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Caracterizacion de la produccion del nanobody Nb.b201
por la levadura Komagataella phaffii

Pablo Terroba, Gina Liarte, Xavier Garcia, Arnau Gasset, Albert Canet, Francisco Valero.

Abstract
Contexto:

La caracterizacion precisa de factorias celulares como Komagataella phaffii requiere de
entornos fisicoquimicamente estables, los cuales se logran de manera 6ptima mediante el
cultivo en continuo en quimiostato. En este contexto, el uso del promotor constitutivo
Pc4p surge como una alternativa eficiente al sistema inducible por metanol Paoxi, ya que
simplifica la logistica operacional y evita la toxicidad relacionada con el uso de metanol,
siendo especialmente adecuado para la produccion de nanobodies como el Nb.b201.

El presente trabajo busca encontrar mediante cultivos en continuo la fuente de carbono,
el pH y la condicion de oxigeno que maximicen la produccion del nanobody Nb.b201.
Con las mejores condiciones encontradas se podra disefiar un cultivo Fed-Batch con una
perspectiva mas enfocada a la produccion.

Resultados:

En este estudio se ha caracterizado la produccion de Nb.b201 en condiciones de normoxia
e hipoxia asi como el efecto del pH. Se encuentra que condiciones de hipoxia multiplican
hasta 2,4 veces la produccion del Nb.b201 y se determinan los pH 5 y 6 como 6ptimos.
También se consigue obtener una produccion de hasta 60 mg/L en un cultivo en Fed-
Batch.

Conclusiones:

El presente trabajo es un ejemplo de como la integracion de diferentes intesificaciones
operacionales permite obtener mejoras significantes en el proceso de produccion del
nanobody Nb.b201. Se concluye que la combinacion de glucosa como fuente de carbono
con una moderada hipoxia y con pH entre 6 y 5 es la mejor condicidén para aumentar la
produccion de Nb.b201 en K. phaffii.

Palabras Clave: K. phaffii, promotor GAP (Pgar), hipoxia, Caracterizacion metabdlica,
nanobody, flujo glucolitico.




2. Background

2.1. Quimiostato

Para caracterizar una cepa con precision, es fundamental mantener las células bajo
condiciones fisicoquimicas y estados metabolicos constante. La obtencion de estos
entornos en estado estacionario se logra habitualmente mediante el empleo de cultivos en
continuo [1] . Estos sistemas operan con un flujo de entrada de medio fresco y una salida
de medio agotado que, al mantenerse equilibrados, mantienen volumen constante. Dentro
de esta modalidad, el quimiostato destaca por operar bajo la limitacién controlada de un
nutriente, generalmente la fuente de carbono, lo que permite una regulacion precisa de la
velocidad de crecimiento [2]. Este modo de operacion supera las limitaciones del cultivo
discontinuo (batch), donde las fluctuaciones cinéticas y quimicas son inherentes al
proceso. En consecuencia, el quimiostato garantiza un entorno homogéneo y reproducible
que minimiza el ruido metabolico asociado a las transiciones del ciclo celular.

2.2. Fed-Batch

Si bien el cultivo en continuo en quimiostato presenta un estado estacionario ideal para la
caracterizacion de cepas, el modo de operacion en Fed-batch ofrece ventajas
significativas para la produccién de proteinas recombinantes, como los nanobodies
(VHH) [3]. Los cultivos operados en Fed-batch cuentan con una entrada de medio fresco
durante todo el tiempo de operacion, pero carecen de un flujo de salida; de esta manera,
el volumen del biorreactor aumenta con el tiempo y se alcanzan densidades celulares muy
elevadas.

A diferencia del cultivo en continuo —el cual estd sujeto a una presion selectiva
prolongada que puede favorecer la aparicion de variantes genéticas que pierden el casete
de expresion—, el Fed-batch limita el nimero de generaciones celulares, preservando asi
la estabilidad genotipica [4]. Asimismo, este modo de operacion permite obtener
concentraciones de producto notablemente superiores al final del proceso, mientras que
en el cultivo en continuo el producto se diluye de forma constante [5]. Alcanzar estas
concentraciones elevadas en Fed-batch representa una ventaja estratégica, ya que
simplifica las etapas posteriores de purificacion y concentracion en el downstream.

2.3. Komagataella phaffii (Pichia pastoris)

En la actualidad, se emplean diversos microorganismos como factorias celulares para la
expresion de proteinas heterdlogas con fines industriales. Entre los hospedadores mas
destacados se encuentran diversas bacterias, células de mamifero y levaduras, siendo
estas ultimas de gran relevancia para la produccion de proteinas recombinantes de valor
comercial.



Las lineas celulares de mamifero, como las células CHO (Chinese Hamster Ovary), son
el estandar en la industria biofarmacéutica. No obstante, presentan limitaciones criticas:
los medios de cultivo son costosos, poseen tasas de crecimiento lentas y, en términos de
productividad volumétrica, suelen ser menos eficientes que los sistemas fingicos [6].

Si bien las bacterias y levaduras representan alternativas mas economicas, las levaduras
ofrecen ventajas competitivas frente a los sistemas procariotas, como la capacidad de
realizar modificaciones postraduccionales (PTMs) complejas, el plegamiento correcto de
proteinas mediante chaperonas y la secrecion directa al medio, lo que simplifica el
downstream. Ademas, permiten la integracion estable del ADN en el genoma, asegurando
lineas celulares robustas [7].

Histéricamente, Saccharomyces cerevisiae ha sido la levadura més utilizada; sin
embargo, su tendencia a la hiperglicosilacion (adicion de cadenas extensas de manosa)
suele comprometer la funcionalidad y la inmunogenicidad de las proteinas. Por el
contrario, la levadura K. phaffii (anteriormente P. pastoris) no presenta este problema de
forma tan acentuada. K. phaffii destaca por sus altos niveles de expresion, su capacidad
para procesar proteinas complejas, una minima secrecion de proteinas endogenas y el uso
de medios de cultivo econdmicos, consolidandose como la opcidon predilecta para la
produccion de nanobodies [8].

A diferencia de S. cerevisiae, K. phaffii es una levadura mayoritariamente Crabtree-
negativa, lo que implica un metabolismo predominantemente respiratorio. En presencia
de oxigeno, K. phaffii oxida la glucosa completamente hasta CO, y agua, evitando la
formacion de subproductos fermentativos como el etanol, incluso ante concentraciones
elevadas de sustrato. Esto permite alcanzar densidades celulares muy altas [9].

Finalmente, K. phaffii posee los genes AOX1 y AOX2, que codifican la enzima alcohol
oxidasa, permitiéndole metabolizar el metanol como unica fuente de carbono. El
promotor Paoxi es uno de los sistemas de expresion mas potentes y estrictamente
regulados que existen, facilitando una separacion clara entre la fase de crecimiento de la
biomasa y la fase de induccién de la proteina [10].

2.4. Promotor GAP

El uso de metanol en procesos industriales conlleva riesgos significativos de seguridad y
logistica, debido a su toxicidad e inflamabilidad, lo que exige instalaciones
antideflagrantes a gran escala [3]. El promotor Pgap elimina estas limitaciones al no
requerir metanol para la induccion de la proteina de interés. Asimismo, su naturaleza
constitutiva simplifica el protocolo de alimentacion al suprimir la transicion critica de
fuente de carbono (de glicerol a metanol) necesaria en sistemas inducibles [11]. Otra
ventaja sustancial es la ausencia de formaldehido, un subproducto del metabolismo del
metanol que puede comprometer la integridad de ciertos productos, como los nanobodies
[12].

El promotor Pgap regula la expresion del gen de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), enzima clave en la glucolisis que cataliza la conversion del
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D-gliceraldehido-3-fosfato en 1,3-bisfosfoglicerato. Aunque este sistema se ha utilizado
con éxito para una amplia variedad de proteinas, su eficacia es notable en la expresion de
proteinas con una complejidad estructural similar a la propia GAPDH (~35,4 kDa) [13].

La fuerza transcripcional de Pgap depende estrictamente de la fuente de carbono
empleada. Su actividad méxima se alcanza en presencia de glucosa; bajo condiciones de
cultivo en glicerol, la expresion se reduce aproximadamente a dos tercios de dicho nivel,
mientras que en metanol la actividad es minima [11]. A nivel molecular, su actividad
constitutiva estd modulada por un equilibrio entre factores de transcripcion. Los
activadores Gsmlp y Hotlp se unen directamente al promotor potenciando su actividad,
mientras que las proteinas Loclp y Msn2p actiian como represores. En situaciones de
estrés, Msn2p se transloca del citoplasma al ntcleo para ejercer su funcion reguladora
[14].

Finalmente, una ventaja cinética del promotor Pgap es que la expresion proteica se
distribuye de forma continua durante toda la fase de crecimiento. Al ser una produccion
mas lenta y sostenida —en comparacion con la induccién masiva y repentina del sistema
Paoxi—, se favorece el plegamiento correcto en el reticulo endoplasmatico, minimizando
el estrés celular y evitando la formacion de cuerpos de inclusion [15].

2.5. Metabolismo de la glucosa y glicerol en normoxia e hipoxia
para K. phaffii

El metabolismo central de K. phaffii exhibe una estrecha dependencia de la tasa de
transferencia de oxigeno (OTR), especialmente durante el crecimiento sobre glucosa o
glicerol. En condiciones de normoxia, la levadura prioriza la via respiratoria, donde
ambos sustratos se oxidan completamente hasta CO; y agua a través del ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos (TCA) y la cadena transportadora de electrones, maximizando asi la
produccion de biomasa y ATP [16]. Bajo este escenario, el flujo glucolitico hacia el
piruvato es elevado, lo que sustenta la actividad alta y constante del promotor Pgap [11].

Especificamente, para el catabolismo del glicerol, K. phaffii emplea predominantemente
la ruta fosforilativa. Este proceso se inicia con la fosforilacion del glicerol a L-glicerol-3-
fosfato (G3P) mediante la enzima glicerol quinasa (GUTI1), con consumo de ATP.
Posteriormente, en la fase oxidativa, el G3P es convertido en dihidroxiacetona fosfato
(DHAP) por la enzima GUT2 (glicerol-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de FAD),
integrada en la membrana mitocondrial interna. La DHAP resultante se incorpora a la
glucdlisis, generando en el proceso neto 2 ATP, 1 NADH y 1 FADHz. En condiciones
Optimas de aireacion, este flujo metabdlico permite que los equivalentes reductores
alimenten eficientemente la respiracion celular, alcanzando un balance energético de 17,5
moléculas de ATP por cada molécula de glicerol [17].

Una via alternativa es la ruta de la dihidroxiacetona (DHA) que, aunque es comun en
bacterias, su relevancia en levaduras es limitada. En esta ruta, el glicerol se oxida a DHA
mediante el glicerol deshidrogenasa (GDH) dependiente de NAD™, para luego ser
fosforilada a DHAP por la DHA quinasa (codificada por DAK1 y DAK?2). Aunque



tedricamente esta via reporta un rendimiento superior (18,5 ATP/glicerol), su actividad es
marginal en comparacion con la ruta fosforilativa [17].

Al transicionar hacia la hipoxia, K. phaffii experimenta un efecto Crabtree atenuado o una
redireccion hacia vias fermentativas, debido a que la escasez de receptor final de
electrones impide la reoxidacion eficiente del NADH. En el metabolismo de la glucosa,
se incrementa la tasa de captacion del sustrato (qs) para compensar el bajo rendimiento
energético de la fermentacion, derivando en la acumulacion de etanol, ademas de un
aumento en el flujo de la via de las pentosas fosfato para mitigar el estrés oxidativo [18].
En este contexto, se da una sobreexpresion de las enzimas de la via glucolitica, lo que
resulta en un aumento de la fuerza del protmotor Pcap. La fuerza del promotor Pgap
también se ve afectada por el regulador negativo Msn2p [14].

Cabe destacar que el catabolismo del glicerol se ve desbordado si la hipoxia es severa, ya
que la enzima GUT2 depende directamente de la cadena respiratoria para transferir
electrones. En consecuencia, la hipoxia reduce drasticamente la tasa de crecimiento sobre
glicerol y favorece la acumulacion de precursores glucoliticos. Finalmente, esta alteracion
metabolica impacta la produccion de proteinas recombinantes al desencadenar una
respuesta transcripcional compleja que afecta el plegamiento en el reticulo
endoplasmatico. Si bien la hipoxia severa limita el crecimiento, niveles moderados de
limitacion de oxigeno pueden, paradodjicamente, favorecer la secrecion de ciertas
proteinas heter6logas al modular la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) [16].

2.6. Nb.b201

Los nanobodies son anticuerpos de dominio Unico que han revolucionado la
biotecnologia debido a su reducido tamano (~15 kDa), elevada estabilidad y notable
homologia con las regiones variables de las IgG humanas [19]. En el &mbito terapéutico,
su capacidad para reconocer epitopos inaccesibles para los anticuerpos convencionales
ha permitido el desarrollo de potentes agentes antivirales y antitumorales, destacando el
Caplacizumab como el primer nanobody aprobado por la FDA [20]. Asimismo, destaca
su aplicacion como herramientas de diagnodstico molecular, permitiendo obtener
imagenes de alta resolucion y contraste superior en técnicas como PET y SPECT [21].

Estructuralmente, los nanobodies derivan de los anticuerpos de cadena pesada (hcAbs)
presentes en camélidos, los cuales carecen de cadenas ligeras y del dominio constante
CH1. Launidad funcional de union al antigeno es un tnico dominio variable denominado
VHH. A pesar de su sencillez estructural, mantienen un repertorio de unién extenso
gracias a que el bucle CDR3 suele ser mas largo que en las IgG convencionales, lo que
les permite alcanzar cavidades enzimaticas o receptores cripticos. Ademas, presentan
sustituciones de aminodcidos clave en la region que originalmente interactuaria con la
cadena ligera (region hallmark), donde residuos hidrofébicos son reemplazados por
hidrofilicos, confiriéndoles una alta solubilidad y resistencia a la agregacion [22].

El nanobody Nb.b201 fue identificado originalmente por McMahon et al. (2018)
mediante el cribado de librerias sintéticas y seleccionado por su union especifica a la



albimina sérica humana (HSA). Aunque presenta una afinidad modesta, su alta
especificidad evita la reactividad cruzada con la albimina de raton (MSA). Estudios de
cristalografia de rayos X han revelado que el Nb.b201 experimenta cambios
conformacionales significativos tras la unién al antigeno, reorientando principalmente su
bucle CDR3 para interactuar con una superficie convexa de la HSA.

En el presente Trabajo de Fin de Master, se exploraran y optimizaran las variables de
operacion en cultivo continuo para maximizar la productividad de este nanobody. Se
prueban glucosa y glicerol como fuentes de carbono, se compara entre normoxia e hipoxia
y se valoran 4 pH distintos (pH 6, pH 5, pH 4 y pH 3). Para finalizar se hace un Fed-
Batch con las mejores condiciones que nos permitira ver la diferencia entre 2 modos de
produccioén distintos.

3. Resultados y discusion

3.1. Glucosa Vs Glicerol en condiciones de Normoxia.

3.1.1. Rendimientos Yy

En el primer cultivo en continuo, se compard la produccién del nanobody Nb.b201
empleando glucosa y glicerol como fuentes de carbono. El uso de un quimiostato a una
tasa de dilucion fija (D = 0’10 h!) permite realizar una comparacion termodindmica y
estequiométrica rigurosa entre ambos sustratos. En la Figura 1.A se confirma que el
sistema alcanzd el estado estacionario bajo un cociente respiratorio (RQ) propio de
condiciones de Normoxia (RQ =1-1,15) [16].



C1 Perfil CO2 y RQ B C2 Perfil CO2, EtOH y RQ
-
L w -
2
8 *
w Il
ﬁ 1] ]
b« . |
) | 2 i e
| - I
JRU— d |
, ° I g
_— £ o . o | | _,./ - [+4
W W = TN I b
E [\ I\ =
5 g z | [N e e VA T aaTan Ve s
5 | c 8 HIRRIN o ( &
Q ! oo - gl | \ NN
| | ’ 8
f | o ‘
/ <
- M Q
f 2
[ L~
/ __7
\ , g | - A LI — €02 (% viv)
o — CO2 (%) 2 _— 1l EtOH (mV)
o J—— RO ! Lo i RQ o
12:4619:26 0206 O0BA6 1526 22:06 0446 1126 1806 0046 07:26 14:06 2046 0326 10.06 1646 23:26 0606 1246 1926 0206 0846 0000 0320 0640 1000 1320 1640 2000 2320 0240 0600 0920 1240 1600 1920 2240 0200 0520 0840 1200 1520 1840
T T T T T T 1 T T ]
28-oct.  29-oct 30-oct. 31-oct. 01-nov. 02-nov. 03-nov. 12-nov. 13-nav. 14-nov.
C3 Perfil CO2, EtOH y RQ U FB1 Perfil CO2, 02, RQ y Volumen (L)
w
- T 2 @
* *
. _ o
2 I : e |~
» - |
[ X 2 ' .
o - L =
> o~
= g s -
5 R g =
oot 9 - = s
m A LR gt & o o | f Vo2
o g | . Wty 3 5 7 A E
= 8 f | Fo 2 H Lm o =
[ ] S I - 2
f ] g - g
o ~ %\\'\1\ [
2 T 8
& [ - o Lo~
/o
L_ ; — CO2 (% viv) —_— Mwmo\m?h‘s -
o y EtOH (mV) — 020%wW) - 5
8 1 * RQ L o RQ
- — Volumen (L)
1712 0312 1312 2312 08:12 19:12 05:12 1512 01:12 11:12 21:12 07:12 17:12 03:12 1312 2312 0912 © T T T e
I T ) i J 1 ) 2380 25 30 35 39
21-nov. 23-nov. 24-nov. 25-novdt 26-nov. 27-nov. 28-nov.
Fermentation Time (h)

Figura I. Perfil de los cultivos C1, C2, C3 y FBI. (A) Perfil del primer continuo ‘C1’ (Normoxia; Glucosa Vs Glicerol). (B) Perfil
del segundo continuo ‘C2’ (Hipoxia + Glucosa; pH = 5). (C) Perfil del tercer continuo ‘C3’ (Hipoxia + Glucosa; pH=6,pH =4y

pH =3). (D) Perfil del primer Fed Batch (Glucosa + Hipoxia + pH = 5).




Los resultados de la Tabla I muestran que el rendimiento biomasa-sustrato (Yxss) fue
similar para ambos sustratos: 0,60 gx/gs para glucosa y 0,59 gx/gs para glicerol.
Teoricamente, al ser el glicerol un sustrato mas reducido que la glucosa, su metabolismo
puramente respiratorio deberia generar un mayor rendimiento de ATP y, por ende, un Yx/s
superior. La literatura sitia tipicamente el Yx/s del glicerol en el rango de 0,6-0,7 gx/gs,
frente a los 0,45-0,55 gx/gs de la glucosa [24].

Normoxia Hipoxia
Glucosa Glicerol pH=6 pH=5 pH=4 pH=3
Yx/s (gX/gS) 0,60 0,59 0,50 0,43 0,45 0,37
Biomasa (g/L) 29 30 23 21 22 23
Nb.b201 (mg/L) 5,8 4.8 10 14 3,3 4.5
SD Biomasa 0,96 0,45 1,3 1,5 1,3 0,82
SD Nb 0,050 0,010 2,1 1,0 0,60 2,1

Tabla I. Rendimientos y concentraciones de la biomasa y de Nb.b201. Rendimientos,
concentracion de biomasa y Nb.b201 segun las condiciones probadas en los 3 cultivos en
continuo (C1, C2 y C3).

Seglin estudios previos [25], se ha determinado un Yx;s™* cercano a 0,60 gx/gs. No
obstante, este valor es un valor tedrico, alcanzandose unicamente cuando la tasa
especifica de crecimiento (p) tiende a infinito y el término de mantenimiento celular (ms)
se vuelve despreciable. Bajo esta premisa, el rendimiento obtenido en este trabajo para la
glucosa (Yxsis = 0,60 gx/gs) resulta inusualmente elevado para una p = 0,1 h™*, lo que
sugiere la presencia de un error experimental.

Dado que el Yxs se calcula como el cociente entre la concentracion de biomasa y la de
sustrato consumido, se procedid a verificar ambos parametros para identificar el origen
de la desviacion. En primer lugar, se verificd la concentracion del feeding mediante
analisis por HPLC, confirmando que se mantenia en el valor objetivo de 50 g/L. Al ser el
HPLC una técnica de alta fiabilidad que descarta anomalias en el suministro de sustrato,
la investigacion se centrdé en la determinacion del peso seco celular (DCW), donde
posiblemente una sobreestimacion de la biomasa explicaria este valor situado en el limite
superior bibliografico.

Respecto a la determinacion del DCW, se evaluaron tres hipdtesis principales para
identificar el origen de la desviacion: el error humano, la interferencia por sales del medio
o un secado insuficiente de las muestras.

En primer lugar, se considerd la posibilidad de un error de operario durante la
manipulacion o el pesaje; sin embargo, esta hipdtesis se descarto tras realizar mediciones
comparativas entre distintas personas, cuyos resultados no mostraron diferencias
significativas.
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Seguidamente, se analizo la posible interferencia salina, bajo la sospecha de que el
espesor de la biomasa retenida en el filtro (el cake) pudiese estar actuando como una
barrera fisica, impidiendo que las sales del medio eluyesen correctamente con la solucién
estandar de NaCl y aumentando asi, de forma artificial, el peso final. Para verificar esto,
se compararon los pesos secos del primer cultivo en continuo (C1), realizados mediante
el protocolo estandar, con nuevas muestras sometidas a lavados con una disolucién de
acido citrico al 1%, siguiendo el protocolo publicado [26]. Dicho tratamiento asegura la
eliminacion de precipitados minerales y sales persistentes, pero los resultados se
mantuvieron invariables, descartando esta fuente de error.

Finalmente, se planted que un tiempo de residencia insuficiente en la estufa podria haber
impedido la evaporacion total del agua residual en los filtros; no obstante, ningln filtro
paso6 menos de 20h en la estufa.

Una explicacion alternativa, reportada por [25] , sugiere que K. phaffii posee la capacidad
de desviar el flujo de carbono hacia la sintesis de polimeros de almacenamiento
intracelular, como el glucdgeno o la trehalosa, en respuesta a desequilibrios nutricionales
(especialmente ante la limitacion de nitrogeno). Segun los autores, el contenido
intracelular puede alcanzar valores de 0,12 g/g de DCW para la trehalosa y 0,07 g/g de
DCW para el glucogeno. Esta acumulacion incrementaria el valor del DCW de forma
independiente al nimero de células, lo que resultaria en un aumento aparente del
rendimiento biomasa-sustrato debido al peso de estas reservas y no a un incremento real
del niimero de células. No obstante, esta reprogramacion metabdlica se observa
tipicamente a tasas especificas de crecimiento (n) extremadamente bajas, lo que hace
improbable que sea la causa principal del elevado rendimiento obtenido a p = 0,10 h™’.

En cuanto a la ruta de degradacion del glicerol, podemos decir que es una ruta
energéticamente muy eficiente y que obtener un Yxss de 0,59 es esperable y coherente.

3.1.2. Produccion de Nb.b201

El promotor Pgsp se define como un promotor constitutivo cuya actividad estd
intrinsecamente ligada al flujo glucolitico. Tradicionalmente, se espera que la expresion
de proteinas recombinantes bajo la regulacion de Pg4p sea superior en presencia de
glucosa en comparacion con el glicerol, debido a que la glucosa se integra directamente
en la glucolisis y demanda una elevada actividad de la enzima GAPDH [11].

No obstante, los resultados presentados en la Figura I A revelan que las velocidades
especificas de produccién gqp (mgp/gx - h) son equiparables para ambas fuentes de
carbono. Estas observaciones concuerdan con estudios publicados [14], donde se
demuestra que la regulacion de Pg4p en K. phaffii es un proceso multifactorial. Ademas
de depender del flujo glucolitico a través del factor de transcripcion Hotlp, la actividad
del promotor es potenciada por Gsmlp cuando se utiliza glicerol. En estas condiciones,
la célula debe activar la ruta de la gluconeogénesis para la sintesis de precursores
esenciales, lo que induce la unién de Gsm1p al promotor Pc4p y compensa la menor tasa
glucolitica, equiparando asi los niveles de expresion proteica.
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Figura II. Velocidades especificas. Velocidades especificas de consumo y produccion (qs,
gr, o2 Y qco2), 1 y RQ para las condiciones probadas en este estudio.

3.2. Glucosa Normoxia Vs Glucosa Hipoxia.

3.2.1. Efecto de la hipoxia en el coeficiente respiratorio.

Bajo condiciones de hipoxia, la disponibilidad de oxigeno se vuelve limitante, induciendo
en la célula la activacion de rutas fermentativas. Este cambio metabdlico genera la
produccion de etanol como subproducto principal, aunque también pueden detectarse
otros metabolitos secundarios como arabitol y succinato.

Un parametro critico para caracterizar este estado es el Cociente Respiratorio (RQ),
definido como la relacién molar entre la velocidad especifica de produccion de COz (qco2)
y la de consumo de oxigeno (qo2):

_ qCO2

RO = ——
¢ qO2

En condiciones hipoxicas, la produccion de etanol actia como una fuente adicional de
CO:. Esto es debido a que la descarboxilacion del piruato, afade un flujo extra de CO»,
es decir, se produce CO> sin consumir O, lo que aumenta el nominador sin afectar el
denominador.

lo que eleva el valor del RQ. De acuerdo con el estudio publicado por Baumann en 2010
[16], el régimen de hipoxia se sitlia tipicamente en un rango de RQ mayor a 1,2. Los
resultados presentados en las Figuras I y I confirman que el sistema operd dentro de estos
margenes, lo cual, sumado a la deteccion de etanol, ratifica la limitacion de oxigeno en el
cultivo.

En cuanto a los pardmetros cinéticos, el qo2 se calcula como el cociente entre la tasa de
consumo de oxigeno (OUR) y la concentracion de biomasa (X). Aunque se esperaba una

13



disminucién del qoz en hipoxia debido a la caida del OUR, nuestros resultados muestran
valores similares para ambas condiciones. Esta observacion se atribuye a que las
concentraciones de biomasa en normoxia (con glucosa) fueron superiores a lo esperado,
lo que reduce el valor calculado de qo2 y enmascara la caida esperada en hipoxia.

Por el contrario, la qcoz mostré el incremento previsto al transicionar de normoxia a
hipoxia. Este aumento responde a una menor eficiencia energética de la célula, que
compensa la baja produccion de ATP mediante un incremento del flujo glucolitico y la
activacion de la via fermentativa, la cual libera CO; adicional. Finalmente, los
rendimientos biomasa-sustrato (Yx/s) obtenidos guardan consistencia con los valores
experimentales esperados.

3.2.2. Produccion de Nb.b201 bajo condiciones de hipoxia y comparativa
con la produccion en condiciones de normoxia.

En la Tabla I se presentan las concentraciones de Nb.b201 obtenidas, destacando un
incremento significativo al transicionar de normoxia (5,8 g/L) a hipoxia (14 g/L). Esta
tendencia se refleja igualmente en las velocidades especificas de produccion (qp)
mostradas en la Figura II, las cuales aumentaron de 0,017 2 0,05 mgp /gx - h™'. En términos
comparativos, el cultivo en hipoxia supuso un incremento de 2,4 veces en la
concentracion total de la proteina y de 2,9 veces en la gp respecto a las condiciones de
normoxia.

Este fendmeno se explica por la respuesta metabodlica de la levadura ante la limitacion de
oxigeno. Al activar vias fermentativas, menos eficientes energéticamente, la célula se ve
obligada a incrementar el flujo glucolitico para satisfacer su demanda de ATP, lo que se
traduce en un aumento de la gs en hipoxia.

Dado que el promotor Pg4p estd acoplado a este flujo, su actividad se intensifica,
potenciando la expresion del nanobody [16]. Este mecanismo se ve respaldado por
estudios que reportan una regulacion al alza de genes glucoliticos clave, como TDH3 y
PGK]1, estableciendo una correlacion directa entre el metabolismo fermentativo y la
productividad recombinante [27]. De hecho, el incremento de produccién observado en
este trabajo es consistente con el rango de 1,5 a 3 veces reportado en la literatura para
condiciones similares.

Finalmente, se evalud el posible efecto inhibitorio de los subproductos generados durante
la fermentacion. En condiciones de hipoxia con glucosa, la concentracion de etanol oscilo
entre 5,5 y 6,5 g/L, valor que se mantiene por debajo del umbral de toxicidad critica
estipulado en 10 g/L. Asimismo, las concentraciones de arabitol (4,5 g/L) y 4acido
succinico (0,5 g/L) (se detallan las velocidades especificas de los subproductos en la
Figura III) permanecieron inferiores a sus respectivos limites de inhibicion (7 g/L y 1
g/L), garantizando que la biomasa no se vio comprometida por estrés metabdlico derivado
de subproductos[27].
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3.3. Efecto del pH sobre la produccion en Hipoxia de Nb.b201.

Los resultados experimentales muestran una interaccion critica entre la limitacién de
oxigeno y el estrés por pH. Se confirma que la hipoxia induce un estado respiro-
fermentativo caracterizado por la secrecion de etanol, arabitol y succinato. En la Figura
II se observa un incremento en la productividad especifica del nanobody en el rango de
pH moderado (5 — 6). No obstante, cuando pasamos a pH a 3 se genera una caida drastica
en el rendimiento biomasa-sustrato (Yx/s = 0,37), valor que se sitia en el limite inferior
de los rangos reportados para hipoxia y notoriamente por debajo de los rendimientos
obtenidos en los otros tres niveles de pH ensayados, los cuales se mantuvieron en el limite
superior.

Asimismo, se registrd un descenso marcado en la concentracion de Nb.b201 a pH 4 y pH
3 (3,3 y4,5 mg/L, respectivamente) en comparacion con los valores a pH més moderados.
Cabe destacar que, si bien el dato a pH 3 se considera fiable, el valor de 3,3 mg/L obtenido
a pH 4 presenta una desviacion estandar de 1,1, lo que sugiere que la concentracion real
podria ser superior a la observada.

El efecto del succinato es determinante en este comportamiento. A pH 6, el succinato se
encuentra mayoritariamente desprotonado y no interactia con la membrana celular. Sin
embargo, al descender por debajo de su pKa (4,2), el succinato se protona, adquiriendo
una forma que le permite difundir a través de la membrana plasmatica hacia el citosol.
Dado que el pH del interior de la levadura se mantiene en niveles neutros (6,5 — 7; [28]),
el 4cido se desprotona internamente, acidificando el medio intracelular. Para mitigar este
efecto, la célula debe invertir una cantidad considerable de ATP en el bombeo activo de
protones hacia el exterior [29]. Este gasto energético adicional desvia el flujo de carbono
y energia desde la biosintesis de proteinas hacia el mantenimiento de la homeostasis del
pH, explicando asi la disminucion en la produccion de Nb.b201.
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Sintetizando, una hipoxia moderada a pH de 5 — 6 funciona como estrategia de
intensificacion de procesos para Pg4p, aumentando el flujo glucolitico, produciendo hasta
14 mg/L de Nb.b201. La combinacion de hipoxia con pH por debajo de 4, eleva la energia
de mantenimiento (ms) para mantener la homeostasis del pH y perjudica tanto al
crecimiento de la biomasa como a la produccién de Nb.b201.

Por lo tanto, se determina que las condiciones 6ptimas para producir Nb.b201 son Glucosa
+ Hipoxia + pH 5. Para aumentar la produccion del Nb.b201 se decide hacer un Fed-
Batch con estas condiciones.

3.4. Fed-Batch para producir Nb.b201 con la condicion Glucosa +
Hipoxia + pH =5

La mayor diferencia entre un cultivo en continuo y un cultivo en Fed-Batch es la
concentracion de biomasa que se consigue en cada cultivo. También, es importante
destacar que, a diferencia de los cultivos en continuo, cuando operamos en Fed-Batch,
tenemos acumulacion de producto. En el cultivo en continuo estamos introduciendo un
medio con glucosa al 50 g/L que entra y sale al mismo caudal. De esta manera, se consigue
un estado estacionario (Figura I, A, B y C) donde la biomasa llega idealmente a 25 g/L y
se mantiene de forma constante. En cambio, en el Fed-Batch no hay flujo de salida y toda
la biomasa generada se queda en el reactor. Esto permite alcanzar densidades celulares
extremadamente altas mediante una alimentacion exponencial controlada. Por lo tanto,
el cultivo en quimiostato es la herramienta ideal para la caracterizacion fisiologica
mientras que el Fed-Batch es el modo de operacion para la produccion industrial.

En la Figura I-D, se observa el perfil de CO> del cultivo en Fed-Batch. La medida del
CO2 nos permite observar como serd el crecimiento de la biomasa en el cultivo.
Observamos que el perfil de gases se asocia a una exponencial y es el esperado en un
cultivo en Fed-Batch. En esta imagen también se puede observar que la RQ se mantiene
dentro de los margenes de la hipoxia, confirmando que, a pesar de que el volumen cambia,
hemos trabajado bajo la misma limitacion de oxigeno durante todo el cultivo.

En la Figura IV se observa el perfil de biomasa (obtenido mediante DCW) y el producto
en cada muestra. Las muestras fueron tomadas en las concentraciones de biomasa que se
relatan en el apartado de materiales y métodos. Teoricamente tanto la biomasa como la
concentracion del producto deberia ser exponencial. La biomasa cumple con dicha
condicion, pero la concentracion del producto se estabiliza a 60 mg/L. Este
estacionamiento de la produccion de Nb.b201 se debe a limitaciones en el gel SDS-PAGE
(Anexo II) que sirvid para identificar el nanobody, por lo que se sospecha que la
produccion real no es igual a la observada a partir de la 4* muestra, sino que deberia ser
superior.
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Figura 1V. Perfil del cultivo en Fed Batch (FB1). Perfil de la concentracion de biomasa y
produccion del Nb.b201 en el cultivo FB1 (Glucosa + Hipoxia + pH = 5).

En la Tabla II se muestra la comparativa entre el cultivo en Fed Batch y continuo para la
condicion de Glucosa + Hipoxia + pH = 5.

En primer lugar, se observa que la velocidad especifica de consumo de sustrato qs fue
superior en el cultivo Fed-Batch (0,37 gs/gx - h) en comparacion con el cultivo en
continuo (0,25 gs/gx - h). Segtn [5], en cultivos limitados por carbono, el valor de gs esta
directamente correlacionado con la tasa especifica de crecimiento (). Esto sugiere que
las células en el proceso Fed-Batch mantuvieron, en promedio, un estado metabdlico mas
activo y una tasa de crecimiento superior a la fijada por la tasa de dilucion en el
quimiostato. Dado que la produccion de proteinas recombinantes bajo promotores
constitutivos (como el promotor GAP asociado al consumo de glucosa) suele estar
principalmente asociada al crecimiento, esta diferencia en la actividad metabolica basal
es un primer indicador de por qué el rendimiento productivo fue superior en la estrategia
Fed-Batch.

Finalmente, la concentracion final de Nb.b201 fue significativamente mayor en Fed-
Batch (60 mg/L) frente al continuo (14 mg/L). Si bien parte de esta diferencia es inherente
al modo de operacion (acumulacion de producto en el reactor frente a lavado constante
por la dilucidn), la magnitud de la diferencia (més de 4 veces superior) es consecuencia
directa de la mayor productividad especifica (qp) lograda. Estos resultados concuerdan
con conclusiones publicadas [5], indicando que, para ciertos productos y promotores, las
estrategias que permiten modular la tasa de crecimiento (como los perfiles exponenciales
en Fed-Batch) suelen resultar en concentraciones finales superiores a las obtenidas en
estados estacionarios suboptimos.

En conclusion, para la produccion de Nb.b201 bajo las condiciones de estrés estudiadas,
la estrategia Fed-Batch es superior debido a su capacidad para mantener una qp elevada.
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Glucosa + Hipoxia + pH = 5

Fed-Batch Continuo
gs (gS/gX-h) 0,37 0,25
qp (mgP /gX-h) 0,60 0,040
Nb.b201 (mg/L) 60 14

Tabla II. Comparativa Fed-Batch Vs Continuo. gS, qP y concentracion de Nb.b201 de la
condicion Glucosa + Hipoxia + pH = 5 en los modos de operacion Fed-Batch y continuo.

4. Concluciones

Este estudio ofrece una caracterizacion fisiologica de K. phaffii como factoria celular para
la produccion del nannobody Nb.b201 bajo la regulacion del promotor constitutivo Pgap.
Los resultados demuestran que la disponibilidad de oxigeno y el pH son parametros claves
para la intensificacion del bioproceso.

La implementacion de la hipoxia, monitoreada mediante una RQ de 1,4 - 1,5, supuso el
cambio del metabolismo respiratorio al fermentativo e increment6 la produccion del
Nb.b201 en 2,4 veces y la gp en 2,9. Esta mejora es consistente con el aumento del flujo
glucolitico necesario para satisfacer la demanda de ATP bajo limitacion de oxigeno, que
directamente aumenta la fuerza transcripcional de Pgap.

También se identifica una relacion entre la disponibilidad de oxigeno y el pH. Mientras
que pH moderados (6 — 5) mantienen una productividad alta, pH por debajo de 4 bajan
los rendimientos Yx/s (pH 3) y la produccion de nanobody en las condiciones probadas.
Estos resultados se asocian a uno de los subproductos: el succinato. A bajos pH, el
succionato difunde al citosol y casua una acidificacion intracelular. Esta acidificacion
fuerza a la célula a bombear protones hacia el exterior y baja el flujo de energia destinado
a la sintesis de proteinas recombinantes.

El cambio de trabajar en quimiostato a trabajar en Fed-Batch resulto en una concentracion
final de Nb.b201 de 60 mg/L. La acumulacion de los subproductos se mantuvo por debajo
de los niveles de toxicidad.

En resumen, la combinacion de glucosa con hipoxia y pH controlado a 5, represent6 la
condicion Optima para maximizar la produccion de Nb.b201 en K. phaffii.
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5. Métodos
5.1. K. phaffii X-33 pGAPZaA Nb.b 201

En este estudio se ha empleado la cepa X-33 de K. phaffii. Esta cepa conserva los genes
de la alcohol oxidasa (AOX1 y AOX2), lo que le confiere un fenotipo Mut+ capaz de
metabolizar el metanol. Su naturaleza prototrofa le permite crecer en medios minimos sin
necesidad de suplementos adicionales, optimizando asi los costes en procesos industriales
a gran escala. La cepa recombinante porta el gen del nanobody Nb.b 201 bajo el control
transcripcional del promotor constitutivo Pgap.

5.2. Cultivos

5.2.1. Pre-inoculo

Los cultivos en matraz agitado (shake flask) se inician a partir de viales de reserva
(cryostocks) con una ODgoo de 60 para la preparacion del pre-inoculo de la fermentacion.
Se utilizan matraces Erlenmeyer de 500 mL equipados con deflectores (baffles), en los
cuales se cultiva el microorganismo en un volumen de 50 a 25 °C y 180 rpm. El tiempo
de incubacién y el volumen afiadido se ajustan mediante las ecuaciones C1 X V1 =
C2 xV2y Cf=Ci x e"***" para alcanzar una ODeoo situada entre 10 y 14; en este
punto, K. phaffii se encuentra en fase de crecimiento exponencial, lo que permite
minimizar la fase de latencia en el biorreactor y asegurar una planificacion experimental
mas precisa.

Para el pre-inoculo se utiliza medio YPG previamente esterilizado. Dicho medio se
compone de 1% (w/w) de extracto de levadura, 2% (w/w) de peptona y 2% de glicerol.
Para que sea un medio estéril, se autoclava a 120°C durante 30 minutos.

5.2.2. Batch

Antes de empezar el cultivo en Quimiostato y en Fed-Batch, se pasa por una fase Batch
donde el cultivo generard biomasa. Esta fase se hace idealmente a 25°C y pH = 5. Se
determina que la fase Batch ha terminado cuando se observa que el cultivo deja de generar
CO> y se observa una subida de Oo.

El medio de la fase Batch se compone de 50 g/L de glicerol, 2,3 g/L de acido citrico 15,75
g/L (NH4)2HPO4, 0,63 g/ MgSO4-7 H>0, 0,9 g/L KCl, 0°02 g/L CaCl> 2 H>0, 5,75 mL/L
de sales traza, 2,5 mL/L de biotina y 0,05 mL/L de anti espumante Glanapon 200kz.

El medio se prepara sin las sales traza y la biotina y se autoclava dentro del biorreactor.
Después del autoclave y antes de inocular el cultivo, se completa el medio con las sales
traza y la biotina. Para afadir las sales traza y la biotina se filtran mediante filtros con un
tamafio de poro de 0,22 um.

19



5.2.3. Quimiostato

El cultivo en continuo se llevé a cabo en un Biostat B (Sartorius) de 3 L de capacidad
total, con un volumen de trabajo inicial de 1 L. Para asegurar un estado estacionario con
volumen constante, se ajustd la canula de salida a la altura correspondiente.

El medio de cultivo para los cultivos en quimiostato se compone de 50 g/L de la fuente
de carbono (glucosa o glicerol), 0,9 g/L de acido citrico monohidratado, 0,65 g/L de
MgS04-7 H20O, 1,7 g/L de KCl, 0,01 g/L de CaCl>-2 H>0, 1,6 g/L de sales traza, 1 mL/L
de Biotina a 0,2g/L y 0,2 mL/L de antiespumante Glanapon 200kz.

Para la elaboracion de la solucion de sales traza, se mezclan los siguientes componentes:
5 mL/L de H2SO4 (97%), 65 g/L de FeSO4-7 H20, 20 g/L ZnCla, 6 g/L de CuSO4-5 H>0,
3,36 g/L de MnSO4-H-0, 0,82 g/L. de CoCl>-6 H>0, 0,2 g/L de Na,MoO4-2 H>0, 0,08 g/L
de Nal y 0,02 g/L de H3BOs. El volumen se completa con agua destilada hasta enrasar.
Por otro lado, la biotina se prepara a una concentracion de 0,2 g/L a partir de una
disolucion pura en polvo.

Las condiciones de operacion para el primer cultivo fueron: agitacién a 700 rpm, pH 5,0,
temperatura de 25 °C y una sobrepresion de 0,2 bar. El flujo de gases se fij6 en 0,6 L/min
de aire y 0,2 L/min de O».

En el segundo cultivo, se mantuvieron las constantes anteriores modificando inicamente
la composicion de los gases para inducir condiciones de limitacion de oxigeno. En este
caso, se omitid el suministro de O puro. Para la condicion con glucosa (hipoxia), se
empled un flujo de 0,32 L/min de aire y 0,48 L/min de N». Para la condicion con glicerol,
el flujo se ajusté a 0,7 L/min de aire y 0,1 L/min de N».

Finalmente, en el tercer cultivo, se replicaron las condiciones de hipoxia del segundo
experimento (0,32 L/min de aire y 0,48 L/min de N») evaluando el efecto del pH en tres
fases secuenciales: pH 6,0, pH 4,0 y pH 3,0.

5.2.4. Fed-Batch

Para el cultivo en Fed-Batch se utiliza glicerol a 40 g/L para la fase batch (utilizando el
mismo medio que se ha detallado en el apartado 4.2.2.) y glucosa a 400 g/L para la fase
de feeding. También se mantiene una RQ entre 1,3 y 1,5 (segun se explica en [30] ) para
trabajar en condiciones de hipoxia y se fija el pH de trabajo a 5.

Las muestras se toman a 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 g/L de biomasa y se procesan de la
misma manera que las muestras de los continuos para hacer los analisis pertinentes.
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5.3. Meétodos analiticos

Cada biorreactor cuenta con sonda de pH, pO> y temperatura que sirven para controlar las
condiciones del cultivo. También, mediante el analizador de gases (BlueInOne Ferm) se
analizan los parametros respiratorios del cultivo (CO2 y Oz). Con estos datos pueden
calcular y ver de forma instantanea la RQ (Respiratory quotient).

5.3.1. DCW

Para determinar la biomasa del cultivo se cogieron muestras de 2 mL del cultivo y se
filtraron a través de filtros de microfibra de vidrio con un tamafo de poro de 0,7 um
previamente pesados y secados a 105°C. Se filtra con ayuda de un matraz Kitasato y antes
de quitar el filtro, se lava con 2 volumenes (2 mL) de una disolucion del 0,9% de NaCl.
Seguidamente se dejan secar en la estufa a 105°C hasta alcanzar un peso constante.

5.3.2. oD

También se tomaron muestras del cultivo y se observaron mediante el espectrofotometro
DR3900 a ODg¢oo para seguir de forma instantanea la dindmica de la biomasa.

5.3.3. HPLC

En el HPLC se analizan muestras de los medios para conocer la concentracion exacta de
la fuente de carbono del medio de cultivo y muestras sacadas del cultivo para descartar la
presencia de productos no deseados, a la vez que poder cuantificar los potenciales sub-
productos fermentativos.

Las muestras de los medios se filtran con un filtro de 0,2 pm. Las muestras sacadas del
cultivo se centrifugan a maxima potencia durante 90 segundos y se filtra el sobrenadante
con los mismos filtros utilizados para el medio de cultivo.

5.34. Microscopia optica

Cuando se coge muestra del cultivo, se reserva 1ml del volumen y se diluye 10 veces para
observarlo mediante un microscopio Zeiss Axioskop y descartar contaminaciones y la
formacion de pseudo hifas.
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5.3.5. SDS-PAGE

Para identificar y cuantificar el Nb.b.201 se utilizan los geles de poliacrilamida “Mini-
PROTEAN TGX Gels”.

Primero de todo, se prepara una mezcla de Leammli y B- mercaptoetanol. Por cada
muestra que se quiera cargar en el gel, se afiaden 7 ul de Leammli y 0°6 ul de B-
mercaptoetanol

Una vez tenemos el mix, se mezclan 7’6 pl junto con 22°4 ul de muestra. Posteriormente
se calienta durante 5 minutos a 95°C. Para finalizar, se carga en el gel y se deja correr a
120 V.

Cuando el gel ya ha corrido, se tifie durante 15 minutos con solucion de tincion (50%
metanol, 0°1% Coomasie Brillant Blue R-250, 10% acido acético y 40% agua destilada)
y luego se hacen 2 ciclos de 30 minutos para destefiir con la solucion de destincion (10%
acido acético, 50% metanol y 40% agua destilada).

Para ver el resultado del gel se hace una fotografia y se procesa la imagen mediante el
programa Image Lab para poder cuantificar las bandas.

5.3.6. Bradford

Para cuantificar la proteina total se apuesta por la técnica Bradford. Se inicia mezclando
35 pl de muestra con 220 ul de reactivo Bradford en una placa de 96 pocillos. En la placa
se pondran todas las muestras y una recta patron que, en nuestro caso, iba desde una
concentracion de 0,0025 mg/ml hasta 1 mg/ml.

Una vez llena la placa de 96 pocillos, se deja incubar durante 10 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. Pasados los 10 minutos se hace una lectura a 595 nm.

5.4. Factores de ajuste, balances de materia y tratamientos de
datos

En las condiciones de Glucosa + Hipoxia para los pH 5 y 4, los balances de materia no
cuadran. En estas condiciones se obtienen pesos secos (DCW) mas altos que los
reportados bibliograficamente, por lo que se sospecha que el valor de la biomasa
observada es mayor al valor de la biomasa real y, por lo tanto, tener balances de materia
por encima de 1.

Para corregir este error, se multiplica el valor de la biomasa obtenida mediante el DCW
por el factor correspondiente para que el balance de materia cuadre. Los factores de
correccion son 0,63 para la condicion de hipoxia a pH =5y 0,78 para la condicion a pH
=4,
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Tras este procedimiento, los balances presentaron un error maximo del 15%,
procediéndose posteriormente a una reconciliacion de datos. Este método ajusta los
valores de las velocidades especificas y el cociente respiratorio (RQ) para garantizar el
cumplimiento estricto de los balances. Cabe destacar que los resultados presentados en la
Figura 1 corresponden a valores medidos directamente por el analizador de gases, sin
haber sido sometidos a ningun reajuste previo.

Los balances de materia permitieron calcular los Yxs, gs, qp, qo2, qco2, QEtOH, JArab, Suc,
nyRQ.
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6. Documentos adicionales

Normoxia + pH =5 Hipoxia + Glucosa

Condicién: W Glucosa

300kDa 300 kDa

130 kDa

100 kDa 130 kDa

100 kDa

70 kDa
70 kDa
55 kDa o e
35 kDa
3
25 kDa 3 KD

25 kDa
15 kDa
10 kDa

15 kDa
10 kDa

Anexo I. Geles SDS-PAGE de los cultivos en continuo. Geles SDS-PAGE para
las condiciones estudiadas en continuo (C1, C2y C3).

Condicidn: Glucosa + Hipoxia + pH=5
\O)
N
Muestra: ST W W W2 Wb e W

300 kDa

130 kDa
100 kDa

70 kDa
55 kDa

35 kDa
25 kDa

15 kDa
10 kDa

Anexo ll. Gel SDS-PAGE del cultivo en Fed-Batch (FB1). Muestras ordenadas
cronolégicamente del cultivo en Fed-Batch cargadas en gel SDS-PAGE.

24




7. Abreviaciones

ADN/DNA (Acido Desoxirribonucleico); AOX (Alcohol Oxidasa); ATP (Adenosin
Trifosfato); D (Tasa de Dilucion); DHA (Dihidroxiacetona); DHAP (Dihidroxiacetona
Fosfato); GAP/GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa); GUTI1/GUT2
(Enzimas del metabolismo del glicerol); HSA (Albimina Sérica Humana);, IgG
(Inmunoglobulina G); MSA (Albumina Sérica de Raton); NADPH (Nicotinamida Adenin
Dinucleétido Fosfato); Nb (Nanobody); OTR (Tasa de Transferencia de Oxigeno); Paoxi
(Promotor del gen de la alcohol oxidasa 1); Pcap (Promotor del gen de la gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa); PET (Tomografia por Emisiéon de Positrones); PTM
(Modificaciones Postraduccionales); SPECT (Tomografia Computarizada de Emision
Monofoténica); TCA (Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos); UPR (Respuesta a Proteinas
Mal Plegadas); VHH (Dominio Variable de Cadena Pesada de Camélidos).
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