-™)
Figura 4.72. Relaci6 entre la concentracio de glicerol
i la velocitat especifica de creixement.

Metanol

En utilitzar el metanol com a substrat, hi ha clares diferéncies entre la
utilitzacié del fenotip Mut* i Mut®, com es pot observar a l'apartat 4.1. Aquestes
diferencies queden clarament paleses si s‘observa la relacié entre la velocitat
especifica de creixement i el substrat per a cadascuna de les soques.

FENOTIP MUT*

Les dades de S i p recollides en fermentacions Mut* “singlecopy” sén totes

elles extretes de I'Ultima fase del cultiu, la d’induccid, on es treballa amb el metanol
com a Unica font de carboni.

A l'igual que en el cas del glicerol, s’utilitza I'equacié de Monod linealitzada

(eq. 4.26) per poder determinar els valors de les constants del model, Ks i Hmax
(Figura 4.73).
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Figura 4.73. Linealitzacio de I’ equacié de Monod utilitzant el metanol
i la soca Mut” “ singlecopy” .

De la regressid lineal dels valors experimentals se'n extreuen els segients
resultats:

Pendent: 3.8 £ 0.533
Ordenada a I'origen: 17.04 £+ 0.428
r?: 0.708

Tot i que pot semblar que la tendéncia lineal es més accentuada en aquest
cas que quan s’empra glicerol com a substrat, la dispersié de les dades provoca que
I'interval de confianca del pendent sigui forga ampli, del mateix ordre que l'anterior.
Al calcular les constants del model a partir del pendent i l'ordenada a l'origen
s’observa, com era d’esperar pel valor del pendent, que la Ks té un ampli interval
de confianca. A l'igual que en el cas del glicerol, aix0 es degut a la dificultat
d’aconseguir dades en valors de concentracio de substrat proximes a zero.

Mmax: 0.0587% 0.0015 (3 % d’error).
Ks: 0.223 £ 0.037 (17 % d’error).

Per tant el model de Monod per a la soca Mut™ quan s’utilitza metanol és:

 0.0587-S

_0.0587-S . 4.28
= 0223+ s e

No obstant aix0, tot i la dispersido de les dades, la relacié entre ambdues
variables queda aproximada pel model de Monod (eq. 4.28).
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Figura 4.74. Relacio entre la concentracié de metanol i la
velocitat especifica de creixement per una soca Mut”.

Pot semblar estrany, tot i afirmar en repetides ocasions que el metanol a
determinades concentracions té un clar efecte toxic, que la forma d’aquesta relacio
sigui de saturacié a un valor maxim. Seria d'esperar que a les concentracions més
altes I'efecte de la toxicitat es veiés reflectit amb una disminucié progressiva de la
velocitat especifica de creixement, com expliqguen els models d‘inhibicié per
substrat. I €s que com es demostra a la bibliografia (Cereghino et al., 2001) aix0 és
realment aixi, perd per concentracions més elevades (a partir de 10 g-I'!). Es
important doncs remarcar que aquests models només sén valids pel rang de
concentracions estudiat i fora d’aquests no es poden utilitzar.

FENOTIP MUT®

Repetint el mateix procediment per a la soca de P.pastoris Mut® “singlecopy”,
i a l'igual que en el cas de la soca Mut* les dades han estat recollides en I'Gltima
fase del cultiu semicontinu, la d’induccié, on s’utilitza Unicament el metanol com a
font de carboni.

La figura 4.75 mostra com les dades experimentals queden distribuides en
forma de linia.
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Figura 4.75. Linealitzacio de I’ equaci6 de Monod utilitzant el metanol
com a substrat i la soca Mut®.

De la regressié lineal de les dades (linia continua) se’n extreuen els segiients
valors:

Pendent: 12.52 + 1.88
Ordenada a I'origen: 63.95 + 2.26
r’: 0.734

Com els dos casos anteriors, també en aquest linterval de confianga del
pendent és forga gran. El motiu; el mateix que en els casos anteriors, la dificultat
d’obtenir parelles de valors de S i p quan la concentracié de metanol es propera a
zero.

En aquest cas, els valors de les constants del model, extrets a partir de
linealitzacio, son:

Muax: 0.0156-+£0.0005 (3 % d’error)
Ks: 0.196 £ 0.04 (18 % d’error).

Aixi doncs, es pot escriure el model de Monod com :

_ 0.0156-S

= . 4.29.
=019+ S ed

Representant en un mateix grafic els punts experiments (cercles negres) i el
model de Monod obtingut (eq. 4.29) de la seva linealitzacié (linia continua) es pot
clarament la seva tendéncia a la saturacid (Figura 4.76).
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Figura 4.76. Relaci6 entre la concentracié de metanol i la velocitat especifica de creixement
per la soca Mut® .

Aquest model és valid dins el rang de concentracions entre 0 i 3.5 g-I't. A
concentracions de metanol més elevades es comencaria a notar una certa baixada
de la velocitat especifica de creixement provocada per la toxicitat que exerceix
aquest substrat sobre la soca en qlestio.

Si es comparen els valors de les constants pels tres casos estudiats, com

s’‘observa a la taula 4.16, es poden identificar les diferéncies més importants entre
ells.

Substrat Soca Mmax Ks
0.192+0.004 0.591+0.1
(2 % d’error) (17 % d’error)

0.0587+0.0015 0.223+0.037
(3 % d’error) (17 % d’error)

0.0156+0.0005 0.196+0.04
3 % d’error 18 % d’error

Glicerol Mut* o Mut®

Mut* singlecopy

Metanol

Mut® singlecopy

Taula 4.16. Valors de puvax i Ks de I’ equacié de Monod obtinguts per a les diferents soquesi
substrats utilitzats.

En els tres casos el valor de Ks és prou petita per poder afirmar la bona
afinitat que té P.pastoris (sigui quin sigui el fenotip) per al glicerol i metanol.
Aquest valor indica que la velocitat especifica de creixement (u) és propera a la
maxima a concentracions de substrat baixes.

Pel que fa al valor de puax que indica el maxim de velocitat especifica de
creixement que es pot assolir, el valor és aproximadament el descrit en altres
estudis (Valdez, 2004). En el cas del glicerol, els valors de pwax sén inferiors als
referenciats per la soca salvatge (D‘anjou et al., 2001), mostrant la influéncia
directe que té la producci6 de ROL heterdloga sobre el creixement del
microrganisme.

238



RESULTATS | DISCUSSIO

Recollit d’'una forma més visual a la figura 4.77, s’observen les clares
diferéncies entre utilitzar diferent substrat i fenotip de la soca de P.pastoris.
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Concentraci6 de substrat (g-™)
Figura 4.77. Representacio dels tres models de Monod obtinguts.

Es necessari assenyalar que aquests models només poden ser tractats com a
aproximacions del comportament real entre la velocitat especifica de creixement i la
concentracié6 de substrat, atés l'origen de les dades experimentals. Com s’ha
comentat anteriorment, extreure aquesta informacidé de cultius en semicontinu on
les concentracions (tant de biomassa com de substrat) varien continuament,
implica un cert error a vegades prou significatiu.

Aquests errors es poden apreciar a les diferents linealitzacions per trobar les

constants del model de Monod, on la dispersié de les dades experimentals es
significativa.

Tot i aixi, es creu que aquests models son suficientment correctes per |'Us
final que han de tenir, aproximar el comportament del microorganisme per veure
en simulacions quin és el seu efecte davant de diferents sistemes de control.

Méetode d’optimitzacié no-lineal

Si es realitza la mateixa tasca de buscar els parametres de |'equacié de
Monod (pumax i Ks) amb un métode d’optimitzacié no lineal com el de Levenberg-
Marquart (Curve Fitting Toolbox, MATLAB), s’‘obtenen els resultats de la taula 4.17.

Les diferéncies dels valors trobats amb aquesta metodologia comparat amb
el métode la linealitzacié sén en la majoria dels casos menyspreables. El valor
estimat de Ks, és en el dos métodes el que conté més error, sent en algun dels
casos proper al 50 %. Aquesta diferéncia es deu a que segons el criteri

d’optimitzaci6 es poden trobar parelles de valors diferents que aproximen
correctament les dades experimentals.

En apartats posteriors pero, s’utilitzaran els valors de la taula 4.16, deduits
a partir de la linealitzacié de I'equacié de Monod (eq. 4.26).
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I Substrat Soca T Ks r? I

Glicerol

Mut* o Mut®

0.194+0.008
(4 % d’error)

0.65+0.3
(47 % d’error)

Metanol

Mut* singlecopy

0.0595+0.003
(5 % d’error)

0.243+0.09
(35 % d’error)

Mut® singlecopy

0.0156+0.001
(7 % d’error)

0.19+0.08
(45 % d’error)

Taula 4.17. Valors de pvax i Ks de I’ equacio de Monod obtinguts pel
metode de Levenberg-Marquart.

Determinacio del rendiment Biomassa-Substrat

El valor d’aquest parametre és forca important ja que representa l'eficacia
de conversio del substrat en biomassa. A I'apartat 3.7 es detalla la metodologia de
calcul per a un determinat periode de cultiu.

Tot i que és conegut que el valor del rendiment pot anar variant al llarg de la
fermentacié (Pirt, 1975), es pot aproximar a un valor promig si les condicions del
cultiu no varien bruscament.

El valor teoric d’aquests rendiments es pot calcular independentment per a
cadascun dels substrats a partir de la reaccié estequiométrica. En el cas del glicerol
i metanol, i partint de les equacions 4.6 i 4.7, es calcula de forma teorica, el valor
dels seus rendiments. En el cas del glicerol, aquest és de 0.67 g X- g GliOH * i per
al metanol de 0.45 g X-g MetOH ™.

Ara bé, quan aquests valors es calculen en un cultiu real, es veuen clares
diferéncies amb el valor teoric. I és que el substrat que és consumit i va a formar
part de la biomassa és menor que |'estimat segons I’'equacio teorica.

Yx/s
Glicerol
(g X-g GliOH™)

0.44

Yxss
Metanol
(g X-g MetOH™)

Fermentacio Soca
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FMM_SC_01

Mut® “multi”

0.11

FMM_SC_02

Mut® “multi”

0.09

0.44

FMS_SC_01

Mut* “single”

0.21

0.45

FMS_SC_02

Mut* “single”

0.14

0.49

FMS_SC_03

Mut* “single”

0.14

0.47

FMS_SC_04

Mut* “single”

0.14

0.50

FSM_SC_01

Mut® “multi”

0.16

0.47

FSS_SC_01

Mut® “single”

0.14

0.43

FSS_SC_02

Mut® “single”

0.14

0.44

FSS_SC_04

Mut® “single”

0.10

0.52

FSS_SC_05

Mut® “single”

0.12

0.51

FSS_SC_06

Mut® “single”

0.18

0.44

FSS_SC_07

Mut® “single”

0.19

0.48

FSS_SC_08

Mut® “single”

0.13

0.45

Valor mitja

0.142
+0.02

0.466
+0.017

Taula 4.18. Rendiments biomassa/substrat mitjans per diferents
cultius semicontinus amb Pichia pastoris de diferent fenotip.



RESULTATS | DISCUSSIO

A continuacid es presenten el valors calculats a partir de multiples cultius
semicontinus. El rendiments estan calculats en periodes on s’utilitza Unicament una
de les dues fonts de carboni.

Simulacio

Un cop caracteritzades les diferents equacions i determinades les principals
equacions que aproximen el comportament del cultiu semicontinu al llarg del
temps, només restava establir les connexions oportunes en un entorn de simulacio
de processos dinamics.

Existeixen nombrosos paquets de programari de simulaciéo valids per
realitzar aquesta tasca, de caracteristiques i funcionament similars. A continuacio
se’n apunten alguns:

Simulink (www.mathworks.com)

ACSL (www.acslsim.com)

Berkeley Madonna 6.0 (www.berkeleymadonna.com)
Buildsim (www.tritera.com)

Mathmodelica simulation software (www.mathcore.com)

Tots ells sén capacos de resoldre nombroses equacions diferencials
simultaniament, encara que la forma d’organitzar la informacié del model al seu
interior varia significativament.

Atés el coneixement previ de I'entorn de treball de MATLAB® i sabent que
Simulink® és un annex d’aquesta plataforma, I'eleccié va ser facil.

Simulink® és una eina per modelitzar, analitzar i simular una gran varietat
de sistemes lineals i no lineals, continus i discrets. Els sistemes o models es
representen graficament mitjancant diagrames de blocs, amb tots els avantatges
que aixo suposa per l'usuari, ja que és visualment més atractiu i entenedor.

El model queda plasmat al programari mitjancant la interrelacio dels
diferents blocs ja definits que es troben en una “finestra biblioteca” anomenada
Block Diagram Window. Aquests blocs estan agrupats en diferents grups (Sinks,
Sources, Discrete, Linear, Nonlinear, Connections i Extras) i contenen gran part
dels blocs necessaris per realitzar qualsevol calcul desitjat.

L'equacié de la variacid de glicerol al llarg del cultiu, descrita per I'eq. 4.30,
es pot resoldre de forma senzilla utilitzant el Simulink®.

ds 1 F-(S-S
7:—7-/’[-X—M eq.4.30
d Y, v

S

Es desitja que a partir dels valors de les diferents variables i constants de les
gue depén lI'equacié s’obtingui, per integracid, el valor de la concentracié de glicerol
a l'interior del reactor.

Aixi doncs, com es simbolitza a la figura 4.78 en forma d’un Unic bloc, es

desitja que a partir dels diferents parametres que poden variar amb el temps es
calculi per cada interval el valor de la concentracié de glicerol.
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>mu (1/h)
> X/
M Yxs Glicerol (g/L) p

s|Cabal (I/h)

v

Volum (L)

Glicerol

Figura 4.78. Bloc que agrupa |’ equacié de
variacio de glicerol amb €l temps.

A l'interior d’aquest bloc, i també simbolitzat en forma de blocs a la figura
4.79, es realitzen les operacions necessaries per al calcul de I’'equacio 4.30.

mu (1/h)

X(@/) X |

@_> 1/

YXs inversa

signe negatiu T
- Z >
z-1 .
Integrador rang de treball Glicerol (g/L)
( ) » 0-100 g/I
Cabal
(I/h)

O}

Volum (L) inversa

concglic

Concentracio
de glicerol
a l'aliment (So)

Figura 4.79. Representaci6 grafica dels blocs per al calcul dela variacié del glicerol
mitjancant |’ equaci6 4.30.

A primer cop d’ull pot semblar que la utilitzacié dels blocs és confusa, pero,
un cop coneguda la dinamica del funcionament, és facil d'interpretar. Per exemple,

el calcul del primer terme de I'equacié diferencial, — —— - 4+ X, esta simbolitzat

¥s

pels blocs situats a la part superior esquerra de la figura 4.79. El valor de p, X, Yy
son les entrades al sistema (simbolitzat amb uns cercles numerats del 1 al 3) que
provenen de l'exterior, ja que varien o poden variar amb el temps. Cadascun
d’aquests valors s’enllacen a un bloc allargat (que conté una “x” en el seu interior)
gue multiplica els diferents valors. Atés que el valor del rendiment, Y,s, esta dividint
a l'equacid, cal abans de multiplicar-lo, calcular el valor de la seva inversa. D’aix0
se n’encarrega el bloc “1/u”, on la seva entrada és el valor del rendiment i en surt
el valor de la seva inversa. Finalment, es realitza el canvi de signe d’aquesta
primera part incloent en la multiplicacié el valor de -1 (bloc anomenat “signe
negatiu”).
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F(s-s)

El segon terme de l'equacié —T esta situat a la part inferior

esquerra de la figura 4.79. on s'utilitzen les mateixes técniques que en el terme 1.
Ara pero, la variable “S” (concentracié de substrat a l'interior del bioreactor) que no
es més que el resultat de la integracié d’aquesta equacio diferencial també s’utilitza
en aquest terme. Com es veu doncs graficament per la linia que recircula de la part
dreta cap a l'inici, s'utilitza el valor de “S” calculat en el passat interval de temps
per calcular-ne el nou valor.

Els dos termes es sumen i s’integren amb el bloc de Simulink® destinat a
aquesta tasca. Les principals caracteristiques del bloc es detallen a la figura 4.80 on
s'indica el métode d’integracié utilitzat (Euler), les condicid inicial i el temps de
mostreig. En el cas del glicerol, com s’ha indicat anteriorment, es parteix d’una
concentracid inicial de 40 g-I"" per comencar la fase discontinua del cultiu. El temps
de mostreig, comuna per tots els blocs de la simulacid, es va fixar des d’un bon
principi a 1 minut ja que és el periode d’actuacié del controlador utilitzat en el
muntatge real.

lock Paramietess: Inbegrador i)
Diasooade- T Irdegraior
Diiscqete-tirae integuation of the Fpat sonal

Fasmele
Irsbiegrator mathod | Fegupgsd Frdsi

Estainal raset | e -

Irlisl poradian pouscs 'u-agu-.d

Initis] oo
0

[~ Lirik odfpis

[T ey safunalion port

[~ Shioay slabe port
Sample Sma [-1 for inhenied]
|_sampla
DK Cancad Hip Apply

Figura 4.80. Parametres de configuraci6 del bloc d'integracio.

Després de la integracid, un bloc de saturacié garanteix que el valor esta
dins el rang entre 0 i 100 g-I'"l. Aquesta funcid és especialment efectiva quan
s’arriba a valors de concentracio nuls, ja que si no fos per aquest bloc s’obtindrien
valors negatius, totalment il-l0gics.

Utilitzant la mateixa equacid que en el cas del glicerol (eq. 4.30) també es
defineix de la mateixa manera la variacido de metanol a l'interior del bioreactor.
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& >

mu (1/h)
X(a/l) X
@ p|1/u >
Yxs inversa

y o

signe negatiu || T . .
] ; z-1 %{ ( : )
Metanol (g/L)
Integrador rang Retras
0-100 g/l

Cabal
I/h
1 (I7h)

>|E >

Volum (L) inversa

[eomomet }—>E )

Concentraci6
de Metanol
a l'aliment (So)

Figura 4.81. Relaci6 entre el blocs que conformen I’ equacié diferencial pel calcul dela
concentracio de metanol en e medi.

Aguest esquema té Unicament dues diferéncies respecte el de calcul del
glicerol. La primera és la condicio inicial d’integracié, que pel metanol és zero donat
que inicialment no hi ha aquest substrat al medi. La segona, correspon al bloc
situat exactament abans de la sortida del valor de la concentracié, anomenat
“Retras”, que com indica el seu nom provoca que el sistema tardi un cert temps a
respondre a algun canvi en els valors d’entrada. Aquesta mesura ha estat aplicada
per aproximar el retras existent en el sistema real des del moment que s’alimenta
metanol fins que es detecta el seu consum. Proves realitzades a diferents moments
de la fermentacié i per diferents soques estimen aquest temps al voltant dels 2
minuts.

Agrupant els blocs de la figura 4.82 en un Unic bloc se’n obté un de nou amb
cinc entrades i una sortida.

v

Volum (L)

>|Cabal (I/h)

>Yxs Metanol (g/L)
> Xl

mu (1/h)

v

Metanol

Figura 4.82. Bloc de calcul de la concentraci6 de metanol.

La variacié de la concentracié a l'interior del bioreactor té un efecte directe
sobre la velocitat especifica de creixement del microorganisme. Com s’ha detallat
anteriorment, mitjancant I’equaciéo de Monod (eqg. 4.31) s’aproxima la relacio entre
aguestes dues variables en funcié del substrat i les caracteristiques fenotipiques de
Pichia pastoris utilitzada. Els valors de les constants pwax i Ks han estat determinats
anteriorment per totes les condicions que es volen estudiar.
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_ Huax S

= eq. 4.31
Ks+ S

U

La representacié grafica d’aquesta equacié per ambdds substrats es mostra
a continuacié. En tractar-se d’una equacié algebraica només cal relacionar les
diferents variables i constants amb operacions matematiques con la suma,
multiplicacié o divisio.

mumaxglic +——p»

mu max glicerol (1/h) X

®

S (g

P>
o
|+ mu (1/h)
1/u
Kgglic t—m—m—— P+ .
inversa

Ksglicerol (g/1)

Figura 4.83. Representacio en forma de blocs de I’ equacié de Monod, utilitzant el glicerol com
a font de carboni.

mumaxmet ———pp|

mumax X
1 >

S (g/l)
x —®
mu (1/h)
L+
——bp| 1u
Ksmet ——Pppf+ -
inversa
Ks

Figura 4.84. Representaci6 en forma de blocs de I’ equacié de Monod, utilitzant el metanol com
a font de carboni.

Aquests blocs es poden agrupar en un de sol (un per cada substrat) amb
una entrada, el substrat i una sortida, que és el valor de la velocitat especifica de
creixement, valor requerit en altres equacions del model.

v

Sl  mu(i/h)

v

S@l)  mu(/h)p

mu Glicerol mu Metanol

Figura 4.85. Les equacions de Monod son integrades en un bloc per cadascun dels substrats
utilitzats en el cultiu.

Un altra equacio del model és la variacié de biomassa al llarg del temps, per
un cultiu en semicontinu. L'equacié diferencial, deduida del balang al reactor, que
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permet calcular la densitat cel-lular en cada interval de temps, es expressada
matematicament per I'equacié 4.32.

dX F. X
AN
a Y Vv

eq. 4.32

La representacio en forma de blocs d’aquesta equacio diferencial es mostra a
la figura 4.86.

Cabal (I/h) >
X

O —

V(L) inversa 1+ Ly 1+ l
. . _> z-1 >G)
signe negatiu X (g/L)

Integrador
® >
mu (L/h) ”’ X

Figura 4.86. Representaci6 en forma de blocs de la integraci6 de I’ equaci6 4.32,
pel calcul de la concentracio de biomassa.

L'Unica particularitat d’aquesta representacid és assenyalar que el valor
inicial del bloc integrador no pot ser zero, ja que no té sentit fisic. El valor inicial de
la biomassa en les diferents cultius reals oscil-la entre 1 i 2 g-I"!. S’ha estipulat
doncs, que en totes les simulacions, el valor inicial de la biomassa sera de 1 g-I'%.

Agrupant aquests blocs (figura 4.86) en un de sol per simplificar visualment
I'espai de treball de Simulink®, s’obté el bloc representat a la figura 4.87 amb tres
entrades i una sortida.

Vv

mu (1/h)

siv X (/L) b

s|cabal (/h)

Figura 4.87. Bloc d'integraci6 de la concentraci6 de
biomassa per un cultiu en semicontinu.

El funcionament de l'interior del reactor pot ser aproximat mitjancant la
relaciéo de totes aquestes equacions descrites fins el moment. La seva interrelacid
ha de complir totes les especificacions i aproximacions exposades a la part inicial
d’aquest apartat.
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Aixi doncs, el bloc del reactor ha d’incloure totes les equacions diferencials
necessaries on a partir de les dues possibles entrades (cabals d’alimentacié de
glicerol i metanol) es calculi I'evolucié de les concentracions dels substrats, de
biomassa, la velocitat especifica de creixement i el volum de cultiu.

Com es mostra a la figura 4.88 la interrelacié entre els diferents blocs que
representen el model es pot diferenciar en tres zones. Si la figura es divideix en
tres parts longitudinals, es pot observar que a la part superior hi ha les equacions
especifiques a resoldre quan hi ha glicerol al medi. A la part inferior, hi ha les
equacions del metanol que només s’activen quan el nivell de glicerol al medi és nul.
Aguesta activacio i desactivacié del qual es podria dir el mecanisme d’assimilacié de
metanol es realitza mitjangant un “switch” o interruptor logic, que canvia el valor
del senyal en funcié d'un tercer valor. En aquest cas, ubicat abans de |I'entrada de
I’equacio de Monod del metanol, l'interruptor només deixa passar el valor real de la
concentraci6 de metanol quan la de glicerol és igual a zero. Per a la resta
d’ocasions, el valor de la concentracié de metanol que s’entra a I'equacié de Monod
és zero, fent que en consequléncia el valor de la velocitat especifica de creixement
per a l'assimilacié del metanol sigui també nul-la.

D'aquesta forma s‘aconsegueix que no hi hagi simultaneitat de consum de
substrats, ni que existeixen dues velocitats especifiques de creixement acumulades
per la coexisténcia d’aquestes dues fonts de carboni.

La part central, vista de forma longitudinal, de la figura 4.88 mostra les
equacions que soén independents de la font de carboni emprada. Aqui es troben
I'equacié del calcul de la concentracié de biomassa i del volum. Aquesta ultima
consta simplement en la continua integracié del cabal d’alimentacié introduit al
reactor (sigui de metanol o glicerol). El valor inicial del volum, que cal introduir com
a valor inicial al integrador corresponent, és en tots els casos de 3.5 litres.
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7|v mu (1/h)

C——>

Cabal glicerol
(microl/min)

6e-5

X(g/)
YxsGlic +—— Pp{Yxs Glicerol (g/L)
YXS
Glicerol

>

Cabal (I/h)
Volum (L)
X Glicerol

conversio
de microl/min
a
L/h

Cabal Metanol
(microl/min)
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Glicerol (g/L)

mu Glicerol
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YxsMet

—

YXS

Metanol

mu (1/h)
mu (1/h)
V(L) X (/L)
Cabal (I/h)

X (g/L)
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Volum (L)
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>
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Cabal (I/h) |./
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&D
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>

Figura 4.88. Interrelacio de les diferents equacions que formen el model del reactor per un

cultiu semicontinu.
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Agrupant tots aquests termes en un Unic bloc de dues entrades i cinc
sortides, s’obté tal com es desitjava, el model de simulacié del reactor.

mu (1/h)

v

>|Cabal glicerol (microl/min)
X(g/L) p

Volum (L)

v

Metanol (g/L) p
>|Cabal Metanol (microl/min)

Glicerol (g/L) p

REACTOR

Figura 4.89. Bloc del model de simulacié del bioreactor.

Per millorar la comoditat en I'is del model, s’ha inclos el que en terminologia
del Simulink® s’anomena un mascara. La funcié d’aquesta és simplificar la tasca de
modificaciéo de parametres i constants. D’aquesta manera sense haver d’‘accedir als
blocs interiors, es poden canviar tots els valors susceptibles de ser modificats per
I'usuari. La mascara no és res més que una finestra amb multiples camps de text
on es poden introduir els diferents valors de configuracié del model.

Com es pot apreciar a la figura 4.90., els parametres de configuraci6 sén:

e Glicerol

" Hmax (h_l)

= Ks(g-l)

= Yyxs(g-g™)

= Concentracio a l'aliment (g-I'l)
¢ Metanol

" Hmax (h-l)

= Ks(g-l)

" Yxs (9'9_1)

= Concentracié a l'aliment (g-I'!)
» Temps de retras a lI'assimilacié (h)
e General
= Volum inicial del cultiu (I)
= Concentracid inicial de biomassa (g-1™)
= Temps de mostreig (h)
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Figura 4.90. Finestra de configuraci6 del model del sistema (Mascara).

Finalitzada la modelitzacié del reactor, el segiient pas consisteix en buscar la
manera de reproduir a nivell de simulacié les tres etapes del cultiu en semicontinu,
la discontinua, la de transicid i per ultim la d‘induccié. Es només en aquesta ultima
etapa, la d‘induccié, on el controlador actuara sobre el cabal d’alimentacié de
metanol, per tant, no és fins el final de I'etapa de transicid que s’han d’activar els
blocs corresponents al control.

La fase discontinua ja és inherent al sistema perqué s’ha fixat com a
condicid inicial del bloc integrador de I'equacié 4.30 corresponent al glicerol (Figura
4.80).

Per aconseguir identificar el final d’aquesta primera etapa del cultiu, s’ha
utilitzat un bloc de tipus interruptor que canvia el seu valor de 0 al 1 en detectar
per primera vegada que la concentracid de glicerol és zero. A partir d’aquest
moment es manté sempre al valor 1, indicant que ja pot comencar l'etapa de
transicio.

Com s’ha descrit a I'apartat 4.1, I'etapa de transicié consta d'un periode fixa
de cinc hores, on es simultanieja I'addicid de glicerol i metanol amb la intencid

250



RESULTATS | DISCUSSIO

d’escurcar el temps d’adaptacié del microorganisme a la nova font de carboni. El
cabal de glicerol comenca amb un valor de 300 pl-min™! durant les dues primeres
hores, i baixa a 160,100 i 65 pl-min' les darreres tres hores. Pel contrari, no
s’addiciona metanol fins la tercera hora amb un cabal de 100 pl-min™, constant fins
a la cinquena hora.

Per plasmar aquesta serie de variacions de cabal a la simulacid, s’ha utilitzat
un conjunt de blocs que s’activen mitjangant el bloc interruptor de final de la fase
discontinua. En aquest precis moment, s’activa un rellotge que mitjangcant una
combinacié de blocs interruptor permet canviar el cabal cada hora segons la
seqliéncia.

12:34 > )
Contador Cabal
Temps 65 |(microl/min)
l/—_l Cabal 4-5 h
(microl/min)| 100
3-4 h
> Cabal
D, > (microl/min)| 165
Transicio Ll 23h
0- OFF
1-ON Cabal
(microl/min) [ 300 -
»
g o >
<B PH D
Cabal J_;_', > Cabal Glicerol
(microl/min)| 300 '_,\ (microl/min)
0-1h E . _l—b_.
0 <o
0
>

cabal (microl/min)

Figura 4.91. Conjunt de blocs per aconseguir la seqiiencia
d addici6 de glicerol durant la fase de transicié.

El bloc interruptor col-locat més a la dreta de la figura 4.91 és el responsable
d’enviar cap el bloc reactor les consignes fixades de cabal durant la fase de
transicié, i un cop acabada aquesta deixar passar el cabal segons el desig de
I'usuari o fixat pel controlador. En el cas del glicerol, aguest cabal sempre és zero,
pero el sistema esta preparat per alimentar glicerol durant la fase d‘induccié.

De la mateixa forma que el glicerol, I'esquema de blocs necessari per
I'addici6 de metanol durant la transicié es realitza amb un conjunt de blocs
interruptors i rellotge. L'Gnic canvi respecte el muntatge del glicerol, és el valor dels
cabals durant les cinc hores de duracid de l'etapa.

El motiu de treballar, en el cas dels cabals d'alimentacid, amb les unitats de
microlitres -min™ és simplement per comoditat, ja que el sistema real d’addicié sén
unes microburetes automatiques amb un volum maxim de dispensacié de 1000 l
cada minut. Com es pot apreciar a la figura 4.88, el primer pas que es realitza quan
s’entren aquests valors de cabals al bloc del reactor és convertir les unitats a I-h™®.

251



ESTIMACIO, MODELITZACIO | CONTROL

12:34 A
Contador Cabal
Temps 100 |(microl/min)
D Cabal 4-5h
(microl/min)| 100
3-4hl_,
> Cabal
2 E (microl/min)| 100
Transicié g 2-3h
0- OFF
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(microl/min)[ O »
12h > >
il n
1 >
Cabal J_;—‘
(microl/min)| O _'\
L
<IN
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» —l’;—‘
< <IN
— P
0

1

F;

cabal (microl/min)

de metanol durant la fase de transicio.

Figura 4.92. Conjunt de blocs per I’ addici6 preprogramada

—>CD

Cabal Metanol
(microl/min)

Agrupant aquests dos conjunts de blocs de I'etapa de transicid per al glicerol
i metanol (Figures 4.91 i 4.92) i relacionant-los amb el reactor s’obté la figura 4.93.

_>®

Q Gli
(microl/min)
0 +———Pp|cabal (microl/min) mu (1/h) 13
Cabal mu (1/h)
Glicerol Cabal Glicerol (microl/min) —p|Cabal glicerol (microl/min)
(microl/min) X(9/L) ’
— | Transici6 0- OFF 1- ON X (g/)
Volum (L) —>
addici6 + Transicio Glicerol Volum (L)
Metanol (g/L) —>
Cabal Metanol (microl/min) Metanol (g/L)
—} cabal (microl/min) _
Metanol Glicerol (g/L)
(microl/min) Cabal Metanol (microl/min)
REACTOR
——p| Transici6 0- OFF 1- ON @ )
Mot —> D Glicerol
addici6 + Transicié Metanol Q Met. (/L)
(microl/min) Memory
"
o—1 1
Final Switch
Batch Constant
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Figura 4.93. Conjunt de blocs del reactor amb els
blocs per I’ addicié preprogramada de |a fase de transicio.
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Finalment, es poden unir tots aquest blocs en un de sol (Figura 4.94)
corresponent al sistema global, que incorpora, simulant el reactor real, les tres
etapes del cultiu. Sobre aquest bloc es basaran totes les simulacions, on es podra
observar l'efecte del tipus de controlador de metanol sobre les diferents variables
del sistema.

X (gl

Volum (L)

Glicerol (g/L)

mu (1/h)
>|Metanol (microl/min)

Metanol (g/L)

Q Met. (microl/min)

Q Gli (microl/min)

Final Batch 0-OFF 1-ON

Model Fermentacio

Figura 4.94. Bloc final del procés que simula la fermentacio.

Comprovacio del sistema

Acabada |'etapa de disseny del model dinamic del sistema, la primera tasca
a realitzar es veure si el comportament del model és logic. Amb aquest objectiu, es
va portar a terme una simulacio, esquematicament representada per la figura 4.95,
on s’addiciona cada minut 150 pl -min! durant tota I’etapa d’induccid. Els valors
dels parametres son els caracteristics d’'una soca Mut®.

12:34 >

Rellotge X (@ | >

Volum (L) ———p»

Glicerol (g/L) —p»|
150 mu @/ ] data
Constant L} Metanol (microl/min) Arxiu

Metanol (g/L) +— »
Q Met. (microl/min) ———p»|
Q Gli (microl/min) ———p»

Final Batch 0-OFF 1-ON

- 11‘_"7

Model Fermentacié

Figura 4.95. Smulacié d'una fermentaci6 a cabal constant durant la fase d’induccié.

L'evolucio de les diferents variables al llarg de les cent hores de cultiu
simulades, es mostren a les grafiques de la figura 4.96.
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Com es pot observar, el perfil de la concentraci6 de biomassa és el
caracteristic en aquest tipus de cultiu, format per una primera part on en unes vint
hores s’assoleix una biomassa d’aproximadament uns 25 g-I"!. Aquest periode
inclou les fases discontinua i de transicié on es consumeix com a principal font de
carboni el glicerol. Seguidament, el comencament de la fase d‘induccié esta
clarament marcat per una disminucié del pendent en la variacié de la densitat
cel-lular amb el temps. Aquest fenomen és indicatiu del canvi de font de carboni de
glicerol a metanol.
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Figura 4.96. (Smulacio) Evolucié de les principals variables del cultiu en simulacié per a una
alimentaci6 constant de 150 pl-min™.

Quan s’observa amb el perfil de la velocitat especifica de creixement pot
sobtar el veure que aquesta des d’un bon inici té el valor maxim. Evidentment, aixo
no és cert en un cultiu real, ja que existeix I'anomenada fase de laténcia on el
microorganisme s’acostuma progressivament a les noves condicions, al medi i al
substrat. En el model pero, no s’ha tingut en compte perque no afecta
numeéricament de forma significativa. El canvi brusc de p al final de I'etapa
discontinua fins arribar a la velocitat de creixement amb metanol fa evident el canvi
de font de carboni.

Pel que fa les tendéncies de les concentracions de metanol i glicerol a
I'interior del bioreactor sén les esperades. El glicerol s’esgota al llarg de la fase
discontinua arribant a exhaurir-se, i resta aixi durant la fase de transicio, on la
qguantitat addicionada és inferior a la capacitat de consum del microorganisme.
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Respecte el perfil de la concentraci6 metanol, s’aprecia que aquest es
comenca a acumular a la fase final de l'etapa de transicié. Acabada aquesta, es
segueix acumulant el metanol fins arribar al punt on el consum és major que la
quantitat alimentada i en conseqliéncia, hi ha una progressiva davallada de la seva
concentracid. Els cabals de glicerol i metanol corresponen als perfils anteriorment
preprogramats.

Les tendéncies, valors i perfils de la simulacié semblen ser del tot logics,
encara que com era d’esperar, molt ideals. Per coneixer fins a quin punt el model
aproxima el sistema real, s’hauria de sotmetre a un procés de validacio.

Temps mort i soroll en la mesura

Un dels elements importants en el llag tancat de control és |'analitzador. L'Us
d’aquest instrument per conéixer la concentraci6 de metanol a l'interior del reactor
comporta la modificacié de la dinamica del sistema.

El temps mort del sistema oscil-la al voltant dels 2 o 3 minuts, determinat a
partir d'una entrada en esglaé a l'alimentacid. Aquest valor és aproximat ja que
canvia en funcid del cabal d’aire a I’'entrada.

Pel que fa el soroll en la mesura, com indica el manual de I'equip (MC-168,
PTI Instruments), per un rang inferior als 10 g-I"* de metanol oscil-la al voltant del
8 % de la mesura.

Aguests dos parametres modifiquen el senyal de sortida del reactor
provocant-li, tedricament, un soroll blanc i un retras que cal tenir en compte a
I’hnora de simular el procés.

A\ 4

12:34|
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Volum (L) f——Pp]
Glicerol (g/L) p———P»|

data
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Error Q. Met —Jp»|Metanol (microl/min) Arxiu
4 Metanol (g/L) »
Consigna trol ) »
Metanol 0 Controlador Q Met. (microl/min) »
(9/1

Q Gli (microl/min)

A\ 4

Final Batch 0-OFF 1-ON

Model Fermentaci6

Metanol mesurat (g/l) Metanol(g/l)
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Figura 4.97. Incorporacio del bloc de I’ analitzador al sistema .
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CO— Y je— D
Metanol - Metanol(g/l)
mesurat retras 0.08

CID) y '

/VV\ guany

soroll blanc

Figura 4.98. El senyal de metanol és manipulat per intentar simular €l retrasi soroll
incorporat per |'analitzador.

Validaci6 del sistema

En la definicid6 del model del sistema s’han realitzat moltes suposicions i
aproximacions per simplificar la complexitat d'un procés d’aquest tipus. Per
comprovar l'efecte que tenen, cal comparar el model amb la realitat i veure les
diferéncies entre ambdds. D’aquest procés de validacid se’n deduira I'exactitud del

model.

Amb aquest objectiu, es procedeix a comparar les principals variables del
model amb els resultats d’'una fermentacié real. Utilitzant el perfil real de cabal
d’alimentacié d’'un fermentacié de 60 hores amb la soca Mut® “singlecopy” (Figura
4.99) es poden contrastar les diferéncies entre model i realitat.

200
150 A

100 1

Cabal de Metanol
(ul-min™)

50 A

0-""I""I""I""I""I""I""I'"'I""I""I""I""
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Temps (h)
Figura 4.99. Perfil d’addici6 de metanol utilitzat per a la validacio del model matematic.

Portant a terme la simulacié corresponent, amb els parametres calculats en
apartats anteriors per una soca de Pichia pastoris Mut® “singlecopy”, es van obtenir
els resultats indicats a la figura 4.100. La linia continua indica |'evolucié de les
variables del model i els punts en discontinu sén els valors reals de la fermentacio.

De I'observacié del perfil de biomassa se’n pot deduir que el model aproxima
de forma més que acceptable la tendéncia real del cultiu. Com és d’esperar doncs,
el mateix passa amb la velocitat especifica de creixement real (calculada a partir de
les mesures concretes de biomassa). En el cas de la concentracié de metanol a
I'interior del bioreactor, hi ha diferéncies prou importants entre el perfil del model i
els valors mesurats. Les causes d'aquestes diferéncies poden ser multiples passant
en primer lloc per la inexactitud del model al predir I'evolucié d’aquesta variable.
Només pel fet de considerar, per exemple, els rendiments biomassa-substrat (Yxs)
constants ja pot implicar desviacions d’aquesta magnitud.
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També es pot atribuir aquesta divergencia entre la simulacidé i la realitat
I’error inherent a l'extraccié i posterior mesura del metanol, tot i que a aquest
ultim, com es pot comprovar a l'apéndix, és minim. Tot i aix0, encara que el model
no aproximi amb precisid l'evolucié d’aquesta variable, segueix una tendeéncia
similar i per tant pot ser utilitzat com a referéncia.

Atés |'Gs final que es vol donar a aquesta eina matematica, es creu prou
valida per considerar-la adient per realitzar les proves de simulacié. Els resultats
son prou similars per extreure’n una valuosa informacio sense haver de realitzar el
cultiu per comprovar-ho.

_1)

Biomassa (g-l

Velocitat especifica
de creixement pu (h')
o
-

o
PRI Y

Metanol (g-1™)

Temps (h)

Figura 4.100. (Smulacié) Comparacio de les principals variables entre la fermentacié real i la
simulada amb el model.

Cal apuntar que el model esta subjecte a nombroses limitacions i és
important coneixer els seus punts febles. Aquest és Unicament valid per unes
condicions de cultiu molt especifiques, fora d’aquestes, les divergéncies amb el
sistema real s6n molt importants. Per tant, un canvi de condicions, com el pH,
temperatura o el mateix medi de cultiu invalida totalment el model com a sistema
de referéncia en I'evolucié del cultiu.

La millora de model passa per conéixer amb detall una quantitat important

de relacions entre el microorganisme i el seu entorn, i tot i aixi, és possible que
aquest sigui una primera aproximacio per a un determinat rang de condicions.
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Experiments amb control

Disposant del model matematic del procés, per predir a grans trets I'evolucio
del cultiu, es procedeix a provar, a nivell de simulacié, diferents algorismes de
control per mantenir constant la concentracié de metanol.

La seqiéncia que es seguira en la major part dels casos és la realitzacié d'un
primer estudi a nivell de simulacié i posteriorment, si aquestes han estat
satisfactories, portar a terme el cultiu.

Tots els experiments, tant en simulacié com els cultius portats a terme han
estat realitzats amb la soca de Pichia pastoris Mut® “singlecopy”, ja que ha estat
seleccionada com la més apropiada per a la produccié de ROL.

Es important assenyalar que aquest procés de control té un particularitat
que cal tenir en compte a I'hora del disseny. Es comU que en molts sistemes de
control es pugui actuar sobre la variable controlada en les dues direccions. Per
exemple, en el cas del control de temperatura en un tanc, es pot escalfar i refredar
per tal de mantenir el valor de consigna desitjat. Per al metanol aix6 no és aixi,
només es pot actuar en una direccid, alimentant-ne al medi, no es pot extreure.

Aguesta caracteristica del control, fa que s’aconselli utilitzar els controladors
en les condicions més conservadores ja que no es pot actuar quan la concentracio
de metanol esta per sobre del valor de consigna, s’ha d’‘esperar que el
microorganisme consumeixi aquest excés.

Control “ON-OFF”

Dels controladors basats en l'error, aquest és sens dubte el més senzill.
L'accié del control no utilitza la magnitud de l'error sind només el signe d’aquest.
L'actuacié sobre l'element final de control (microbureta) només té dues posicions
(“"ON-OFF"), sempre les mateixes, independentment de I’'evolucié del sistema.

En aquest cas, quan l'error és de signe negatiu (Valor mesurat > valor
consigna), simplement no s’alimenta metanol (Cabal:0 pl-min™). Ara bé, quan
I’error és positiu, la concentraci6 de metanol esta per sota de la desitjada,
s’addiciona un cabal prefixat de metanol. La seleccié d’aquest valor del cabal
determinara el possible bon funcionament en el control.

Valors molt grans en el cabal d’actuacié fan que el sistema de control
respongui rapid perd provoca una important oscil-lacid. Si el valor es prou petit es
redueix aquesta oscil-lacié perd6 amb una resposta més lenta.

500

Cabal d'actuacio
per error + » 4\
CO— O
Error Q. Met
—»

0 Switchl

Cabal d'actuacié
per error -

Figura 4.101. Diagrama de blocs del controlador “ ON-OFF”" .
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El funcionament del controlador és molt senzill i facil d’‘incorporar a I’'entorn
de simulacié. Com es mostra a la figura 4.101, el cabal a addicionar pot ser 0 o 500
pl-min™ en funcié de si I'error és positiu 0 negatiu. El cabal de metanol maxim a
addicionar es va fixar a 500 pl-min™, valor suficient per mantenir el consum del
microorganisme.

Utilitzant aquest controlador, a nivell de simulacid, el resultat dona una
valuosa informacié sobre quin seria aproximadament el comportament real en el
cultiu. L'evolucié del cabal d'alimentacié i la concentracié de metanol sota aquestes
condicions es representa a la figura 4.102. El valor de consigna es va fixar a 1 g-I"!
de metanol a l'interior del fermentador.

La forta oscil-lacié en la concentracié de substrat a l'interior del bioreactor
demostra les limitacions d’aquest tipus de controlador. Es constata que el cabal
d’actuacié seleccionat en aquest cas és massa elevat provocant que la concentracid
oscil-li en un inacceptable rang entre 0.5 2.5 g-I".

La continua oscil-lacié de la variable mesurada és, pero, principalment
deguda al temps mort del sistema d’analisi de metanol. Quan es detecta que a
I'interior del bioreactor la concentracié esta per sota el valor de consigna, es
comencga a addicionar un cabal constant de metanol fins aconseguir remuntar la
mesura per sobre el valor de consigna. Com hi ha un retras, es provoquen
acumulacions de metanol a linterior que no es detecten fins minuts després.
Aguesta descompensacié entre el valor real i el mesurat és la culpable de la
constant oscil-lacié del procés.
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Figura 4.102. (Smulacié) Evoluci6 de les variables controlada i manipulada per un
controlador “ ON-OFF” (Cabal posicié “ ON” : 500 pl-min™,” OFF” : O pl-min™).
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Si es disposa de més informacié del sistema i es coneix que el consum
d’aquesta soca (Mut® “singlecopy”) pot estar al voltant d’un cabal constant entre 50
i 175 pl-min™ (Veure figura 4.99), es pot seleccionar un cabal mig d’actuacidé de
125 pl-min’,

A la figura 4.103 es presenten els resultats de la simulacié6 amb aquest nou
cabal d’actuacid, més ajustat a les necessitats del microorganisme. Es pot apreciar
gue durant la primera fase de l'etapa d’induccid el rang d’oscil-lacié de la
concentraciéo de metanol es redueix considerablement respecte el cas anterior. No
obstant aix0, arriba un moment, cap a les 60 h. de cultiu, en el qual el consum és
superior a l'addicié constant del cabal d’actuacié. A partir d’aguest moment, tot i
que el controlador passa a estar en posicid ON (alimentacié continua de 125 pl-min’
1Y no és capag de mantenir el valor de consigna.
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Metanol (g-I™!)

“WWW\
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0 I |
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Figura 4.103. (Smulacié) Evolucié de les variables controlada i manipulada per un
controlador “ ON/OFF” (Cabal posicié “ ON” : 125 pl-min™,” OFF” : O pl-min’™Y).

Analitzats els perfils per diferents configuracions del controlador “ON/OFF”
es pot concloure que la seva utilitzaci6 té poques garanties d’eéxit. La fortes
oscil-lacions de la variable controlada a nivell de simulacié desaconsellen la seva
utilitzacié per a un cultiu real.

El control “ON/OFF” no és aconsellable per sistemes amb temps mort o

sistemes amb dinamiques constantment canviants. En aquest casos, hi ha multiples
alternatives de controladors que poden ser usats, com es mostra a continuacio.
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Control Proporcional (P)

El proper pas en la millora de l'algorisme de control consisteix en actuar
proporcionalment en funcié de la magnitud de l'error. Aixi doncs, la magnitud de
I'actuacié depén linealment de I'error.

Per aquest proposit, s'ha utilitzat un controlador P de velocitat, on es calcula
el valor de la variable manipulada a partir de I'anterior actuacio (eq 4.33).

F.=F_+Kc(e,—¢&) eq. 4.33

On

F: Cabal d’alimentaciéo de metanol (valor de la variable manipulada)
Kc: Guany del controlador

€: Error del sistema (valor de consigna- valor de la variable mesurada).

El valor de Kc (guany del controlador) és el factor de proporcionalitat entre
I’entrada i la sortida del controlador, és a dir, entre l'error i la variable manipulada.
Per tant, valors grans del guany provoquen que un petit error a I'entrada tingui una
resposta important sobre el valor de la variable manipulada.

La implementacid del blocs per la simulacié del controlador proporcional de
velocitat es forga senzill (Figura 4.104).

1000 D
Guany <—‘
— > ED > 2ED)

I y
_’-
o >

Product Saturation
error

Figura 4.104. Diagrama de blocs del controlador proporcional de velocitat.

El principal problema d’aquest tipus de controlador és I'anomenat error en
estat estacionari (“off-set”). Per definicid, aquest tipus de control comporta que mai
es pugui mantenir de forma estable la variable mesurada sobre el valor de
consigna. Aquesta diferéncia entre I'error en estat estacionari i el valor desitjat es
pot minimitzar per valors grans de guany, per0 la resposta també és més
oscil-latoria. Si el valor del guany és extremadament alt, el funcionament del
controlador sera exactament el mateix que un controlador “ON/OFF”. Un clar
exemple d’aquestes condicions és la simulacié del procés quan Kc: 1000 (pl-I-min
1.g'!) com es mostra a la figura 4.105.

El comportament del model del sistema amb un guany igual a 1000 és molt
similar al del controlador "ON/OFF”. Tot i reduir el rang d’oscil-lacié, I'amplitud de
I'oscil-lacié és del mateix ordre. Aqui també queda patent que l'accié del temps
mort afecta molt al comportament del controlador fent-lo oscil-lar fortament.
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Figura 4.105 .(Smulaci6) Variables controlada i manipulada utilitzant un controlador
proporcional (Kc:1000)
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Si pel contrari, el valor de Kc és més petit (Kc:350), apareix l'efecte de
I'error en estat estacionari anteriorment referéncia. La variable controlada no
oscil-la perd no es capac de mantenir el seu valor al voltant del punt de consigna
fixat.

S’aprecia també com les necessitats de metanol van augmentant amb el
temps, aquest fet apunta que la relaci6 entre el rang d’entrada i sortida del
controlador (definicié de Kc) ha d’anar augmentant amb el mateix temps. Es a dir,
el valor de I'actuacié per la mateixa magnitud d’error ha de ser diferent segons en
el punt de cultiu on s’esta. No obstant aix0, I'actuacié depen de la rapidesa amb la
gual varia la dinamica del sistema.

Davant dels resultats obtinguts en simulacié, s’ha decidit no portar a terme
cap cultiu que utilitzi aquesta llei de control. L’'elevada oscil-lacié i els problemes de
I’error en estat estacionari son motius suficients per desestimar aquest algorisme.
Per solucionar alguns d’aquests problemes es pot introduir millores a |'estructura
del controlador proporcional, com s’indica a continuacid.
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Figura 4.106. (Smulaci6) Variables controlada i manipulada utilitzant un controlador
proporcional (Kc:350).

Control PI

El principal avantatge del controlador proporcional integral rau en que
sempre que hi hagi un cert error, el controlador actuara sobre la variable
manipulada. Per tant, amb aquest tipus de controlador no presentara l'error en
estat estacionari. Per0, la incorporacié de Il'accié integral a un controlador
proporcional afecta el comportament dinamic en llag tancat, fent la resposta més
oscil-latoria.

L'equacié del controlador proporcional integral (PI) de velocitat ve descrita
per |'equaci6 4.34.

At
Fo=F,+Kcl (e, —&)+—¢ eq. 4.34
T

L'interval de temps (At) és constant i igual a un minut, corresponent al
temps entre dues actuacions del controlador. La constant integral, t;, com esta
situada al denominador té un efecte inversament proporcional sobre |'accié integral.
Valors grans de la constant disminueixen la importancia de la part integral del
controlador. Quan menor és el seu valor, més rapidament es tendeix a corregir
I’error, perd amb majors oscil-lacions.

Per portar a terme les simulacions, s’ha construit en diagrama de blocs
I’equacio 4.34., com es mostra a la figura 4.107.
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Figura 4.107. Diagrama de blocs del controlador PI.

La utilitzacié del controlador PI suposa que la resposta del controlador depén
de dos parametres, el guany (Kc) i la constant integral (zi). El problema pero, es
trobar la millor parella d’aquestes constants que assegurin el bon funcionament del
control. Els principals métodes de sintonia, basats en la corba de reaccid, estan
descrits detalladament a I'apartat

Buscar aquests parametres utilitzant la prova i error és dificil i tediés. Un
altra solucio és utilitzar métodes que a partir de la reaccié del controlador en llag
obert sén capacos d’extreure suficient informacié per determinar els parametres del
controlador optims, o si més no forca bons.

Un dels metodes més utilitzats que utilitza aquesta técnica, és I'anomenat
meétode de Cohen-Coon. Aquest consisteix en provocar un esglaé a la variable
d’entrada del sistema en llag obert i veure’n la reaccié. A partir d’aquesta corba de
resposta, s’extreuen una serie de parametres caracteristics, relacionats , segons
Cohen-Coon amb els valors del guany (Kc) i de la constant d’integracié (zi).

Per dur a terme aquesta sintonia, s’ha realitzat una fermentacié on s’ha
provocat un esglaé durant la fase d‘induccié. Es va intentar que les condicions
utilitzades fdéssin representatives, és a dir, es va realitzar I'esglad en la variable
manipulada en un cultiu amb la soca Mut® “singlecopy” durant les primeres hores de
la fase d’induccid, on I'Unica font de carboni és el metanol.

A partir del senyal estable a 50 pl-min™?, s’ha provocat un esglad
incrementant el cabal en 100 pl-min™.

Aquesta pertorbacié a l'entrada ha provocat la seglient resposta al sistema
(Figura 4.108).
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Figura 4.108. Resposta del sistema en provocar un esglad de 100 pl-min™ a |’ entrada.

De I'analisi de la corba de resposta se’'n obtenen el valors dels parametres
caracteristics de la corba de reaccid del sistema (AT,t, 0).

Au: Increment a I'entrada (esglad) = 0.006 I-h™ (100 ul-min™).
Ay: Alcada de la resposta final = 0.19 g-L™.

0=0.02 h.

v = 0.05 h.

K= Ay/ Au= 31.66 I>g* h',

Cohen-Coon proposen que per a un control de tipus PI (Coon, 1952; Coon,
1956), el valor de Kp i ti depenen del valor de 0, 1 ,K de la seglient manera:

K 6 12r 9+20(0/7)

Realitzant aquest calcul s’obtenen els valors de Kc:7.4-103 12.g*-h?t i 1
0.036 h. Convertint aquestes constants a les unitats de treball de la variable
manipulada utilitzada (pl-min™) el valor de parametres queda Kc: 123.3 pl-lI-g*-min”
Lt 2.16 min.

Cal assenyalar, que una de les aproximacions d’aquest metode de sintonia
es considerar que el sistema és de primer ordre. Tot i conéixer que no és aixi, pot
ser que aquesta aproximacio sigui valida per a un interval curt de temps, on les
condicions no varien gaire.

Abans pero de realitzar la fermentacio, s'ha realitzat la prova en simulacid
amb resultats prou bons, com es mostra a la figura 4.109.
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Figura 4.109. (Smulacid) Variables controlada i manipulada utilitzant un controlador
proporcional Integral (Kc:123.3i 7: 2.16).

La prediccio de la simulacio és que l'algorisme de control PI amb aquests
parametres sera capag¢ de mantenir, de forma més que acceptable, el valor de la
concentracié de metanol al voltant de la consigna (1 g-I').

Davant d’aquestes bones prespectives, es va realitzar un experiment real
amb el mateix algorisme de control i valors anteriorment provats a nivell de
simulacio. Els resultats es mostren a la figura 4.110.

Si s’observa l'evolucié de la concentracié6 de metanol en el fermentador
(Figura 4.110), s‘aprecia que no es compleixen les expectatives predites per la
simulacid. Si s’observa la seva evolucié per trams, es poden diferenciar clarament 3
etapes. En el tram que va de les 20 a les 35 h, on hi ha un progressiu estretament
de l'oscil-lacié. De les 35 a les 80 h la mesura oscil-la dins un rang similar, i és a
partir del final d'aquesta etapa que el control es va desestabilitzant
progressivament. Sembla ser doncs que el parametres sén més o menys valids
només per un curt interval de temps de fermentacio.

El primer que sorpren és la tendéncia del cabal de metanol addicionat, que
al contrari de l'esperat o estimat en simulacid, va disminuint al llarg del temps.
S’hauria d’esperar que el consum de la font de C, generés més biomassa i per tant
més consum. Com es comentara amb profunditat al capitol seglient, s’identifica un
canvi en el comportament fisologic de la soca Mut®, després d'un llarg periode
creixent en metanol com a Unica font de carboni. Sembla ser que passades les
primeres hores de la fase d’induccid, el microorganisme va perdent de forma
progressiva la capacitat d’‘assimilar metanol. Aquest fenomen pot ser causat per
I’'aparicié d’algun subproducte toxic o per un efecte d’envelliment de la soca.

266



RESULTATS | DISCUSSIO

1%* *%
1A\///d 100_/\
0 ‘ 0 T
49 50 51
3 49 50 51
1 *
3 2]
©
= ]
=1
g VACAESaVAVATSaVAVIVAYA
0]
300 7
1 *%
e 250 7
E? 200_:
s E
o € 150 1
o~ 100 4 ﬁ
o E
S 50
0:""I""I'"'I""I""I""I""I""I""I""
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temps (h)

Figura 4.110. (Fermentacid) Variables controlada i manipulada utilitzant un controlador
proporcional Integral (Kc:123.3i 7: 2.16).

Tot i aixi, atesa la naturalesa del controlador PI, basada Unicament en
I’error, aquest hauria de funcionar correctament independentment de I'evolucié del
cultiu. En ser un sistema dinamic canviant amb el temps, s’aprecia que la resposta
del controlador, com s’ha descrit anteriorment, també es diferent segons a quina
etapa del cultiu s’estigui. Aixi doncs, es facil deduir que tot i que es trobin un/s
parametre/s del controlador que siguin valids per a les primeres hores de la fase
d’induccid, aquests no ho seran per unes hores més endavant.

Si s'analitza amb detall detalladament I’evoluci6 del cabal de metanol
(variable manipulada) i la concentracié de metanol (variable controlada) se’n poden
extreure les segiients conclusions:

» Les constants del controlador no sén les més adients. També pero,
aquestes constants no han de ser iguals durant tota la fermentacio, ja
que a diferents moments de la fermentacié l'accié de control ha de
variar, a causa de la diferencia de consum per part del
microorganisme.

» El metode de sintonia de parametres de control que s’ha utilitzat no és
valida per aquest tipus de sistemes, ja que no es comporten com un
sistema de primer ordre, i a més, tampoc tenen un comportament
constant al llarg del temps.

» La constant oscil-lacié també es deu en gran part a |'elevat temps mort

gue es té en la mesura. Pel que sembla, el valor de 3 minuts de retras
en l'analisi, tot i haver estat calculat de forma real, no és correcte.
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Sembla ser, que el valor real és molt més elevat i variable al llarg de la
fermentacio, fent-se més evident a la fase final del cultiu.

Identificats els principals problemes que han provocat el mal funcionament
del control, les possibles solucions podrien ser:

» Adaptacié dels parametres de control en funcié de les condicions del
sistema. Buscar doncs una dependéncia en funcié d’algun parametre
biologic que indiqui I'estat fisiologic del microorganisme.

» Intentar reduir el temps mort del sistema de mesura de la concentracid
de metanol. A la bibliografia (Seborg, 1989) es descriuen els grans
problemes d’estabilitat que suposa controlar un sistema amb temps
mort quan s’utilitza un controlador PI. Les solucions a aquest problema
passen per utilitzar algun tipus de compensador (Ex. Predictor d’Smith;
Smith, 1959). Pero, per utilitzar-les es necessita coneixer la funcié de
transferéncia del sistema, cosa que en un sistema biologic es
practicament inviable a causa de la seva gran complexitat. Una altra
alternativa per disminuir el temps mort, és la modificacié de I'esquema
experimental.

Tanmateix, disposar d’un controlador capag de mantenir la concentracid de
metanol en un interval de £0.5 g-I! és en molts casos suficient. Les exigéncies de
la majoria d'investigadors/empreses que necessiten un sistema de control d’aquest
tipus son menors a les aconseguides per aquest controlador.

Consegientment, el seglient controlador que es va provar en el sistema va
ser un PID, Proporcional Integral Derivatiu, on a diferéncia de 'anterior s’inclou una
part derivativa. Aquest part del controlador té un caracter anticipatiu que ajuda a
esmorteir les oscil-lacions del senyal. No obstant aixd, no és aconsellable la seva
implementacié en sistemes amb un elevat temps mort, ja que la seva aportacio a la
millora del control és practicament nul-la. Per altra banda, quan el senyal de la
variable controlada té soroll (de baixa amplitud i elevada freqliencia que es
sobreposen a la tendéncia general del senyal) no s’ha d’emprar mai l'accio
derivativa. El seu Us provoca una rapida desestabilitzacié inacceptable del procés.
Davant d’aquestes evidencies es desaconsella el seu Us, ja que com s’ha observat
anteriorment, el sistema té temps mort i soroll en el senyal.

Durant la realitzacié d’aquest treball experimental, I'empresa BIOKIT S.A.
que col-labora normalment amb el departament d’enginyeria quimica de la UAB, es
va interessar pel treball que s’estava realitzant. Una de les seves linies
d'investigacié era per la produccid de proteines heterdlogues per induccié amb
metanol de Pichia pastoris. Per tant, també requerien un sistema de control de la
concentracié de metanol igual que el desenvolupat.

Es va establir un conveni de col-laboracié per a la implementacié d'un
sistema de control, amb un controlador de tipus PI, al seu sistema de fermentacio.
Es va realitzar un programari, versio reduida del comentat a I'apartat 4.3, capag de
gestionar les comunicacions amb els equips i realitzar les tasques de control per
mantenir constant la concentracido de metanol. Els resultats de la col-laboracié han
estat més que satisfactoris, pel que es va optar per incriure’l oficialment al registre
de la propietat intel-lectual amb nimero B-428-04.
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CONTROLADOR Pl ADAPTATIU

Atesos el problemes detectats en la utilitzacié d’'un controlador PI digital de
velocitat, es va optar per millorar-ho intentant modificar els parametres del
controlador en funcié de les necessitats biologiques del microorganisme.

En funcié de la demanda de metanol per part del microorganisme, també
calia modificar la magnitud de la resposta d’actuacié del controlador. El continu
canvi en la dinamica del sistema requeria I'adaptacié continua dels parametres a les
noves condicions.

La primera proposta passava per buscar una relacié senzilla entre el valor de
la Kp i el consum de metanol. Aquests dos valors havien de ser directament
proporcionals, ja que a major consum es nhecessita una major resposta del
controlador.El valor de la constant integral es mantenia invariable.

Com no es disposava de cap mesura en linia del consum de metanol, es va
decidir buscar una altra variable del sistema estretament relacionada amb aquesta.
La variable en linia escollida per indicar en cada moment les necessitats de substrat
del microrganisme era I'OUR (variable que indica el consum d’oxigen). Com |'oxigen
és un dels nutrients basics, el seu consum es directament proporcional a la
quantitat consumida de metanol en cada moment.

Bibliograficament, s’ha descrit la utilitzacié de controladors de tipus PID per
controlar variables com la temperatura, el pH o I'oxigen dissolt, on el guany depén
de I'OUR de forma lineal o potencial (Cardello and Ka-Yiu-San, 1988).

La relacidé a establir entre I'OUR i la Kp no és trivial ni senzilla. L'estudi per
determinar-la suposa la realitzaci6 de nombrosos experiments. L'estabilitat del
control en tots aquests experiments no esta garantida, ja que com s’ha vist
anteriorment hi ha altres factors que afecten el sistema.

Tot i aixi, es va realitzar una fermentacid, utilitzant una relacié d’aquest
tipus per veure les tendéncies, sense voler entrar en profunditat a la demostracié
que aquest tipus de control fos adient.

Com a relacié entre el guany i la velocitat de produccié d’oxigen (OUR) es
va proposar l'equacié 4.37.

Kp=k'"OUR"  eq. 4.37

on k' : 520 i n :0.5 per una kp en pl-l-g’t*min™! i 'OUR en mol-I"*-h. Aquesta
proporcido es va pensar que podia funcionar, ja que per valors tipics de la OUR
baixos el valor del guany era al voltant de 70, pel contrari, quan el consum és més
elevat pot arribar a ser entre 100 i 110. En tots els casos pero, el guany és una
mica inferior al proposat per la técnica de sintonia de Cohen-Coon. D’aquesta
manera, es pensa que almenys les oscil-lacions de la variable controlada al voltant
de la consigna podrien ser d’'amplitud constant.

A l'experiment es va la mateixa soca que en el cas anterior, Mut®
“singlecopy” i els resultats es mostren a la figura 4.111.

Els resultats obtinguts de la fermentacid no sén satisfactoris, perd si que
serveixen per treure’n algunes conclusions. En una primera analisi detallada es pot
dividir I'evolucié de la concentracié en quatre periodes clarament definits. En una
primera etapa (de les 20 a les 35 h) el control oscil-la en un interval més o menys
raonable al voltant de la consigna. Es en un segon tram (35-55 h) on hi ha una
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progressiva desestabilitzacié del procés, fet que denota la no adequacio del control
en aquest tipus de sistema. De les 55 a les 80 h varen sorgir una série de
problemes de naturalesa mecanica a la microbureta que van provocar aquestes
alteracions. Es a partir de les 80 h es que es va decidir retocar el tipus de control,
utilitzant un valors de n=1 (relacid lineal entre el guany i I'OUR) i un valor de k* de
2600, rebaixant d’aquesta manera la magnitud de l'actuacié. Igualment pero, en
aquesta etapa s’obté una oscil-laci6 amb una amplitud cada vegada major,
remarcant que el control utilitzat no és acceptable.
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Figura 4.111. (Fermentacio) Variables controlada i manipulada utilitzant un controlador
proporcional Integral Adaptatiu (Kc:520-OUR%®i 7: 2.16).

Tot i que es creu que la relacié entre el guany i I'OUR no és la més adient, el
problema de la desestabilitzacié del senyal és causat majoritariament per |'elevat
temps mort del sistema. El seu efecte es pot notar clarament en el periode entre
les 85 i 90 h de cultiu on el desfase de l'oscil-lacié entre la variable controlada i la
manipulada és al voltant dels 40 -50 minuts.

Aquest temps mort tant elevat fa que el controlador PI provoqui una
continua oscil-lacié en el senyal. Com més gran sigui el guany del controlador més
gran sera |'amplitud de l'oscil-lacié. Si el guany es disminueix, s’estreny el rang
d’oscil-lacié del senyal pero la velocitat de resposta es menor. En ambdds casos
pero, és inevitable la desestabilitzacié del senyal. Per tant, la utilitzacié d’un
controlador de tipus PI o PI adaptatiu no son suficients per aconseguir un control
raonable al voltant del senyal.

Si es comparen els resultats d’aquesta fermentaci6 amb |'anterior (Figura

4.110), es pot apreciar que el perfil de cabals de metanol alimentats varien
significativament. Per tant, com es veu, a part de necessitar un controlador que
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s’adapti a les diferents fases d’un mateix cultiu, aquestes necessitats també poden
variar a cada cultiu.

Les possibles solucions a aquests problemes passaven per una profunda
caracteritzacié del sistema i aplicar posteriorment algorismes com el predictor
d’'Smith (Smith, 1959) o similars per compensar el temps mort. Altres alternatives
com el control Fuzzy (Jantzen et al., 1998) o d’identificacié de sistemes (RLS) (Sing
et al., 1998) també podrien arribar a controlar el sistema. Aquestes alternatives
pero, s‘allunyen de l'objectiu marcat del treball, ja que es busca un controlador
senzill i versatil que s’adapti a multitud de condicions de treball, independentment
de la soca de treball.

Una de les possibles alternatives que compleix aquests requisits pot ser
buscar un altre sistema que tingui més en compte l|'estat fisiologic del
microorganisme, en comptes de basar-se Unicament en |’error entre la consigna i el
valor real.

CONTROLADOR PI PREDICTIU (BASAT EN MODEL)

Si es disposa de la mesura en linia de la concentracié de metanol i dels
cabals d’alimentacié es possible calcular en cada moment quin és el consum de
substrat per part del microorganisme. Si a partir d’aquest calcul, s’addiciona en
cada moment la quantitat de metanol consumida, s’arribara a mantenir constant la
seva concentracid a linterior del bioreactor. En funcié del valor inicial de la
concentracido quan es comenci a calcular el consum el valor estable de la
concentracié sera major o menor. Si es vol mantenir el senyal en un determinat
valor es pot afegir a aquest calcul I'accié d'un controlador PI que modifiqui
lleugerament el cabal per tendir cap a un valor desitjat.

Aixi doncs, es proposa un nou controlador on la variable manipulada es
calculi a partir de la combinaciéo entre un controlador PI i el calcul en linia del
consum de Metanol. D’aquesta forma s’aconsegueix que l'accié de control sigui la
suma de l'estimacio del metanol que s’esta consumint més la contribucié d’un PI de
parametres constants per acabar d’ajustar la concentracié de substrat al valor de la
consigna. Esquematicament es presenta el nou tipus de controlador a la figura
4,112,

| Consigna__— Error | CONTROLADOR e MICROBURETA | —»|  BIOREACTOR

- +

v

CALCUL DEL
CONSUM

Y

PC

SENSOR DE
METANOL

y

Figura 4.112. Esquema del control de tipus PI predictiu.

La construccié d’aquest nou controlador passa en primera instancia per
trobar un metode de calcul en linia del consum de metanol.

L'opcié a priori més senzilla passa per realitzar el balancos de matéria del
substrat en qlestio per a un cultiu en semicontinu.
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_d(MV)

FMg-r, ot

eq. 4.38

On:

F: Cabal d’alimentacié (I-h™).

Mo: Concentracié de metanol al aliment(g-I™).

M: Concentracié de metanol a l'interior del bioreactor(g-1™).
Rw: Consum de metanol (g-h™?).

V: Volum de medi a l'interior del bioreactor (l).

El terme d’entrada més el terme de generacié (valor negatiu ja que és un
consum) son iguals a I'acumulacidé. En tractar-se d’un cultiu en semicontinu, no hi
ha terme de sortida.

Desenvolupant I'equacio 4.38 s'obté,

F-MO—rM-\/:V-d—M+M-d—V eq. 4.39
dt dt

On, per definicid, es pot substituir la variacié del volum amb el temps com el
cabal (F).

d—v= F eq. 4.40
dt

Introduint aquest canvi a I’equacio 4.39, s’obté I'equacio 4.41.

FMO—w\/:Vg¥+mmF eq. 4.41

Aixi doncs, la variacio de la concentracié de metanol amb el temps, es pot
calcular com el consum (ry) més la quantitat de metanol alimentada, com mostra
I'equacioé 4.42

M —rM+F(M°_M) eq. 4.42
dt \%

Si per un increment de temps prou petit t+ At, es considera que la variacio
de concentracié de metanol en el medi respecte al temps t és nul-la (dM dt =O), el
consum de metanol es pot calcular amb 'equacié 4.43.

Fou(My—M)

ry =——"2-—20——~ v eq. 4.43

Substituint aquesta expressid de nou a I'equacié 4.42, s’obté I'equacié 4.44.

dMm __Ft+At(M0_M)+ Ft(Mo_M)

dt Vv \Y

eq. 4.44
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Deixant el cabal del temps t+ At en funcié de la resta de termes (eq 4.45)
es podra calcular successivament el cabal d‘alimentacié consumit pel
microorganisme.

\ dm
Fon=FR-—F+——~—— eq. 4.45
(M,—M) dt
Per tant, s’ha deduit a partir del balang quin és el cabal consumit per
I'interval t+ At. Si s’addiciona una quantitat de metanol igual al cabal consumit
calculat per I'equacid, la concentracié de l'interior del reactor romandra constant.

El principal repte per calcular numericament el valor de I'equacié 4.45 és
obtenir el valor de la derivada de la concentracié de metanol en el temps. Es
conegut, que la diferenciaci6 numeérica a partir de valors experimentals utilitzant
metodes numeérics com les diferéncies finites tenen molt d’error i sén poc fiables. A
més, en tractar-se d'un senyal que té soroll, el seu calcul per diferéncies finites
seria del tot desaconsellable.

Un cop analitzades les diferents alternatives i el seu grau de complexitat, es
va optar per suavitzar la concentracié de metanol per “splines” d’aproximacioé a una
corba i calcular posteriorment la seva derivada a I'Ultim punt. D’aquesta forma
s'obté una aproximacié “suau” del valor de la derivada. Aquest calcul es pot
entendre facilment si s’‘observa la figura 4.113.
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Figura 4.113. Calcul del’aproximaci6 per “ splines’ (linia continua) de la concentraci6 de
Metanol i de la seva derivada (linia discontinua).

L'aproximacié per “splines” suavitza la tendéncia dels valors reals del
sistema, i a partir d’aguesta aproximacidé es pot estimar el valor final de la
derivada, necessari al calcul de la velocitat de consum de metanol.

Aguests calculs es poden determinar en una finestra de temps que es pot
configurar, segons les necessitats, entre 3 i 100 minuts. Es desaconsella la
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utilitzacié de finestres de temps petites (menors a 10 minuts) ja que el soroll de la
mesura pot provocar la continua oscil-lacié del valor de la derivada.

Per realitzar aquest calcul en linia de la derivada de la concentracié de
metanol s’ha utilitzat el programari de calcul numeéric MATLAB v 6.5 i més
concretament el seu paquet integrat de Curve Fitting Toolbox versio 1.1.

Com s’ha referenciat anteriorment, la utilitzacié en solitari de I'equacié 4.45
per addicionar el cabal de metanol no és capac de mantenir constant la
concentraci6 de substrat desitjada, si el punt inicial de la concentracié de metanol
no és ja el de consigna. Es per aquest motiu que cal incloure un nou terme que en
funcio de I'error que modifiqui el valor del cabal per acabar aconseguint ajustant el
valor real al de consigna. Per realitzar aquesta tasca es va seleccionar I'estructura
del controlador PI digital de velocitat. I com es mostra a l'equacié 4.46,
s’'aconsegueix completar l'algorisme de control on es calcula per cada interval de
temps el cabal d'alimentacio, funcié del consum i de I’error amb la consigna.

\/ M At
Foa =R _W'EJF K| (& _gt—1)+i & eq. 4.46
consum Pl

La implementacié d’aquest nou algorisme de control al programari de control
no era tant trivial com la resta de controladors provats en anterioritat. Ara, no tant
sols s’han de realitzar operacions algebraiques sind que cal realitzar calculs més
elaborats com és I'aproximacio de la derivada. Davant d’aquest problema es podia
optar per dues opcions.

La primera consisteix en programar en Visual Basic® els métodes numérics
necessaris per realitzar els calculs. L'altre solucié passava per integrar dins el
sistema un programari de calcul numéric, com és el MATLAB® 6.5, on es poden dur
a terme de forma rapida i senzilla els calculs requerits.

Finalment, es va optar per la segona opcié motivat en part per augmentar
substancialment la poténcia de calcul del programari. La integracié d’aquest
sistema dins no és complexa, els dos programaris estan preparats per intercanviar
informacié de forma rapida i senzilla. Es important optimitzar les subrutines de
calcul al MATLAB, per estalviar recursos de I'ordinador com sén la memoria i temps
de processador.

Matriu de dades

Programari de control

i Monitoritzacid Programari de calcul
(Desenvolupat Valor de la numeric
integrament en derivada (dM/dt) (MATLAB V65)

VISUAL BASIC) < |

Figura 4.114. Esquema del’ intercanvi d’informacio6 entre el programari de control i €l de
calcul numeéric.

Mitjancant la configuraci6 a la pantalla de CONTROL METANOL del
programari de control i monitoritzacié es pot activar aquest algorisme. A partir
d’aquest moment, el programari obre una sessié de MATLAB on hi descarrega cada
minut una matriu de dues columnes de dades on hi ha els valors ordenats del
temps i la seva corresponent mesura de la concentracié de metanol a l'interior del
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bioreactor. Després d’haver rebut aquesta informacié s’executa un fitxer programat
amb MATLAB, que calcula mitjancant la metodologia comentada anteriorment el
valor de la derivada de la concentraciéo de metanol amb el temps. El programari de
gestié de la fermentacid captura el valor de la derivada que s’utilitza seguidament
per establir el nou cabal a alimentar al bioreactor.

La sintonia dels parametres del controlador PI no es poden calcular
mitjancant els meétodes tradicionals de Ziegler-Nichols o Cohen-Coon. La
configuracié d’aquest nou algorisme depén de dos termes, el de consum i el PI, per
tant no es tracta d'un controlador basat Unicament en I’error.

Després d’una fermentacié preliminar, on es van realitzar diferents proves,
es va determinar que uns valors acceptables del controlador PI, eren d'una Kp:8
pl-l-gt-min? i t;: 30 min. No obstant aixd, es va poder apreciar que el rang de
valors valids d’aquests parametres es ampli, ja que és el terme de consum el
responsable de la major part de I'accid. Es va observar que si s'aconsegueix arribar
amb més o menys facilitat al punt de consigna, la contribucié de la part del PI és,
lbgicament, minima.

També es va determinar que la finestra de temps per realitzar |'aproximacié
per “splines” i calcular la derivada fos major de 50 minuts, valor amb el qual
s’'obtenien bones aproximacions del consum del microorganisme, sense grans
oscil-lacions.

Una segona fermentacid (figura 4.115) va demostrar que el control es capag
de mantenir la concentracié de metanol sobre el valor de la consigna (1 g-I'!) de
forma més satisfactoria (£0.08 g-I'!).

100 1

50 1

N
P

Metanol (g-I'™)
g%

250 1 o
200 -
150 '
100 -

Cabal de Metanol
(pl-min)

50

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170

Temps (h)

Figura 4.115. (Fermentaci@) Variables controlada i manipulada utilitzant un controlador
proporcional Integral basat en model (Kc:8i 7:30).

275



ESTIMACIO, MODELITZACIO | CONTROL

El control basat en model del balang és capac de mantenir la concentracié en
un rang forga estret. Els problemes del temps mort han estat minimitzats gracies a
I'incorporacid del calcul en linia del consum. El procés és altament estable durant
més de 135 hores de fase d'induccio.

A més, aquest tipus de controlador ha estat posteriorment provat en soques
de Pichia pastoris tipus Mut* “singlecopy” que es caracteritza per una dinamica i
velocitat de consum de substrat forca més elevada (aproximadament d’un ordre de
magnitud respecte la soca Mut® “singlecopy”). Despres d’'un primer experiment per
sintonitzar manualment els parametres del controlador PI, el controlador ha estat
capac de mantenir (£0.17 g-I"!) la concentracid estable en l'interior del bioreactor.

El que potser pot sobtar és el constant oscil-lacions en I’'evolucié del cabal
addicionat, encara que l'escala sigui petita hi ha una constant variacié entre un
valor i el seglient. Es creu que rebaixant I'accié del controlador (kp més petita i 1;
més gran) pot disminuir aquesta elevada oscil-lacié en detriment perd d’un rang
d’oscil-lacié més gran en la variable controlada.

Finalment i com a conclusid, es pot afirmar que s’ha desenvolupat i aplicat
un algorisme de control capa¢ de mantenir la concentracié de metanol al nivell
desitjat durant tota la fase d'induccié. El controlador compleix els principals
requisits proposats al principi del seu desenvolupament com la seva senzillesa,
versatilitat i facil sintonia.

Es possible trobar altres algorismes de control anticipatiu, predictiu, difis o
mitjancant la identificacié de sistemes a partir dels quals s’obtinguin uns resultats
similars o inclis millors. I és evident que futures investigacions aniran en aquesta
direccié, pero, fins el moment l'algorisme proposat resolt satisfactoriament el
problema de control plantejat. Aixi doncs, s’ha desenvolupat una alternativa de facil
Us i implementacid, que pot tenir una bona acceptacié a nivell industrial.
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4.4. EXPERIMENTS FINALS

En aquest apartat del treball és on s’integren totes les eines desenvolupades
amb l'objectiu de millorar de la produccié de ROL (figura 4.116). Pot semblar que
algunes d’aquestes millores, com l'estimacié en linia de la biomassa o |'extraccio
automatica de mostres, no tenen una relacié directe amb I'augment de produccié.
Pero, tot el que signifiqui una nova aportacié en el coneixement del comportament
fisiologic del microorganisme o en un increment en la robustesa i reproductibilitat
del cultiu, és indubtablement una ajuda suplementaria.

PL2

MCRITORITZACH
CONTROL)
| TCPP
& P23
a ] ] a n] (=]
pe1 B
g CTMLBICACIING) a
o o o 0—
[ & o @ —o-
g2 |
RS-F13 o & {L ¥
O el (L= ] COWNTROLADOA
il o = D PRESSIO -
L, T

! | ' ;

T | T S RT

SEMBEOR OE METAROL
e VALVLLADE
— FECULACK i

@i & |

AR T OADNE [l LRS00

FERMENTADCR B BRALN BIOSTAT ED EXTRACEH AUTORATICA B MOSTRES

Figura 4.116. Esquema del muntatge emprat després
d'introduir-hi les diferents millores.
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Les principals millores que s’han realitzat sén:

» Control de la pressi6 a la sortida de gasos.

» Analisi en linia de la concentracié de CO, i 0,. (Estimacié biomassa i
velocitat especifica de creixement).

» Mesura i control en linia de la concentracié de metanol.

» Sistema automatic d’addicié de glicerol, metanol i font de nitrogen.

» Sistema autonom de mostreig.

» Programari de comunicacions.

» Programari de monitoritzacioé i control del bioprocés.

En aquest apartat es comprovara el funcionament en comu de tota la nova
instrumentacié integrada, intentant identificar si existeixen conflictes entre elles. De
totes les millores, és el programari de monitoritzacio i control el que ha de passar
un examen més exigent, ja que ha d’establir comunicacié simultaniament amb
diferents equips, ha de monitoritzar, controlar i gestionar diferents variables i
estimar-ne en linia algunes d’altres, i tot aixo durant un llarg periode de temps.

Tots els experiments exposats a continuacié s’han realitzat amb la soca
seleccionada de Pichia pastoris Mut® “singlecopy” (KM_100). Els bons resultats a
nivell de productivitat en combinaci6 amb la seva dinamica lenta de creixement,
facilitant d’aquesta forma el control del cultiu, fa d’aquesta soca la candidata més
adient per portar a terme la produccié de ROL en cultiu semicontinu.

L'estratégia de la fermentacidé és la ja preestablerta anteriorment,
comencant per un primera etapa discontinua amb 40 g-I"' de glicerol. Exhaurida la
totalitat d’aquesta font de carboni, es comenca la fase de transici6 on es combina
I’'addicié, durant un periode total de 5 hores, d'un cabal decreixent de glicerol i
constant de metanol durant les 3 altimes hores. Es completa el cultiu amb una
tercera etapa, addicionant Unicament el substrat inductor, el metanol, intentant
mantenir la seva concentraci6 constant o almenys per sota el llindar considerat
toxic (>8-10 g-I'!). Es en aquesta Ultima on es produeix la induccié de I'expressid
de la ROL.

Mitjangant I’'estudi d’una serie de cultius, s’intentara esbrinar quines son les
condicions de treball que afavoreixen la producciéo de ROL. Cal ser conscient que es
tracta d'un procés biologic, del qual no es coneix amb detall el seu funcionament a
causa de la seva elevada complexitat. Per tant, la recerca de les millors condicions
de treball es realitzara de forma totalment empirica, observant amb detall la
reaccié del microorganisme davant de diferents canvis en les condicions de treball.

S6n multiples les variables que poden tenir una influéncia sobre Ila
produccid, des del pH o la temperatura passant a variables d’estat com la velocitat
especifica de creixement. A més, en tractar-se d’un microorganisme no es pot
veure la influéncia aillada de la variacié d’alguna d’aquestes variables, ja que la
seva alteracid pot afectar amb major o menor grau a la resta.

No obstant aix0, i després d'observar els resultats d’altres estudis on també
es desitja augmentar la produccid, s’apunta la velocitat especifica de creixement
com la variable més lligada a la produccié de la proteina desitjada (Brieley et. Al,
1990; D’Anjou et al., 2001). En cap cas per0, es pot afirmar, sense passar
previament per l'experimentacié, quin és el valor optim de py per maximitzar la
produccid. Aquest valor esta influenciat per les caracteristiques del tipus de soca
emprada i per la naturalesa de la proteina hoste.

Centrant-se en la soca de treball, la KM_100 (Mut® “singlecopy”) té una
velocitat especifica de creixement maxima (Umax) molt baixa (menor de 0.02 h™),
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fent que sigui dificil establir i apreciar quin efecte té la variacido de la p sobre la
produccié en un rang tan estret, entre 0 i 0.02 h™*. Es clar perd, i com s‘observa a
la fermentaci6 FSS_01 (figura 4.15,16 i 17), que per una soca Mut® quan el
creixement és nul no hi ha produccié de la proteina heterdloga.

Tot i aixi, mantenint constant la concentraci6 de metanol al interior del
bioreactor es possible fixar la velocitat de creixement del microorganisme, encara
gue el rang de variacié sigui molt estret. La relacié entre ambdues variables, la y i
la concentracié de substrat inductor descrita per I'equacié de Monod (figura 4.76),
confirma que a 2 g-I"* ja s’arriba practicament a la velocitat especifica maxima de
creixement (Umax). Per tant, és d’esperar que si la producciéo esta vinculada al
creixement, la realitzacidé de cultius a diferents concentracions de metanol, variable
més facil de controlar, entre 0 i 2 g-I"! desvetllara les millors condicions d’operacié
per tal d’aconseguir alts nivells de productivitat de ROL.

S’han planificat un seguit de cultius amb l'objectiu de veure com varia la
produccid si es treballa a concentracié constant en un rang entre 0 i 2 g-I'l. Aquests
experiments han estat realitzats paral-lelament amb el desenvolupament del
controlador de la concentracid de metanol (apartat 4.3). Aix0 significa que en
alguns cultius no s’ha utilitzat I’'dltima versié del controlador siné el que s’estava
provant en aquell moment. En tots casos pero, el manteniment de la concentracio
del substrat inductor al voltant del valor de consigna és raonable, no superant en
cap cas un valor superior a 1 g-I'"* en el rang d’oscil-lacid.

Per cada cultiu es presenta graficament |'evolucio amb el temps de les
principals variables com so6n la concentraci6 de biomassa i metanol, |'activitat
lipolitica, el cabal d’alimentaci6 de metanol i les velocitats especifiques de
creixement (u), consum de metanol (-gs) i produccié de lipasa (gp).

La durada de cadascuna de les etapes del cultiu es poden diferenciar per les
linies discontinues situades verticalment en el grafic. Indicar finalment, que s’ha
intentat utilitzar el mateix interval de valors en les escales grafiques, encara que en
alguns casos s’ha modificat per millorar la comprensio visual de la mateixa.

279



EXPERIMENTS FINALS

4.4.1. EXPERIMENT 1

Nom Fermentaci6 FSS_04
Soca Mut® “singlecopy” (KM100_1)
Estratégia de cultiu Semicontinu
Medi MFBD_1
Control en llag obert, amb seguiment en linia
Algorisme de control de la concentracié de metanol. Modificacid
manual del cabal d’addicié.
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Figura4.117. Fermentacié FSS 04. Evolucio6 de la biomassa, concentracié de metanol i
I’activitat lipolitica.
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Figura 4.118. Fermentacio FSS 04. Evolucio de la vel ocitat especifica de creixement (L),
concentracié de metanol i cabal de metanol addicionat.
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Figura 4.119. Fermentacid FSS_04. Evolucio de la velocitat especifica de creixement,de

consum de metanol i de producci6 de lipasa.

DADES CULTIU

Durada (h.)

134.9

Activitat max. (UA-ml™?)

331

Rendiment Producte/biomassa
Yerx (UA-g X)

8744.6

Productivitat * (UA-I"-h™)

2453.4

Productivitat especifica *
(UA-gXt-hh

64.84

FASE DISCONTINUA

Durada (h.)

14.3

Rendiment biomassa/glicerol
Yxc (9 X- g S™)

0.50

FASE SEMICONTINUA (INDUCCIO)

y mitjana (h™)

0.003

-gs maxima (g S-g X*-h'H

0.084

-gs mitjana (g S-g X*-h™?)

0.026

gp maxima (UA-g X*-h'1)

255.1

gp mitjana (UA-g X*-h™)

78.1

Rendiment Biomassa/Metanol Yym
g X-g St

0.10

* Calculs realitzats fins el valor maxim d’activitat lipolitica

Taula 4.19. Fermentacié FSS 04. Valors de rendiments,

productivitatsi velocitats especifiques del cultiu.

En aquesta primera fermentacié que es presenta, no es va utilitzar un
control en llag tancat per mantenir constant la concentraci6 de metanol. El cabal
d’addicié del substrat durant la fase d’induccié s’anava modificant manualment en
funcido de la mesura en linia rebuda de I'equip MC-168. No obstant aix0, es va
aconseguir mantenir el valor de la variable controlada al voltant de 1 g-I'* durant la
major part del cultiu tret de la fase final, on la desviacié respecte la consigna és
més evident.

S’observa també a la figura 4.117 I'evolucié caracteristica de la concentracio
de biomassa dels cultius amb soques de P. pastoris amb fenotip Mut®. Es durant les
primeres 30 h de fermentacié on es centra la major part del creixement. Aquest
periode engloba les dues primeres etapes del cultiu, on predomina l'existéncia de
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glicerol com a font de carboni i finalment les primeres hores de la fase d’induccié on
encara es detecta un increment de biomassa quan ja es consumeix el metanol.
Transcorregut aquest periode no es noten aparentment canvis significatius de
densitat cel-lular.

L'evolucio de la velocitat especifica de creixement (figura 4.118) dodna
informacié rellevant sobre el microorganisme. L'afinitat d’aquest llevat per les dues
fonts de carboni emprades queda plasmada en el valors aconseguits de p en
cadascuna de les etapes.

Al contrari del que s’espera d’un cultiu d'aquestes caracteristiques, el cabal
subministrat de metanol va disminuint al llarg del temps. Aquesta davallada tant en
la velocitat especifica de creixement també es manifesta, com era d’esperar, en la
velocitat especifica de consum de substrat inductor (-gs). Es durant les primeres
hores de la fase d’inducci®é on s’aprecia un maxim de consum que cau
progressivament fins estabilitzar-se sobre 0.02 g Metanol- g X'*-h'! (figura 4.119).

El perfil de I'activitat té forma sigmoidal amb una clara tendencia final a la
saturacié. A partir de les 35 hores del cultiu, coincidint amb la caiguda de la
velocitat especifica de creixement, és just en el moment on es comenga a produir la
ROL. La velocitat especifica de produccié comenga a incrementar en aquest moment
fins arribar a un maxim a les 60 h.

La relacid existent entre la p i —gs és directament proporcional, el maxim de
consum coincideix més o menys amb valors elevats de la velocitat de creixement i
a l'inrevés. En canvi, en el cas de la p i la velocitat de produccié (gp) la relacié no
sembla tant simple. Es pot apreciar que quan la velocitat especifica de creixement
passa a estar per sota de 0.01 h™, la produccié augmenta fins arribar a un valor
maxim.

De l'analisi dels valors de la taula 4.19 es pot destacar el valor final de
I'activitat (331 UA-ml?), sent practicament el doble del valor aconseguit fins el
moment utilitzant la mateixa soca (FSS_01: 182 UA-ml'). En conseqiiéncia, tant el
rendiment com les productivitats sén forca altes. Remarcar també el valor mitja de
la velocitat especifica de creixement durant la fase d'induccié és extremadament
baixa. Cal indicar perd, que aquest valor queda falsejat per la fase final del cultiu
on s’assoleixen valors negatius d’aquesta variable. No obstant aix0, queda palés
gue la p durant aquesta ultima fase de la fermentacié és practicament nul-la,
informacié que dona idea de la soca utilitzada (Mut®) i els efectes negatius que té la
produccié de ROL sobre el creixement de la cél-lula.

La comparacio d'aquest cultiu amb els segiients completara l'estudi de la
seva evolucid.
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Nom Fermentaci6 FSS_02

Soca Mut® “singlecopy”
Estratégia de cultiu Semicontinu
Medi MFBD_1
Algorisme de control PI

Consigna concentracio de Metanol 1gl!
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Figura 4.120. Fermentacié FSS 02. Evolucio6 de la biomassa, concentracié de metanol i
I’activitat lipolitica.
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Figura 4.121. Fermentacié FSS 02. Evolucio6 de la velocitat especifica de creixement (),
concentracié de metanol i cabal de metanol addicionat.
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Figura4.122. Fermentacid FSS_02. Evolucio de la velocitat especifica de creixement,de
consum de metanol i de producci6 de lipasa.

DADES CULTIU
Durada (h.) 111.2
Activitat max. (UA-ml™?) 490
Rendiment Producte/biomassa
: 11236
Ypx (UA*'Q )
Productivitat = (UA-1"*-h™) 4901
Productivitat especifica *
(UA-gXhD) 112.3
FASE DISCONTINUA

Durada (h.) 17.6

Rendiment biomassa/glicerol
Yxg (g X- g S™)
FASE SEMICONTINUA (INDUCCIO)
U mitjana (h™!) 0.004
-gs maxima (g S-g X*-h'!) 0.041
-gs mitjana (g S-g X*-h'1) 0.024
gp maxima (UA-g X-h'1) 369.8
gp mitjana (UA-g X*-h™) 147.7
Rendiment Biomassa/Metanol
Yym (g X- S‘l/ 0.143

* Calculs realitzats fins el valor maxim d’activitat lipolitica

0.44

Taula 4.20. Fermentacié FSS 02. Valors de rendiments,
productivitatsi velocitats especifiques del cultiu.

El fet més destacable d’aquest cultiu és l'elevada produccid d’enzim
aconseguida, al voltant de 500 UA-mlIt. Aquesta dada també va recolzada per uns
molt bons resultats a nivell de productivitat, ja que el temps de cultiu és del mateix
ordre que la resta de fermentacions anteriors. La corba d’activitat lipolitica, a I'igual
que el cultiu FSS_04, té una forma sigmoidal, podent diferenciar la produccidé en
tres fases. Una primera, que va de les 30 a les 50 h., on tot i tenir el
microorganisme consumint el substrat inductor, no s’aprecia una aparicid
significativa de lipasa extracel-lular. A partir de les 50 h de cultiu i durant les
seglents 40 hores hi ha un increment practicament lineal de la concentracid
d’enzim. Acabada aquesta segona etapa i fins al final de la fermentacié la produccio
de ROL resta totalment aturada.
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La utilitzacié de l'algorisme de control Proporcional Integral (PI) permet
mantenir la concentracié de metanol al voltant de la consigna d’1 g-I'! en un rang
d’oscil-lacié prou estret per considerar-lo més que satisfactori.

Si es comparen amb detall la fermentacié FSS_04 i FSS_02, s’‘observa que
I’evolucié dels diferents parametres durant les primeres 50 h de cultiu és
practicament idéntica. Cal destacar doncs, que les millores realitzades en el
muntatge han donat el seu fruit pel que fa a la reproductibilitat. A I’etapa d’induccio
durant aquest periode s’‘observa que en ambdods cultius es manté la concentracié de
metanol al voltant de 1 g-I'%.

En els perfils de la velocitats especifiques de consum de metanol (-gs) i de
producci6 de ROL (gp) s'observa que en ambdues fermentacions (FSS_04 i
FSS_02) tenen aproximadament la mateixa forma i temporalment també tenen una
evoluciéo molt similar. Per la gs, el seu valor maxim esdevé poques hores després
d’haver comencat |'etapa de transicid, posteriorment decau de forma progressiva
indicant una disminuci6 de Ilactivitat del microorganisme. Aquesta caiguda
coincideix temporalment amb la baixada de la velocitat de creixement fins a valors
propers a 0 h'. Es clar doncs, que en tots dos casos la relacid entre gp i p esta
estretament lligada.

Per altra banda, I’evolucié de la I'activitat lipolitica es centra, en ambdds
casos, Unicament entre les 40 i 80 h de cultiu. I justament en el punt mig d’aquest
interval, a les 60 h, s’arriba al valor maxim de velocitat. Per tant existeix un clar
desfasament en les dues fermentacions, entre el consum de metanol i la velocitat
maxima produccié de ROL. No és que s’intenti relacionar directament els dos pics
entre ells, perd no és il-logic pensar que la velocitat maxima d’expressié de proteina
vingui lligada a un elevat consum de substrat inductor. En una primera instancia es
va plantejar d’hipotesi de que aquest desfasament entre pics era causat per un
problema d’excrecié de la ROL a nivell extracel-lular. D'aquesta forma es donava
forca a la possibilitat de relacié entre gqp i gs, i també s’explicava la divergencia
entre els maxims per problemes de transport.

La distancia de temps entre els maxims de gp i gs, unes 30 h, es creu massa
elevada per poder afirmar que existeix una relacid directament proporcional entre
creixement-consum-produccio.

La diferéncia a nivell de produccié entre els dos cultius es pot relacionar amb
la precisié del control al voltant de la consigna de 1 g-I"'. La fermentacié FSS_02,
on la concentracié de metanol és manté durant un periode més llarg de temps
proper al valor desitjat, és la que obté uns millors resultats. Pel contrari, la
concentracié de substrat inductor a la fermentacié FSS_04 es desvia lleugerament
del valor desitjat fins arribar a distanciar-se un maxim de 0.8 g-I™.

Aixi doncs, sembla ser que mantenir la concentracié de metanol al voltant de
1 g-I"' té uns efectes positius a nivell de produccié (FSS_02). Encara pero, falta
ratificar aquesta afirmacié realitzant altres cultius a consignes de concentracié de
substrat inductor a valors inferiors i superiors dins el rang d’estudi (0-2 g-I'!).
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4.4.3. EXPERIMENT 3

Nom Fermentaci6 FSS_06
Soca Mut® “singlecopy”
Estratégia de cultiu Semicontinu
Medi MFBD_1
Algorisme de control PI+ Control predictiu
(Calcul del consum basat en model)
Consigna concentracioé de Metanol 0.5 g-I'"!
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Figura 4.123. Fermentacié FSS 06. Evolucio6 de la biomassa, concentracié de metanol i
I’activitat lipolitica.
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Figura 4.124. Fermentacié FSS _06. Evolucié de la vel ocitat especifica de creixement (p),
concentracié de metanol i cabal de metanol addicionat.
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Velocitat especifica de produccié
de lipasa (gp) (UA-g X*Y)
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Figura 4.125. Fermentacid FSS_06. Evolucio de la velocitat especifica de creixement,de

produccid.

consum de metanol i de producci6 de lipasa.

DADES CULTIU

Durada (h.)

161.8

Activitat max. (UA-ml™)

137.76

Rendiment Producte/biomassa
Yex (UA-g X1

3917

Productivitat * (UA-I''-h™)

1996

Productivitat especifica *
(UA-gXt-hh

56.7

FASE DISCONTINUA

Durada (h.)

17.6

Rendiment biomassa/glicerol
Yxg (g X- g S

0.44

FASE SEMICONTINUA (INDUCCIO)

y mitjana (h™)

0.003

-gs maxima (g S-g X-h'H

0.071

-gs mitjana (g S-g X*-h™?)

0.031

gp maxima (UA-g X*-h'1)

376.3

gp mitjana (UA-g X*-h™l)

57.8

Rendiment Biomassa/Metanol
YX m (g X: S-1

0.18

* Calculs realitzats fins el valor maxim d’activitat lipolitica

Taula 4.21. Fermentacié FSS 06. Valors de rendiments,

productivitatsi velocitats especifiques del cultiu.

El principal objectiu d’aquest cultiu es comprovar si establir la consigna de la
concentracié de substrat inductor per sota de 1 g-I'* aporta algun benefici a la

Utilitzant el controlador basat en model al mateix valor de consigna que
I'experiment anterior, es pot veure que en aquest cultiu s’ha mantingut al llarg de
tota la fase d’induccié una concentracié de substrat de 0.5 g-I'* (Figura 4.123).
Veient el perfil de la concentraci6 queda demostrada la validesa del sistema de
control, capac de mantenir en un rang molt estret la concentracié desitjada.

En nombrosos cultius realitzats durant la fase experimental d‘aquest treball,
s’ha identificat que la falta de metanol en el medi en periodes superiors a 30 min
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provoca |'aturada total de la produccié de la proteina d’interés. En cap cas, després
d’haver mantingut el microorganisme sense font de carboni durant aquest periode
s’ha aconseguit restablir la seva activitat als mateixos nivells (creixement, consum i
produccid) que en anterioritat. La utilitzacido de sistemes de control manual o amb
grans fluctuacions provoquen l'arribada a aquest tipus de situacions no desitjades.
Aguest és un motiu més pel qual I'algorisme de control predictiu (basat amb model)
presenta una especial utilitat, ja que permet mantenir la concentracié a valors molt
propers a zero, garantint perd que no s’arribara en cap moment a exhaurir el
substrat.

L’estabilitzacié de la concentracié de biomassa es pot observar facilment en
I’evolucié de la velocitat especifica de creixement, podent comparar els seu valor
durant les dues primeres fases del cultiu i finalment el seu rapid descens un cop
comengada la induccid (figura 4.124). Es durant I'Ultima fase del cultiu que és
practicament nul-la, sent molt baixa ja des de les 50 h. del cultiu.

Es confirma de nou, com la resta de fermentacions anteriors de Mut®, que la
velocitat de consum de metanol assoleix un valor maxim a les primeres hores de
I'etapa d'induccié i decau de forma exponencial (figura 4.125). Es evident doncs,
que per algun fenomen (aparicid de producte toxic, etc..) hi ha una progressiva
davallada del creixement cel-lular, que per concentracions baixes de metanol sén
encara més evidents. Aixi doncs, quan baixa la velocitat de creixement fins valors
propers a 0 h'!, la velocitat de produccié s’atura practicament per complert.

El perfil de la velocitat especifica de produccié de ROL (gp) és especialment
oscil-lant i canviant amb el temps. Aquest fet assenyala |'aleatorietat en la
produccio i conseglientment el poc control existent en aquesta variable.

Si es compara el cultiu FSS_06 (figures 4.123, 124 i 125) amb les
fermentacions FSS_04 (figures 4.117, 118 i 119) i FSS_02 (figura 4.120, 121 i
122) s’observen algunes diferéncies que és interessant comentar. En primer lloc, la
produccié de ROL del cultiu FSS_06 (140 UA-ml™ en 160 h) tant per la quantitat de
producte com a nivell de productivitats és forca inferior al obtingut en les
fermentacions anteriors. Es confirma doncs, que mantenint la concentracié de
metanol constant a valors propers a 0.5 g-I"' s’aconsegueixen produccions de ROL
inferiors a establir la consigna a 1 g-I'%.

També s’observa que la densitat cel-lular maxima aconseguida és entre 5 i
10 g-I"* menor, fruit de I'efecte que té la concentracié de substrat sobre la velocitat
especifica de creixement.

Un altre aspecte important a subratllar, és que al cultiu FSS_06 no s’observa
cap tipus de desfasatge entre la qs i gp, i la produccié es centra principalment en
les 10 primeres hores de l'etapa d’induccié. Vista l|'evolucid d’aquestes dues
variables, gs i gp, queda desmentida la hipotesi que es plantejava sobre la limitacid
en el transport extracel-lular de la ROL, ja que en aquest cultiu coincideix el maxim
de consum amb la maxim de produccié de proteina, sense cap tipus de desfasatge
entre elles.

En resum, el control de la concentraci6 de metanol a valors propers a 0.5
g-I"t disminueix la produccié de ROL respecte a treballar amb una consigna fixada al
voltant de 1 g-I'l. Ara perd, falta veure com es comporta el cultiu quan es treballa a
concentracions superiors a aquest ultim.
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4.4.4. EXPERIMENT 4

Nom Fermentacié FSS_08

Soca Mut® “singlecopy”
Estratégia de cultiu Semicontinu
Medi MFBD_1

Algorisme de control PI+ control predictiu

Calcul de consum basta en model

Consigna concentracié de Metanol 1.75 g-I'"!
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Figura 4.126. Fermentacié FSS 08. Evolucio de la biomassa, concentracio de metanol i
I’ activitat lipolitica.
<
0357 = 020 3.0
S I T T [ 30T
) i~ : e >
E 03] & I\ SR L2535
= 1§ 11 \ PR 'h }l [ c
E 51 x 0157 o ||| M s
= 0257 3 i1 il il R
R - L N | [20=
,SE 0.20’: g = |*|"| ,"U\ \i, *-‘Nvﬂd?\-—v\if"Aw——i\,—\—‘vv——--avm’“\,\, g
3] ] ® | e ©
= 1 e ’ R 152
o o154 1 | \\ | &
] Q R —
@ 1 if [Ti1 : F10§
g o104 © | R | o
S 1EM 5
0051 & | i F 050
4 [) T
1 > 1 [ n
000- 000 e=—=dl .l ... TN L T e T T T e @t 0.0

100 110 120 130 140 150 160 170

Temps (h)

Figura 4.127. Fermentacio FSS 08. Evolucio de la vel ocitat especifica de creixement (L),
concentraci6 de metanol i cabal de metanol addicionat.
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Figura 4.128. Fermentaci6 FSS 08. Evolucio6 de la velocitat especifica de creixement,de

consum de metanol i de produccio de lipasa.

DADES CULTIU

Durada (h.)

159.8

Activitat max. (UA-ml™!)

150

Rendiment Producte/biomassa
Yex (UA-g X1

3017

Productivitat * (UA-I''-h™)

1228

Productivitat especifica *

24.6

(UA-gXt-hh
FASE DISCONTINUA

Durada (h.)

17.7
0.45

Rendiment biomassa/glicerol
Yxc (g X- g S)
FASE SEMICONTINUA (INDUCCIO)
U mitjana (h™!) 0.004
-gs maxima (g S-g X*-h'H 0.040
-gs mitjana (g S-g X*-h™) 0.027
gp maxima (UA-g X*-h'1) 59.7
gp mitjana (UA-g X*-hl) 34.0
Rendiment Blomas;i/MetanoI 0.131

* Calculs realitzats fins el valor maxim d’activitat lipolitica

Taula 4.22. Fermentacié FSS 08. Valors de rendiments,
productivitatsi velocitats especifiques del cultiu.

Com a ultim experiment, es va decidir treballar a valors proper a la Hwax,
mantenint la consigna propera a 2 g-I'!, concretament a 1.75 g-I"*. El control de la
concentracié de metanol a aquest valor mitjancant el controlador basat en model
desenvolupat, és forga correcte. Només a les primeres hores de |'etapa d’induccio i
per problemes en l'equip de mesura de metanol (MC-168), hi ha una série de
fluctuacions que no sén reals.

Tot i que el cultiu FSS_08 es comporta, en linies generals, de forma molt
similar a la resta de cultius anteriors, hi ha una série de diferéncies que soén
interessants d’assenyalar. Una d’elles és la densitat cel-lular final (figura 4.126),
sent propera als 50 g-I'?, el valor més elevat dels quatre cultius estudiats en aquest
apartat. Es nota doncs, |'efecte que té mantenir la concentracié de metanol a valors
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més alts sobre la velocitat especifica de creixement (figura 4.127), tot i que les
diferéncies entre cultius no sén gaire notables.

Si s’analitza el perfil de la velocitat especifica de produccié de proteina
heterdloga i es compara, principalment amb les fermentacions on es porta un
control de la concentracié de substrat inductor al voltant de 1 g-I"!, s’observen
diferéncies. En primer lloc, a la fermentacié6 FSS_08, no existeixen importants
oscil-lacions en la gp durant el cultiu, no s’aprecien d'una forma significativa
maxims ni minims. No obstant aix0, els valors d'aquesta velocitat sén inferiors als
aconseguits a les fermentacions FSS_02 i FSS_04. La produccié de ROL no s’atura a
les 60 h sind que es manté, encara que a velocitats inferiors, el doble de temps que
en les fermentacions anteriors. Aquesta és forga constant des del principi de la fase
d’induccio fins a les 120 h de cultiu.

L'evolucio de la velocitat especifica de consum de metanol és un clar
exemple de la disminucid progressiva d’activitat del microorganisme durant la fase
d’induccié. El consum de substrat va caient paulatinament fins arribar a la meitat
del valor maxim aconseguit durant les primeres hores de la fase semicontinua.

Es pot afirmar doncs, que en treballar a una concentraci6 de metanol

propera als 1.75 g-I"! s'aconsegueix una velocitat de produccié més constant perd a
nivells inferior als valors aconseguits a 1 g-I".
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4.4.5. COMPARACIO | DISCUSSIO

A la taula 4.23 s’han recollit tots els valors obtinguts dels 4 experiments
finals per poder analitzar i comparar-los amb més facilitat. També s’han inclos els
valors de la primera fermentacié realitzada amb la soca Mut® “singlecopy” (FSS_01)
per poder observar en quins aspectes s’ha millorat.

Dades cultiu
Nom Fermentacio FSS 01 FSS 04 FSS_02
Consigna Metanol (g-I™) -- 1 1
Durada (h.) 90.8 134.9 111.2
Activitat max. (UA-ml™?) 182.9 331 490
Rendiment
Producte/Biomassa 5221 8745 11236
Yex (UA-g X'i)
Productivitat
(VA-I't-hh
Productivitat especifica *
(UA-gXt-hh)

2004 2453 4901

57.2 64.8 112.3

Fase discontinua
Durada (h.) 20.1 14.3 17.6
Rendiment

biomassa/glicerol 0.51 0.50 0.44

Yxc (@ X- g S™)

Fase semicontinua
u mitjana (h™!) 0.005 0.003
(gqg_g;¥fmi) 0.046 0.084

-gs mitjana
(g S-:g x*h™h)
gp maxima
(UA-g X'1-h)
gp mitjana
(UA-g Xt-h'h
Rendiment
Biomassa/MetalnoI 0.12 0.10
g S

* Calculs realitzats fins el valor maxim d’activitat lipolitica

0.027 0.026

143.06 255.1

84.48 78.1

Taula 4.23. Taula resum de les fermentacions finals. Valors de rendiments, productivitatsi
vel ocitats especifiques del cultiu.

S’han classificat els valors en tres grans blocs, un primer on es contempla
tot el que es relatiu a la produccié de ROL. En un segon apartat s’indica el
rendiment glicerol/biomassa i durada de la fase discontinua. I finalment un tercer
bloc on es presenten tots el valors de parametres d’interés calculats a l'interval de
I'etapa discontinua.

Si es comencen a analitzar els resultats pel rendiment biomassa/substrat de
I’etapa discontinua, és a dir pel glicerol, es pot veure que aquests oscil-len entre
0.44 i 0.51. Aquests valors no s’allunyen en excés del valor teodric, 0.53, deduit de
I'’equacié estequiomeétrica que relaciona aquest substrat amb una composicio
aproximada de la biomassa.

En canvi, el rendiment de metanol/biomassa a la fase semicontinua és

notablement diferent al valor tedric per un rendiment 1.0, 0.45 g X-g MetOH™
(equacio 4.7). Aquest oscil-la entre 0.1 i 0.2 pels cultius semicontinus. Quan es van
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analitzar aquests valors, es va pensar en primera instancia, en la possibilitat de que
una part important del metanol es perdés per algun fenomen fisic d’arrossegament
de liquid (“stripping”), reduint la quantia del rendiment. Malgrat aix0, una vegada
estudiats els resultats del balang de carboni realitzats a I'apartat 4.3 (taula 4.14),
es demostra que la diferéncia entre el carboni alimentat i el que va a formar part de
la biomassa i s’expulsa en forma de dioxid (CO,) no és major del 10 %. Per tant, es
confirma que el metanol és assimilat per la biomassa, perd gran part s'utilitza
Unicament per produir energia. Només un 10-20% d’aquest substrat es destina a la
generacio de nou material cel-lular.

La velocitat especifica de creixement dona una idea de |'estat fisiologic del
microorganisme, la seva adaptacid al medi i/o substrat. Si s’observa l’'evolucié
d’'aquesta al llarg dels cultius, és facil adonar-se que durant I'Ultima fase té una
progressiva caiguda fins arribar a valors practicament nuls. Es pot afirmar que
aquesta davallada no és causada per l'exhauriment d’‘algun dels nutrients,
confirmat per I'analisi de la composicié quimica del medi. També es constata que en
la utilitzacié del mateix medi per la soca de Pichia pastoris de fenotip Mut* no es
detecten problemes de falta de nutrients fins arribar als 50-60 g-I"! de biomassa,
nivells no superats en les fermentacions amb fenotip Mut®. S’ha comprovat que en
aquest estadi, si es retorna a l'alimentacié de glicerol al medi, el microorganisme
respon rapidament assenyalant com si estigués en una suposada fase de laténcia a
I’espera d’alguna font de carboni d’assimilacié rapida. Aquesta dada també indica
que aquesta progressiva baixada en la velocitat especifica de creixement esta
estretament lligada amb el substrat inductor emprat, en aquest cas el metanol o els
efectes secundaris que té aquest en l'activitat cel-lular (produccié de ROL).

Aquest comportament difereix del de la soca salvatge (Mut®) que creix a una
velocitat superior (HUmax: 0.04 h™') i de forma constant quan consumeix metanol
(Brierley et al., 1990). Per tant, es descarta que el metanol, a concentracions
menors a 8 g-I!, tingui aquest efecte negatiu sobre la velocitat especifica de
creixement. Tot indica doncs, que la progressiva baixada de la y a la fase d’induccio
esta estretament lligada amb la transcripcié, sintesi o transport de la proteina
hoste.

Aguests fendmens també han estat observats en soques Mut® de Pichia
pastoris amb altres proteines heterologues (Beer et al., 1998) i relacionen aquesta
progressiva aturada de la velocitat especifica de creixement amb I'acumulacié
intracel-lular de I'enzim hoste produit. Perd, segons |'experiéncia en la realitzacio
d’un elevat nombre de cultius d'aquestes caracteristiques, no s’estableix una relacio
directe entre la concentracié de ROL i una disminucié de la p. Cultius amb la soca
Mut™ demostren que la velocitat de creixement pot ser elevada, fins i tot quan la
concentracié de ROL al medi és important.

Malgrat aix0, es creu que la produccié de ROL té un efecte negatiu en el
creixement del microorganisme, perd no perquée l'enzim tingui un efecte toxic sind
perqué la continua transcripci6 del mateix provoca un elevat estres al llevat.
Segons l'estudi de Hohenblum et al. (2004), el coll d’ampolla que provoca la
disminucié de la y, és la formacié dels ponts disulfur de la proteina a expressar
(tres en el cas de cada molécula de ROL). El nivell d’estres es pot correlacionar amb
la induccio de la xaperona BiP (proteina d’enllag) lligada amb la formacid dels ponts
disulfur.

Experiments preliminars realitzats amb la soca de treball KM_100 (Mut®
“singlecopy”) dins el mateix grup d’investigacié, han demostrat que els nivells de
xaperona BiP soén significatius, confirmant l'evidéncia de |'estrés que suposa la
produccié d’una proteina hoste i més concretament de la ROL en P.pastoris. Tot i
aquest és el motiu que sembla més probable, cal anar en compte atesa la
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complexitat d’aquestes reaccions a l'interior del llevat. Aqui s’obren noves i
interessants linies d’investigacid, on un estudi acurat de les diferents reaccions i
relacions al interior del microorganismes poden ajudar a comprendre aquests
comportaments.

La velocitat especifica de consum de metanol (-gs) segueix en tots els casos,
com era d’esperar per |'evolucié de p, un perfil en forma de funcié6 exponencial
negativa. El seu punt algid de consum es concentra a les primeres hores després de
I'etapa de transicid. A partir d’aquest valor maxim, disminueix progressivament fins
arribar a un valor constant unes quatre vegades inferior a aquest. I es que en tots
els casos s’observa una relacio proporcional entre la p i la gs.

Es interessant apreciar que el valors de la gs mitjana, en quasi tots els
cultius i durant I'etapa semicontinua, es situen entre 0.024-0.031 g S- g X'*-h?, un
rang forga estret. Cal pero anar en compte en l'analisi d’aquesta dada, ja que si no
es coneix el comportament de la soca KM_100 se’'n poden extreure conclusions
erronies. Com s’ha descrit anteriorment, la parada en el creixement durant I'Gltima
etapa del cultiu provoca que la relaci6 entre creixement i consum canvii
completament. Normalment a la fase final del cultiu, encara que s’augmenti de
forma significativa la concentracié de metanol, la velocitat especifica de creixement
no s’altera. Es principalment per aquest motiu, que es poden trobar coincidéncies
en la velocitat de consum entre els diferents cultius a consignes de concentracid de
substrat diferents.

L’activitat maxima aconseguida en cadascun dels cultius varia en un ampli
rang, entre 137 i 490 UA-ml!. Perd aquesta dada s’ha d’analitzar amb certa
precaucid, el valor final de la produccid6 no és |'Unic a considerar, ja que és
important també conéixer el temps que es tarda en assolir-lo i la concentracié de
biomassa productora. Per aguest motiu, la comparacié dels nivells de ROL produits
pels diferents cultius és més objectiva si s’utilitzen variables com el rendiment o les
productivitats. Cal assenyalar que tots els valors referents a la produccié s’han
calculat fins el punt maxim d’activitat, ignorant si existeix una baixada posterior de
I'activitat lipolitica durant les hores finals. D'aquesta forma es pot comparar de
forma més objectiva la capacitat de produir de la soca en cada cultiu.

La velocitats maximes i mitjanes de produccié de ROL son un clar reflex dels
nivells de produccié aconseguits per cadascun dels cultius. La diferéncia entre el
valor de gp maxim i mitja indica com s’ha produit I’'enzim, és a dir, si la produccié
ha estat durant unes poques hores i la resta no hi ha hagut produccié o I'excrecio
de proteina ha estat als mateixos nivells durant un llarg periode de temps.

A tall d’exemple, la fermentacid FSS_06 té un maxim de produccié sobre
375 UA-g X''-h! sent 6.5 vegades superior a la produccié mitjana calculada durant
el cultiu. D'aqui es pot deduir que la produccié de ROL ha estat centrada en un o
alguns moments puntuals. El cas contrari es pot identificar en la fermentacio
FSS_07, on el valor maxim i mitja de la gp sén molt similars i per tant assenyalant
que la produccié ha estat constant i sense grans oscil-lacions durant tota l'etapa
d’induccié.

Si es compara el valor maxim d’activitat assolit en totes les fermentacions
s’‘aprecia que el valor minim pertany al cultiu on s’ha treballat amb una
concentracié de 0.5 g-I"l. El valor maxim, de 490 UA-ml?, aconseguit al cultiu
FSS_02 és tres vegades superior, indicant la rellevancia que té la consigna de la
concentracio de metanol sobre la produccié final.

No obstant aixo0, les diferéncies entre les activitats dels diferents cultius no
es poden centrar Unicament amb el valor maxim. Com es pot observar a la figura
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4.129, l'evolucid de producci6 de ROL canvia segons la consigna de substrat
inductor mantinguda durant el cultiu. Si es compara cadascuna de les
fermentacions més representatives per cada concentracid s’observa que per les
consignes de 0.5 g-I'* i 1.75 g-I"* l'activitat final assolida és similar, tot i que
I'evolucid és molt diferent. Per la fermentaci6 FSS_08 la producci6 de ROL
augmenta progressivament fins aconseguir el valor maxim a les ultimes hores de
cultiu, sembla ser que la produccid, en aquest cas, esta associada al creixement
cel-lular.

L'evolucié de l'activitat de ROL pel cultiu FSS_06 és totalment diferent, la
produccid es centra a les 10 primeres hores de |'etapa d’induccié i posteriorment
augmenta discretament. A partir de les 90 h cau de forma important fins a valors
iguals a la meitat del valor maxim aconseguit. Pot semblar doncs, que en treballar a
concentracions de substrat baixes s’afavoreix la rapida produccié enzimatica en un
curt periode de temps. La posterior baixada d’activitat és causada basicament per
la lisis cel-lular i I'aparicié de proteases.
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Figura 4.129. Evoluci6 de I’ activitat lipolitica extracel lular per les fermentacions
FSS 02, FSS 061 FSS 08.

Per ultim, observant el perfil de l'activitat lipolitica extracel-lular de la
fermentacio FSS_02 el comportament és totalment contrari al del cultiu FSS_06. La
produccié de ROL durant les 30 primeres hores de la fase d'induccié és forca baixa i
posteriorment entre les 50 i 80 h augmenta de forma espectacular fins aconseguir
valors propers a les 500 UA-mlI?, mantenint-se constant fins el final del cultiu.

Prescindint del valor final d’activitat lipolitica aconseguit, els tres perfils sén
molt diferents en els tres casos. La produccid a la fermentacié FSS_08 és constant,
en canvi, als cultius FSS_06 i FSS_02 és déna de forma puntual en un periode de
temps relativament curt. La diferéncia entre aquests dos ultims cultius a consignes
de metanol de 1 g-I'*i 0.5 g-I'}, és el periode del cultiu en que es ddna la produccié.

Donar una explicacid a les diferéncies en el perfil de produccié de ROL no és
una tasca senzilla, entre d’altres perqué falta informacié a nivell intracel-lular.
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Mitjancant un estudi amb més profunditat, sera possible associar cadascun dels
comportaments de la produccié a motius de transcripcio, sintesi o transport de la
proteina de ROL, o una combinacié d’ells. La complexitat en I'estudi de I'interior de
la ceél-lula obre també en aquest apartat un nou ventall de possibilitats d’estudi, per
intentar comprendre millor el mecanisme d’'induccié de proteines heterologues de
Pichia pastoris. Logicament, aquest objectiu queda fora de |'abast d’aquest treball
experimental atesa la vessant més practica del mateix, quedant-se amb les
reaccions del microorganisme a nivell extracel-lular.

Malgrat aquestes diferéencies del valor de l'activitat final, és més raonable i
interessant comparar la productivitat (UA-I"-h™!), ja que és té en compte el temps
de cultiu necessari per assolir-lo. Si es volgués realitzar una posterior explotacio

comercial del procés, |'eleccié de la soca i I'estratégia de cultiu es faria tenint en
compte la productivitat.

Sens dubte, es pot apreciar clarament a la taula 4.23 que les millors
productivitats s’han obtingut en els cultius FSS_02 i FSS_04, on la concentracié de
metanol s’ha intentat mantenir constant a 1 g-I™. Es interessant assenyalar que la
productivitat de la fermentacié de referéncia FSS_01 és la mateixa que en la del
cultiu amb una consigna del substrat inductor de 0.5 g-I"'. Atés que la durada de la
resta de cultius per arribar al maxim d’activitat de la ROL és forga similar i els
nivells de concentracidé cel-lular assolits també sén semblants, els valors del
rendiment producte/biomassa (UA- gX*) i la productivitat especifica (UA-gX*-h™)
segueixen la mateixa tendéncia que la productivitat.

6000
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0 20 40 60 80 100 120 140
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Figura 4.130. Evoluci6 del valor de la productivitat al [larg del temps per les
fermentacions FSS 02 FSS 04.

Per altra banda, sense entrar en un balang economic de la produccié d’enzim
és interessant conéixer quina ha de ser la durada optima del cultiu per treure’n el
maxim rendiment. Aquesta dada és especialment interessant a nivell industrial, ja
que la caracteritzaci6 d’aquest Optim es pot traduir en importants guanys
economics. Per conéixer aquesta informacio cal calcular la productivitat a diferents
punts del cultiu i representar-ho en funcié del temps per identificar el punt maxim.
Si es realitza aquesta operacié per les dues fermentacions de major produccid,
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FSS_02 i FSS_04 (Figura 4.132), es localitza en els dos casos un valor maxim,
entre les 80 i 90 h. El maxim de productivitat no coincideix necessariament amb el
punt on s’assoleix la concentracié de ROL més elevada, sind que és un balang entre
el valor de l'activitat lipolitica i el temps emprat per assolir-lo.

Per tant, d’aquest estudi se’'n pot extreure que les millors condicions de
produccié de ROL per la soca Mut® “singlecopy” de Pichia Pastoris sén mantenir la
concentracié de metanol constant al medi al voltant de 1 g-I"* amb una durada de
cultiu d’'unes 90 h.

Finalment, si s’‘observa el perfil de I’'evolucié dels cultius queda manifest el
bon funcionament i la robustesa de les millores instal-lades. Tant la instrumentacio
com el programari de gestid han realitzat la seva tasca ininterrompudament durant
més de 160 hores, sense cap alteracié important. La versatilitat i fiabilitat del
muntatge el ratifiguen com una important eina per facilitar I'estudi de cultius
biologics.
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CONCLUSIONS

De l'estudi de la produccié de la lipasa de Rhizopus oryzae (ROL) en Pichia
Pastoris en cultiu discontinu i semicontinu se’'n dedueixen les seglients conclusions:

>

La utilitzacié de soques amb multiples copies de ROL al genoma, tant
per Mut* com Mut®, no representen una millora respecte les d’una sola
copia. En ambdds fenotips, tot que les soques amb una sola copia del
gen han produit una quantitat final inferior, com que ho han fet amb un
periode més curt de temps, la productivitat en tots dos casos és
superior. En el cas de les soques Mut*, I'augment del nombre de copies
també afecta en la reduccié de la velocitat especifica de creixement.

Els cultius estan limitats estequiométricament per font de nitrogen,
utilitzant el medi MFBD 1, quan es sobrepassa una densitat cel-lular
entre 50 i 55 g-I"'. La manca de font de nitrogen provoca l'aparicié de
lisi cel-lular i proteases que degraden les proteines extracel-lulars,
entre elles la ROL.

Com era d'esperar, per la naturalesa fenotipica de cadascuna de les
soques, les Mut* tenen una dinamica de creixement més rapida, per
tant sén fermentacions amb una durada menor, on la velocitat
especifica de creixement i consum de metanol sén un ordre de
magnitud superior a les soques Mut®, No obstant aix0, es demostra que
la produccié enzimatica no va lligada al creixement cel-lular, ja que sén
les soques Mut® amb les quals s’arriba a valors més alts de rendiment
producte/biomassa, Y, (UA-gX1).

Segons criteris de productivitat i dinamica del creixement s’'ha
seleccionat la soca KM100 1 (Mut®“singlecopy”) com la millor opcid per
a la produccié extracel-lular de ROL.

La instal-lacié d’instrumentacié com |'analisi de gasos en linia o el
sistema d’extraccié automatica de mostres, permeten realitzar un
seqguiment més acurat del cultiu i reporten importants beneficis en la
reproductibilitat dels cultius.

El seguiment de la concentracié de metanol es realitza de forma
satisfactoria amb I’equip MC-168, capag de monitoritzar en linia amb
prou fregliéncia per poder-ne realitzar un control posterior.

S’ha construit un model de mesura capag d’estimar en linia la densitat
cel-lular del cultiu a partir de la mesura de la velocitat de produccié de
dioxid de carboni (CER). El seguiment en linia de la biomassa i la seva
velocitat especifica de creixement sén especialment interessants per
coneixer l'estat fisiologic del microorganisme.

S'ha desenvolupat un programari de gestié i control que permet
recopilar i gestionar tota la informacié generada al procés. També s’ha
incorporat la capacitat de controlar i estimar algunes de les variables
de més interes.

Mitjangant la simulacié del procés aplicant un model matematic no
estructurat i posteriorment la seva aplicacié en el sistema real, s'ha
facilitat I'estudi i identificaci6 d’una llei de control per aconseguir
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mantenir constant la concentracié de metanol. Dels resultats obtinguts
es pot concloure que:

(0]

(0]

Es desaconsella totalment la utilitzacié dels controladors
basats unicament en I'error com “ON-OFF” i el Proporciona-
Integral (PI) ja que no s‘adapten als constants canvis de
dinamiques d’un bioprocés d’aquestes caracteristiques.

La utilitzacid d’un controlador de tipus predictiu basat en
model, es presenta com una de les solucions més eficaces
per mantenir la concentracié de metanol estable durant el
cultiu.

» De l'estudi de la producci6 de ROL en Pichia Pastoris (KM_100) en
cultiu semicontinu utilitzant les nombroses millores en el seguiment i
control de la concentraci6 de substrat inductor, se’n dedueixen el
seglents punts:

(0]

Els millors resultats de produccié de proteina heterologa
s’‘obtenen quan la concentracié de metanol a la fase liquida
resta al voltant de 1 g-I"".

Per a l'obtencid dels millors resultats de productivitat, la
durada del cultiu ha de ser entre 80 i 90 h.

» Finalment, es pot afirmar que la instal-lacié d’instrumentacié juntament
amb [‘estimacidé, modelitzacid i control d’algunes de les variables

principals del cultiu, sbn mesures que permeten millorar la produccidé
extracel-lular en Pichia Pastoris.
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Xent,02
Xsort,co2
Xsort,Oz
Ye/x
Yx/co2
Yx/s
c(t)
Kc
e(t)
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APENDIX

NOMENCLATURA

Velocitat especifica de creixement (h'!)

Velocitat de produccio de dioxid de carboni per part dels microorganismes
(mol-I"t-h1),

Concentracié de didxid de carboni (mol-I™).

Cabal d’alimentaci6 al reactor (I-h'?!)

Cabal d’alimentacié (I-h™).”

Cabal d’aire d’entrada (I-h™).

Coeficient global de transferéncia d’oxigen referit a la fase liquida (h™).
Coeficient de manteniment associat al CO, (mol CO,- g X*- h™l).
Coeficient de manteniment associat a lI'oxigen (mol O,- g X! h'l).
Concentracié d‘oxigen a la fase liquida (mol-I™).

Concentracié de saturacié d’oxigen dissolt (mol-I'!).

Velocitat de transferéencia d’oxigen de la fase gasosa a la fase liquida
(mol-1"t-h™),

Velocitat de consum d’oxigen per part del microorganismes (mol-I"t-h™).

Concentracié de producte (UA-mlI™?).

Velocitat especifica de produccié (UA-g X'1-h™).

Velocitat especifica de consum de substrat (g S-g X1-h™).
Velocitat de produccié de producte (g P-I"t-h™).

Quocient respiratori.

Velocitat de consum de substrat (g S-I"t-h™).

Velocitat de produccié de biomasa (g X:I"t-h™).

Concentracié de substrat (g-I™%).
Concentraci6 inicial de substrat/ concnetracié de substrat a I'aliment (g-I™).

Temps (h).

Volum del cultiu (I)

Concentracié total de biomassa (g-I'!).

Fraccié molar de CO; del corrent de gas d’entrada.
Fraccié molar d'O, del corrent de gas d’entrada.

Fraccié molar de CO, del corrent de gas de sortida.
Fraccié molar d’O, del corrent de gas de sortida.
Rendiment producte-biomassa (g P-g X))

Rendiment biomassa-didxid de carboni (g X-mol CO,™?).
Rendiment biomassa-substrat (g X-g S™%).

Valor de la variable manipulada.

Guany del controlador proporcional.

Diferéncia entre el valor real del sistema i el de consigna.
Parametre de I'efecte integral.

Parametre de I'efecte derivatiu.
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7.2.

CALIBRATGES

7.2.1. CALIBRATGE DE LA BIOMASSA TOTAL

Concentraci6 de biomassa (g-™)
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Figura 7.1. Recta de calibratge de la concentraci6 de biomassa
amb densitat optica.

Concentracié de biomassa (g-I"!)= 0.212 (£ 0.0041)-ODggo

r’=0.992

Interval de confianca: 95 %
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7.2.2. CALIBRATGE DE L'ACTIVITAT LIPOLITICA

0,25

Actvitat lipolitica (UA-mI™)

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

Pendent de larecta d'increment
d'absorbancia a 580 nm
(nm-min™)

Figura 7.2. Recta de calibratge de |’ activitat lipolitica.

Activitat lipolitica (UA-mI™):

2.162(% 0.0285)-pendent (min™) - 0.0162(+0.0021)
r2:0.995.

Rang de mesura: Pendent entre 0.016 i 0.113 (min).

Interval de confianca: 95 %
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7.2.3. CALIBRATGE DE LA CONCENTRACIO DE LA PROTEINA TOTAL
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Figura 7.3. Recta de calibratge del métode Bradford per la detecci6 de la proteina total.
Concentracié de proteina total: 720.5 (£ 21.5) - Abs
r’: 0.997

Interval de confianga: 95 %
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