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Resumen

Introduccion

Komagataella phaffii se posiciona como uno de los sistemas microbianos mas utilizados para
la produccion de proteinas recombinantes debido a su capacidad para crecer a alta densidad
celular, realizar modificaciones postraduccionales y secretar proteinas al medio. La mayoria
de los procesos descritos en esta levadura se han llevado a cabo en modo batch o fed-batch, a
pesar del interés actual por los procesos en continuo. Este requiere de cepas estables
genéticamente que eviten la pérdida de productividad a lo largo del tiempo y el desarrollo de
medios de cultivo que d¢ lugar a altas productividades manteniendo condiciones estables, pues
los medios ampliamente utilizados en P. pastoris, como el BSM, generalmente presentan una
elevada fuerza idnica que puede comprometer tanto la fisiologia celular como la solubilidad
de proteinas recombinantes sensibles. En este contexto, resulta necesario adaptar y optimizar
medios definidos existentes para su aplicacion en cultivos continuos de larga duracion, en este
caso orientados a la produccion de anticuerpos tipo VHH bajo un sistema de expresion libre
de metanol regulado por el promotor constitutivo Pgap.

Resultados

Diferentes alternativas de composiciones descritas en la literatura fueron comparadas en
cultivos en continuo. Los medios FM22, MBSM y BFM21 fueron descartados debido a su
elevada variabilidad analitica y valores de productividad especifica por debajo del resto en el
caso de los dos ultimos. La optimizacion del medio BSM mostro que la reduccion de la
concentracion total de sales y el uso de la solucion de sales traza PTM 2 incrementaron la tasa
especifica de produccion de VHH hasta 2,50 veces respecto a la formulacion original. Sin
embargo, presentd problemas de precipitacion. En el caso del RDM, la modificaciéon de la
fuente de nitrégeno y de la composicion idnica permitio reducir la precipitacion. Ademas, el
uso de NH+sOH como fuente de nitrogeno, junto con la disminucion de fosfato, calcio y
magnesio, dio lugar a las condiciones mas estables y productivas del estudio. Finalmente, las
formulaciones optimizadas permitieron aumentos de la tasa especifica de produccion de
anticuerpos tipo VHH entre 1,35 y 6,03 veces respecto al medio de referencia.

Conclusiones

Este estudio demuestra que la adaptacion racional de medios de cultivo definidos es clave para
el éxito de procesos continuos de larga duracion en P. pastoris. La reduccion de la fuerza
i6nica del medio, la seleccion adecuada de sales traza y la eleccion de la fuente de nitrégeno
tienen un impacto directo sobre la tasa especifica de produccion de VHH. Las formulaciones
optimizadas de BSM y RDM desarrolladas en este trabajo, ademas de aumentar la produccion
especifica, permiten minimizar el coste de estos medios y los problemas de precipitacion.

Palabrasclave: Komagataella phaffii (Pichia pastoris), Produccion de proteina recombinante,
Sistema de expresion libre de metanol, Optimizacion de medios de cultivo, VHH.

El presente trabajo se ha redactado conforme al estilo de la revista Microbial Cell Factories.
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1. Introduccion

La industria biotecnoldgica avanza de forma exponencial hacia el escalado de procesos viables
a nivel economico, productivo y sostenible, ya que la creacion de nuevas empresas
biotecnologicas y la consolidacién de productos biotecnoldgicos por parte de grandes
empresas farmacéuticas estd permitiendo que este sector adquiera un gran impacto global a
nivel macroeconomico [1,2].

Segun la consultora especializada en andlisis de mercado Grand View Research, el sector
global biotecnologico factur6 2,002 billones de ddlares en 2025, proyectandose que alcance
los 3,879 billones de dodlares para 2030, lo cual supondria una tasa de crecimiento anual
compuesto del 14,1 %. Teniendo en cuenta que el crecimiento promedio de la economia
mundial ronda normalmente el 3,0 %, podemos decir que la biotecnologia se posiciona como
un campo con una gran proyeccion [3].

No obstante, este campo presenta un amplio margen de mejora en areas clave como el escalado
de procesos, la optimizacion de la etapa de purificacion y el desarrollo de cepas robustas [4].
Un escalado eficiente no solo implica tener biorreactores capaces de mantener la
homogeneidad del cultivo, optimizar la transferencia de oxigeno o controlar de forma precisa
las condiciones del proceso, sino que ademas precisa del desarrollo de factorias celulares
resistentes capaces de mantener en el tiempo la viabilidad celular y la productividad. Por otra
parte, sigue siendo vital una buena optimizacion de las etapas de downstream que nos permita
recuperar la mayor cantidad posible de producto con el menor nimero de pasos factibles. Esto
es especialmente importante, ya que esta etapa puede contribuir hasta un 70% en los costes
totales de produccion [5].

1.1. Pichia pastoris como factoria celular

En este estudio usamos como factoria celular Komagataella phaffii anteriormente conocida
como Pichia pastoris. Esta levadura metilotrofica, aunque fue aislada en 1920 de los exudados
de un castafio en Francia, ha sido de gran interés biotecnologico desde finales de 1960 [6,7].

Hoy en dia, P. pastoris se posiciona como uno de los huéspedes microbianos mas relevantes
para la produccion de proteinas recombinantes, compitiendo directamente con E. coli y
mostrando un desempefio superior al de S. cerevisiae. Tanto es asi, que hasta ahora se han
producido mas de 5000 proteinas diferentes usando P. pastoris como hospedador [8].

El gran interés en el uso de esta levadura como factoria celular radica en la presencia de una
amplia gama de caracteristicas que la hacen idonea para ser cultivada a escala industrial. Entre
ellas, destaca su capacidad para crecer a alta densidad celular, realizar modificaciones
postraduccionales y secretar las proteinas sintetizadas, ademdas de su resistencia al estrés
cortante, osmoético y oxidativo [9-11]. También debemos destacar su alto rendimiento
biomasa sustrato, la disponibilidad de construcciones genéticamente estables y el gran numero
de herramientas genéticas accesibles para modificar su genoma [12,13]. Incluso cuenta con la
ventaja de tener modelos metabdlicos bien establecidos [14].

Aunque P. pastoris es estable genéticamente, como se comento anteriormente, la gran mayoria
de articulos publicados tratan de cultivos por lotes (batch) o lotes alimentados (fed-batch), los
cuales suelen ser de corta duracion, por lo que las células no suelen presentar problemas de
estabilidad genética. Actualmente, existe cierta tendencia en investigacion hacia los cultivos
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en continuo [15], debido en gran parte a que este modo de operacidon nos proporciona una
mayor productividad volumétrica y un mayor rendimiento espacio temporal [16],
permitiéndonos operar biorreactores entre 5 y 10 veces mas pequeiios en comparacion con los
empleados en procesos tipo batch o fed-batch [17].

Sin embargo, los cultivos operados en continuo pueden extenderse hasta los 30 dias o mas.
Por ello, sera relevante emplear una cepa genéticamente estable la cual sea capaz de minimizar
la produccion de impurezas y por supuesto mantener su productividad a lo largo del cultivo.
De esta forma, es estrictamente necesario hacer pruebas de productividad verificando asi la
estabilidad de nuestra cepa [16].

En cultivos de larga duracion, el uso de P. pastoris se ve mermado por la aparicion de
pseudohifas entorno a las 100 horas de cultivo, cuando se emplea glucosa o glicerol como
fuente de carbono. En la naturaleza, este crecimiento filamentoso permite a la levadura acceder
a nutrientes de manera mas eficiente, pues dicha morfologia no solo incrementa la relacion
superficie-volumen, aumentando asi el areadisponible para la absorcion de nutrientes, sino
que también le permite adherirse a la superficie para buscar nutrientes [18].

Por el contrario, este fenotipo en el laboratorio presenta una seria desventaja, ya que conlleva
una notable disminucion de la tasa especifica de produccion (gr). Actualmente, se han
identificado los genes de la familia FLO como los causantes de este cambio en la morfologia,
descubriéndose que la delecion del gen FLOS permite frenar la aparicion de estas pseudohifas
manteniendo asi la produccion incluso pasadas 100 horas [19,20].

1.2. Sistema de expresion libre de metanol

Histéricamente P. pastoris ha despertado un gran interés a nivel industrial por su capacidad
de crecer usando metanol como fuente de carbono. Fruto de este interés, se identificod el
promotor de la alcohol oxidasa 1 (P4ox:), fuertemente inducible por metanol [21], llegando a
patentarse su uso como regulador de la expresion de proteinas recombinantes [22].

Sin embargo, el uso de metanol conlleva ciertos riesgos a nivel industrial, favoreciendo como
alternativa el uso de promotores no inducibles por metanol como el promotor constitutivo de
la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Pc4p), gen esencial de la glucdlisis [23]. En la
actualidad, ambos promotores se utilizan fundamentalmente como referencia en estudios
comparativos orientados a la identificacion y caracterizacion de promotores mas potentes
como Ppr y Pupp, entre otros [24].

En este proyecto se emplea Pcsp como regulador de la expresion de nuestra proteina
recombinante. Antes de analizar dicho promotor, hay que anadir que los niveles de expresion
para una proteina dada no solo dependen del promotor empleado, pues también varian
significativamente en funcion de diversos aspectos como las propiedades de la proteina y el
hospedador empleado [25,26].

En el caso de Paa4p, este nos permitira tener una expresion génica fuerte y constitutiva cuando
la levadura crezca usando glucosa, glicerol u otras hexosas como sustrato. Ademas, el uso del
promotor Pc4p resulta especialmente ventajoso en cultivos operados en modo quimiostato,
pues bajo limitacion de carbono, provoca un aumento del flujo glucolitico que conduce a una
mayor actividad transcripcional de los genes regulados por este promotor [27]. Otras
estrategias como la limitacion del suministro de oxigeno también producen un aumento en el
flujo metabolico a través de la glucdlisis [28].
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Por ultimo, y aunque segln la literatura Pc4p posee una eficiencia de expresion relativamente
baja en comparacion con Psoxs [29], la ventaja de tener un sistema de expresion libre de
metanol es mucho mas atractiva a nivel industrial en el ambito de seguridad. Ademas, el uso
de metanol como fuente de carbono requiere un mayor aporte de oxigeno y conlleva una mayor
produccion de calor [30].

1.3. Dominio variable de anticuerpos de cadena pesada (VHH)

Los anticuerpos propios de mamifero como la inmunoglobulina y (IgG), normalmente
presentan una estructura formada por dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L). La
cadena ligera (L) presenta dos dominios, uno variable (VL) y otro constante (CL). Mientras
que la cadena pesada (H) la componen cuatro dominios, uno variable (VH) y tres constantes
(CHI1, CH2 y CH3). Los extremos N-terminales de ambas cadenas corresponden a los
dominios VH y VL, responsables de la union especifica al antigeno (Figura 1).
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Figura 1. Comparacién estructural entre la inmunoglobulina y de humano,
los anticuerpos de camélidos y la subunidad variable de cadena pesada (VHH)
derivada de anticuerpos de camélidos (creada en BioRender).

Sin embargo, en las especies de la familia Camelidae, encontramos anticuerpos de cadena
pesada con estructuras ligeramente diferentes, pues estos carecen de la cadena ligera (L) y del
primer dominio constante de la cadena pesada (CH1), asi como del dominio variable de la
cadena ligera (VL). De esta forma, la region variable esta formada exclusivamente por un
unico dominio denominado VHH, definido como el dominio variable de union al antigeno de
la cadena pesada de los anticuerpos de cadena pesada. En consecuencia, su tamafio sera mas
pequefio, con un peso molecular de aproximadamente 90 kDa en lugar de 150 kDa para los
anticuerpos convencionales. Cuando este dominio VHH se encuentra aislado también es
denominado nanobody y su peso molecular varia entre 12 y 15 kDa [31].

Estos poseen un gran numero de aplicaciones, sirviendo como herramientas mejoradas de
diagndstico, biosensores o agentes terapéuticos [32]. Aunque actualmente a nivel industrial la
produccion recombinante de anticuerpos estd gobernada por anticuerpos monoclonales
(mAbs) y los fragmentos de union al antigeno (Fab), los VHH poseen numerosas ventajas que
facilitan su produccion a gran escala frente a los dos tipos de anticuerpos mencionados
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anteriormente [33].

La primera ventaja a destacar de los VHH es su tamatfio, pues al ser considerablemente menor,
pueden acceder a epitopos inaccesibles para los mAbs manteniendo altas afinidades de union.
De esta forma, difunden y penetran con mayor eficacia en los tejidos convencionales,
favoreciendo asi sus propiedades farmacocinéticas. Ademas, normalmente los VHH presentan
una mayor estabilidad frente a temperatura, pH y proteasas [34]. Respecto a su produccion a
nivel industrial, la alta solubilidad de estos dominios VHH los hace independientes de las
modificaciones postraduccionales, como la glicosilacion, para un plegamiento adecuado, lo
que simplifica su produccion recombinante [35].

Por tanto, pueden producirse facilmente mediante sistemas de expresion microbiana, lo que
resultara en cultivos mas rapidos, con mayores rendimientos y menores costes de produccion,
pues la carga metabolica que supone para el hospedador es mucho menor debido a que su
secuencia es reducida [36].

En la produccion de proteinas recombinantes, la correcta formacion de enlaces disulfuro
constituye uno de los principales cuellos de botella del proceso. Los comunmente llamados
nanobodies (variable domain of heavy-chain-only antibodies, VHH) presentan un numero
reducido de enlaces disulfuro en comparacion con anticuerpos convencionales, lo que facilita
su plegamiento y, por tanto, favorece su expresion heterdloga [37,38]. Estas subunidades
forman tipicamente uno o dos puentes disulfuro, por lo que requieren un ambiente oxidante
para formar estos enlaces. Esto apoya el uso de P. pastoris como hospedador, ya que la
secrecion de proteinas al medio proporciona un entorno oxidante favorable [39].

Para finalizar este apartado y de cara a establecer cierta comparacion entre los niveles de
produccion de VHH de nuestro estudio y otros trabajos centrados en la produccion de VHH
en P. pastoris, presentamos a continuacion una serie de tablas que recogen los datos
mencionados anteriormente para procesos tipo batch, fed-batch y continuo. Esto nos permitira
analizar y caracterizar a fondo la produccion de VHH recombinante mas adelante.



Tabla 1. Recopilacion de trabajos basados en la produccion de VHH y similares en P. pastoris mediante procesos tipo batch.
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P . s o Volumen .
Cepa Promotor Modo ﬂe Medio Fuente de Proteima Antigeno Concentracion Conce_ntracnon . de Condiciones Metf)(.io Referencias
operacion carbono recombinante de VHH de biomasa trabajo analitico
Glucosa
Glicerol
Peur BMY Sacarosa 13-47 mg/L 4-11 g/L
Metanol
Sorbitol
Poar YPG Glicerol 43-47 mg/L 11-12 g/L
H 5-7;
Shake PO SDS-
GS115 flasks VHH CEACAMS5 n. d. 50 mL T=28°C;220 PAGE [40]
rpm
Pear BMMY Glucosa 52 mg/L 11-12 g/L
Pioxi BMMY Metanol 42 mg/L n. d.
Baffled . pH 5-6.5;
BMGY- Glicerol- S o,
GS115 Pox: shake BMMY Metanol VHH MUC1 10-15 mg/L. n. d. n. d. 100 mL T=25°C; 250 ELISA [41]
flasks rpm
Pink . Clostridium
. BMMG- Glicerol- . oo, SDS-
strain Pioxi n.d. BMMY Metanol VHH botulzm,'tm 16 mg/L n. d. n. d. n. d. pH 6; T=28°C PAGE [42]
(Aade2) neurotoxin E
Anti-kappa pH 6:
Shake BMMG- Glicerol- NBs fused to Mouse kappa oo SDS-
X-33 Paox lasks BMMY Metanol a Hisx6-tag chain NB 18 mg/L n.d. n.d. 200 mL T=28 51’250 PAGE [43]
(KNB) P
Shake BMMG- Glicerol- Aahl' scorpion PH 6; SDS-
X-33 Paoxs Jflasks BMMY Metanol NbAahl'22 toxin 10-15 mg/L n. d. n. d. n.d. T73?p 51,250 PAGE [44]

n. d.: No detectado



Tabla 2. Recopilacion de trabajos basados en la produccion de VHH y similares en P. pastoris mediante procesos tipo fed-batch.
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Volumen

Cena Promotor Modo de Medio Fuente de Proteina Anticeno Concentracion Concentraciéon de Condiciones Método Referencias
P operacion carbono recombinante g de VHH de biomasa e reactor analitico
NRRL Y-
11430-Pppc- Pox: Metanol 2,3-3,5 g/L
HACI1
pH 6;
Medio T=30°C;500- PA-
NRRL Y-11430 P A Glucosa 0,5-1,5 g/lL »
DF Fed-batch complejo u VHH n. d. g n. d. n. d. 2,0L 1200 rpm: HPLC [45]
DO=30%
NRRL Y-
11430-Pppc- Por Glucosa 1,0-4,0 g/L
HACI1
H55 (GSS152- .
BMMG-  Glicerol- pH 5; T=29°C;
P2S2-Va-55p- Pssp Fed-batch BMMY Metanol VHH n. d. 2,1 g/L n. d. n. d. 30L DO=40% ELISA [46]
HACI)
RBDs SDS-
n.d. n.d. Fed-batch n.d. n.d. VHH SARS- 20 g/L n. d. n. d. 7,0L n. d. [47]
PAGE
CoV-2
pH5;
Glicerol- T=28°C;700-
CBS7435 MutS Pioxi Fed-batch BSM Metanol VHH n.d. 4,0-8,0 g/L 480-500 g/L n. d. 1,0L 1200 rpm: CE-SDS
DO=30%
[48]
pH 5;
Glicerol- T=28°C;700-
CBS7435 MutS Paoxs Fed-batch BSM Metanol scFv n. d. 2,0-5,0 g/lL 480-500 g/L n. d. 1,0L 1200 rpm; CE-SDS
DO=30%
CBS2612 MutS 3,5¢g/L 130 g/L 0,205 mg/g-h
CBS2612 icerol- pH 5-5.,5;
. Paows Fed-batch ~ Bsm  Shicerol VHH n.d. 1,6 g/L 105 g/L 0,088 mg/g-h 0,50 L T=28°C;750 HPLC [49]
Mut Metanol
rpm; DO=20%
CBS2612:
Mut— P 4ox 2,4 ¢/L 85 g/L 0,234 mg/g-h
Adh2

n. d.: No detectado
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CBS2612:
Mutfpl.w;
Adh2

CBS2612
Mut- PAOX1

CBS7435
FLOS wt

CBS7435
AhcplAflo8

CBS7435

CBS7435
AhcplAflo8

CBS7435

CBS7435
AhcplAflo8

CBS2612

CBS2612 Aflo8

PA ox1

Pgis

Pais

PGS4

PGS4

PGSS

Pass

PGI-3

Fed-batch

Fed-batch

Fed-batch

BSM

GFM

GFM

2,6 g/L

Glicerol-

Motanol VHH n.d. 1,6 g/L

0,1 g/L

0,6-1,0 g/L

1,5gL

Glucosa  VHH 6-HisTag n. d.

7,0 g/lL

1,0 g/L

6,8 g/L

0,2 gL

Glucosa ~ VHH 6-HisTag n.d.

1,1 gL

90g/L 0,237 mg/g-h
120 g/L 0,062 mg/g-h
n.d n.d
92 g/L
n. d.
91 g/L

0,50 L

0,25L

1,00L

pH 5-5.5;
T=28°C;750 HPLC [50]
rpm; DO=20%

pH 5; T=25-
30°C;750 rpm; HPLC [20]
DO=30%

pH 5; T=25-
30°C;400-1200 ELISA [51]
rpm; DO=20%




Tabla 3. Recopilacion de trabajos basados en la produccion de VHH y similares en P. pastoris mediante procesos tipo continuo.
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Volumen Tasa
Modo de Fuente de Proteina Concentracion Concentracion Método
Cepa Promotor Medio Antigeno qr de especifica de Referencias
Operacion carbono recombinante de VHH de Biomasa analitico
reactor crecimiento
CBS2612
Pgis Retentostato =0,5 g/L =5g/L =0,125 mg/g-h u=0,015h"'
Aflo8
1,4A0L
CBS2612
Pgis Retentostato =~0,6 g/L =7 g/ ~0,230 mg/g-h u= 0,025 h!
Aflo8
CBS2612
Pgis Quimiostato ~] g/L ~13 g/L ~0,375 mg/g-h 0,60 L w= 0,050 h!
Aflo8
Medio SDS-
Glucosa VHH n.d. [52]
CBS2612 . definido PAGE
PG Quimiostato =~0,1 g/L ~14 g/L =~(0,520 mg/g-h 0,60 L w=0,075h'!
Aflo8
CBS2612
Pgis Quimiostato =0,9 g/L ~15g/L ~0,625 mg/g-h 0,60 L pu=0,100 h’!
Aflo8
CBS2612 o
Pgis Quimiostato =0,7 g/L ~18 g/L 0,640 mg/g-h 0,60 L u=0,170 h!
Alo8
CBS7435 o Medio =0,160-0,030 n=0,027- SDS-
PG Quimiostato Glucosa VHH n.d. ~(0,2-0,4 g/L ~5-20 g/L n. d. [53]
Aflo8 definido mg/g-h 0,001 h'! PAGE
Medio 5,00-
GS115 Paoxi Quimiostato Metanol HBsAg n.d. 0,2 g/L 450 g/L 0,011 mg/g-h u= 0,009 h! ELISA [54]
definido 300,00 L
. Glicerol- . 0,018-0,045 SDS-
X-33 Paoxi Perfusion BFM21 scFv13R5 B-galactosidasa 0,2-0,6 g/L 55-74 g/L 0,32 L - [55]
Metanol mg/g-h PAGE

n. d.: No detectado
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1.4. Evolucion y aplicacion de los medios de cultivo en Pichia pastoris

Hasta ahora, se han realizado numerosos esfuerzos en desarrollar y optimizar medios de
cultivo enfocados en la produccion de biomasa y proteina recombinante en P. pastoris. A
continuacion, se presentaran los medios mas utilizados para el cultivo de P. pastoris, entre los
que se incluyen medios quimicamente definidos y medios complejos como los siguientes:
Genophys, D’ Anjou, FM22, MBSM, BSM, BFM21, RDM, BMG, BMGY, BMMY [56].

Empezaremos por el medio comunmente mas utilizado para fermentaciones de alta densidad
celular, el medio basal salino (BSM). Este medio, fue publicado como parte de las pautas del
proceso de fermentacion de P. Pastoris propuestas por Invitrogen (EE. UU.) [57]. La escasez
de otras formulaciones para lograr altas densidades celulares con esta levadura permitié que
el uso del BSM se expandiera.

Por ello, actualmente es considerado un medio de referencia a la hora de optimizar medios de
cultivo. Sin embargo, presenta ciertos problemas importantes como su composicion
desequilibrada, la cual resulta en una elevada fuerza ionica y precipitacion de sales en el medio
[58]. Teniendo en cuenta que la estructura de ciertas proteinas heterdélogas puede
desestabilizarse debido a la alta carga salina, provocando asi la agregacion y precipitacion de
estas, el BSM podria no ser 6ptimo para la produccion de ciertas proteinas [59,60].

Estos problemas de precipitacion se convirtieron en un tema a tener en cuenta por parte de la
comunidad cientifica. De forma que, usando como base la patente de Wegner propiedad de
Philips Petroleum, sobre el efecto que los principales elementos del medio tienen en el
crecimiento de P. pastoris. Se definid un rango de concentracion 6ptimo para cada elemento
[61]. Eso llevo al desarrollo y optimizacion de medios de cultivos centrados principalmente
en alcanzar altas densidades celulares en fed-batch [58]. Asi, surgieron los medios D’Anjou
[62], FM22 [63] y BEM21[64].

El medio de D'Anjou presenta concentraciones elementales cercanas al limite inferior de los
requerimientos metabdlicos descritos por Wegner. Ademas, niimeros articulos han descrito
que, aunque suele ser el medio en el que mas rapido crece P. pastoris, generalmente presenta
una menor produccién de biomasa y proteina recombinante. Mientras que para el FM22
algunos estudios han descrito niveles de densidad celular y produccion superiores [56].

En cuanto al BFM21, fue desarrollado con el claro objetivo de crear un medio quimicamente
definido que fuera completamente soluble y capaz de alcanzar altas densidades celulares. Sin
embargo, a pesar de cumplir su funcién, los autores observaron que a una mayor escala los
ciclos de esterilizacion in situ (SIP) afectaban al medio de manera distinta al autoclave
convencional, resultando en densidades celulares menores a las esperadas [64], pues la
esterilizacion térmica o el ajuste del pH pueden dar lugar a la precipitacion de sales [65].

En esta linea de optimizacion surge el medio MBSM, una modificacion racional del BSM
tradicional. El objetivo principal fue el de obtener un medio quimicamente definido, sencillo
y econdmicamente viable que garantizase la disponibilidad efectiva de nutrientes, permitiera
alcanzar altas densidades celulares y una produccion eficiente de proteinas recombinantes en
P. pastoris, corrigiendo asi los desequilibrios nutricionales y los problemas de precipitacion
observados a pH superior a 5 y tras la esterilizacion térmica [66].



Pagina 13 de 46

Otro estudio con el objetivo de desarrollar un medio rico definido para P. pastoris utilizando
transcriptdmica para identificar nutrientes criticos logroé optimizar la tasa de crecimiento y la
produccion de varias proteinas operando en perfusion, dando lugar asi al medio RDM [67].
No obstante, sus autores resaltaron como desventajas su baja estabilidad frente a variaciones
de pH y la precipitacion observada a niveles de pH cercanos a 6,5. Por ello, estos mismos
autores intentaron desarrollar un medio a partir de este RDM reduciendo dichos problemas.
Para ello, sustituyeron el sulfato de amonio ((NH4)2SO4) por urea. No solo consiguieron el
objetivo, sino que también observaron una mejora en la produccion y la densidad celular al
emplear urea como fuente de nitrogeno a pH 6 [68]. Asi, ambas variables han sido
consideradas y evaluadas posteriormente en el presente estudio.

Es importante sefalar que la falta de nitrégeno se relaciona directamente con un aumento de
la actividad proteolitica y, en consecuencia, con la degradacion de proteinas extracelulares
[69]. Este hecho debe ser considerado con especial atencion en aquellos medios cuya fuente
de nitrégeno se afiade al controlar el pH usando NH4OH, pues si se alcanza una alta densidad
celular puede presentarse dicho efecto proteolitico. Sin embargo, es necesario evitar su
acumulacion, ya que puede inhibir el crecimiento y prolongar la fase de latencia [70].

Conociendo los diferentes medios desarrollados para la producciéon recombinante en P.
pastoris y sus posibles problemas, en este trabajo de fin de master se pretende adaptar medios
de cultivos definidos, ya existentes, a la operacion en continuo. El principal objetivo es el de
maximizar la productividad especifica optimizando la composicion del medio, llevando a
cabo, a su vez, una exhaustiva monitorizacion del proceso.

2. Resultados y discusion
2.1. Analisis inicial y evaluacion de diferentes medios de cultivo

Durante la primera serie experimental se probaron un total de 6 medios de cultivos diferentes,
la mayoria empleados normalmente en cultivos tipo batch o fed-batch en los que se emplea P.
pastoris como hospedador para la produccion de proteinas recombinantes.

En la Figura 2 puede observarse la tasa especifica de produccion para cada medio de cultivo
y método analitico empleado en el estudio. Ademas, de la tasa especifica de crecimiento
alcanzada en cada una de las condiciones. En esta figura, la variabilidad de los resultados se
representa mediante barras de error que expresan la desviacion estandar derivada de réplicas
técnicas.

Antes de analizar los resultados se debe remarcar que, en este trabajo, el medio de referencia
para evaluar el efecto de las diferentes formulaciones en la produccion es el medio Genophys,
empleado hasta ahora en nuestro laboratorio para el cultivo de P. pastoris en quimiostato.

Como se observa en la Figura 2 los medios FM22, MBSM y BFM21 son los que presentan las
desviaciones estandar mas elevadas. Dado que esta dispersion no proviene de réplicas
bioldgicas sino de la repeticion técnica de cada método analitico sobre una misma muestra, la
alta variabilidad que vemos en estos tres medios sumada a los altos valores de desviacion
estandar comprometen la fiabilidad y robustez de dichos resultados. La elevada variabilidad
observada podria correlacionarse con la composicion de estos medios, especialmente con su
alta fuerza ionica, la cual puede promover la precipitacion de sales y dar lugar a un medio
heterogéneo.
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Figura 2. Comparacion de la tasa especifica de produccion (qp) y de crecimiento (i) en cultivos tipo quimiostato para los seis medios
de cultivo analizados. Las barras de error representan la desviacion estandar de dos réplicas técnicas realizadas para cada método
analitico empleado. La linea horizontal discontinua marca la tasa especifica de crecimiento que se pretende establecer en los cultivos
(1 Nominal = 0,1). Mientras que los puntos azules marcan la tasa especifica de crecimiento experimental alcanzada en cada condicion.

Ademas, si analizamos la composicion quimica de estos en la Tabla 4 (seccion 4.3.1 de
Materiales y métodos), destaca que el FM22 posee una concentracion de 42,9 g de KH2PO4/L,
un valor que cuadruplica la cantidad presente en medios como el MBSM (10 g/L) o el RDM
(12 g/L). Como se ha descrito en la literatura, un exceso de fosfato favorece la formacion de
precipitados en forma de estruvita (MgNH4PO4:6H-0), al interactuar con cationes polivalentes
como el magnesio o el calcio, especialmente en pH mayores a 5,5 [71]. Las particulas de
estruvita son generalmente poco solubles y resistentes al estrés cortante, pudiendo alterar la
disponibilidad de nutrientes, generar interferencias en la cuantificacion y consecuentemente
reducir significativamente el crecimiento y la produccion de proteinas heterdlogas [72,73].

Es importante también tener en cuenta la y alcanzada en cada condicion, pues como ya se ha
demostrado en numerosos articulos, bajo la regulacion del promotor Pcsp la qp esta
directamente relacionada con la p de forma lineal [74]. En este caso a los argumentos
expuestos para descartar FM22, BFM21, MBSM, se suma que estas condiciones fueron las
que mayor y alcanzaron. Aun asi, los valores de qp obtenidos no muestran superioridad a los
demas medios, incluso podemos llegar a ver valores mas pequefos en el caso de BFM21 y
MBSM.

En contraste, los medios BSM y RDM presentan una desviacion estandar significativamente
menor. En el caso del RDM, no solo destaca la escasa variabilidad entre métodos, sino que
también los valores de qp obtenidos. Una menor variabilidad resulta deseable, debido a
que indica un comportamiento mas estable del sistema y una mayor robustez del medio.

Ademas, aunque Genophys permite un crecimiento adecuado, presenta concentraciones de los
iones K¥, Mg?* y Ca?" ligeramente inferiores a los rangos 0ptimos propuestos por Wegner en
la patente de Philips Petroleum [61]. Por el contrario, BSM, y RDM cumplen los
requerimientos minimos de macronutrientes, aunque en el caso del BSM y sus variantes esto
se logra a costa de una elevada fuerza ionica, la cual favorece fendmenos de precipitacion.
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Asi, BSM y RDM fueron seleccionados para avanzar a la siguiente fase de optimizacion.

2.2. Analisis de la solubilidad del VHH a distintos pH.

Para este apartado, tras finalizar uno de los conjuntos experimentales mostrados en este
documento, se dividio el volumen final en 7 vasos de precipitado. Luego, se ajusto el pH de
cada vaso a los siguientes valores de pH: 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7y 7,5. Tras esto se midid la
concentracion aparente de VHH mediante el método analitico ELISA.

45.0

Concentraciéon de VHH (mg/L)
— — [\ [\ (o) (O8] N
A O A A
) ) (e} (e} ) ) (e}
1 1 1 1 1 1 1

el
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Figura 3. Efecto del pH en la concentracion de VHH en el medio. Usando ELISA como método
analitico.

Estos valores de pH fueron escogidos bajo la premisa de que el pH es un parametro clave a
optimizar en el cultivo de microorganismos, teniendo un gran efecto en la produccién de
proteina recombinante y la solubilidad del VHH [75]. De forma que normalmente es
conveniente fijar valores de pH 0ptimos para P. pastoris con el fin de favorecer el crecimiento
celular, incluso a costa de no maximizar la solubilidad del VHH [76].

Esto se debe a que, diversos estudios indican que la solubilidad del VHH puede verse
favorecida a valores de pH mas elevados, incluso por encima de pH 8. Sin embargo, la
implementacion de estos valores de pH en el cultivo continuo podria comprometer el
crecimiento celular. Es importante evitar también la precipitacion de la proteina dentro del
reactor, lo cual dificultaria su posterior recuperacion.

Por tanto, la seleccion del pH de operacion debe entenderse como un compromiso entre
valores compatibles con el crecimiento de P. pastoris y aquellos que favorecen la solubilidad
del VHH, siendo esta ultima ajustable posteriormente durante la etapa de downstream
mediante procesos de diafiltracion [77].

En nuestro caso, al cambiar el pH tras finalizar la fermentacion, sabemos que el efecto que
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tenga dicho cambio sera sobre la solubilidad de nuestra proteina, y no por un posible efecto
del pH en la produccion del propio VHH. Por tanto, segin los resultados se observa que el
VHH incrementa su solubilidad de forma significativa al pasar de pH 6 a pH 6,5, alcanzando
la méaxima solubilidad a pH 7. Para confirmar si este efecto en la solubilidad podria aparecer
operando los biorreactores a diferentes pH, se plantearon varias condiciones en las que solo
variara el pH, en concreto entre los siguientes valores: 5, 6 y 7. Cabe destacar que los distintos

pH de las alicuotas no deberian interferir en el ensayo ELISA, ya que se aplicaron diluciones
1:50.

2.3. Optimizacion especifica de BSM y RDM centrada en la produccion de VHH.

Como se comenta anteriormente, tras el primer grupo de condiciones y segun nuestro criterio,
los medios con mejores perspectivas futuras fueron BSM y RDM. A continuacion, se detallan
los pasos de optimizacion llevados a cabo con cada medio.

2.3.1. Optimizacion de las condiciones fisicoquimicas del medio BSM.

En el caso del BSM, se evaluaron diferentes formulaciones de sales traza descritas para P.
pastoris (PTM 1 y PTM 2), asi como la concentracion total de sales y de sales traza (al 100 %
y 50 % respecto a la concentracion original). Ademas, se analizoé el efecto del pH, fijandose
valores de 5, 6 y 7. Las distintas combinaciones experimentadas se detallan en la Tabla 6
(Seccion 4.5 de materiales y métodos). En dicha tabla, aparte de detallar las variables
estudiadas, también se recoge si dicha condicion ha alcanzado el estado estacionario, lo cual
es consubstancial a la operacion en continuo debido a la relacion directamente dependiente
entre la tasa especifica de crecimiento y la tasa de dilucion [78]. Aunque en este caso todas las
condiciones alcanzaron el estado estacionario.
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Figura 4. Comparacion de la tasa especifica de produccion (qe) y de crecimiento () en cultivos tipo quimiostato para el medio BSM
original y las 5 variantes de este analizadas. Las barras de error representan la desviacion estandar de dos réplicas técnicas realizadas para
cada método analitico empleado. La linea horizontal discontinua marca la tasa especifica de crecimiento que se pretende establecer en los
cultivos (¢ Nominal = 0,1). Mientras que los puntos azules marcan la tasa especifica de crecimiento experimental alcanzada en cada
condicion.
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Para las diferentes condiciones se analizo la tasa de produccion especifica (qp), asi como los
distintos problemas operacionales de cada una de las condiciones para determinar la condicion
mas favorable de las analizadas en este apartado seglin nuestros intereses.

Si analizamos la Figura 4, nos podemos percatar de lo siguiente: una reduccion del 50% de
sales respecto a la formulacion original del medio BSM supone una ligera mejora en la tasa
especifica de produccion de VHH. Esta mejora la podriamos atribuir tanto a un mejor estado
fisiologico de P. pastoris, debido a la bajada de la osmolaridad del medio, o a una mejora en
la solubilidad del VHH. Sin embargo, si comparamos entre ellas las condiciones con diferente
concentracion de sales en las que usamos PTM 2, vemos que la mejora favorece a la condicion
con el 100% de sales. Debido a la similitud y pequefias diferencias de gr es mejor decantarse
por el medio que presente una menor concentracién de sales, en este caso la condicion F,
minimizando asi los problemas de precipitacion y abaratando los costes. Este ultimo es uno
de los problemas principales en cultivos en continuo y a escala industrial [79,80].

Luego, si observamos las condiciones con la concentracion de sales reducidas, PTM 1 y
distintos valores de pH, aunque vemos una pequefia mejora en las condiciones con pH 5y 7
respecto a la de pH 6, no podemos decir que estas sean significativas. Por ello, la mejora de la
solubilidad comentada anteriormente seria 1til en una etapa posterior de diafiltracion como
comentamos en el apartado correspondiente.

La diferencia mas notable la encontramos al comparar las condiciones en las que solo varia la
solucion de sales traza empleada (A, E), pues teniendo en cuenta los distintos métodos
analiticos empelados, vemos que el uso de PTM 2 supone una mejora en la qp de entrono a
1,67 y 2,50 veces respecto a la formulacion original (A).

2.3.2.  Optimizacion de las condiciones fisicoquimicas del medio RDM.

Por su parte, para el RDM, se estudiaron distintas composiciones de sales traza empleadas
en P. pastoris (PTM 1, PTM 2 y PTM 4), asi como diferentes fuentes de nitrogeno
((NH4)2SO4, NH4OH y urea). Asimismo, se variaron de forma controlada las concentraciones
de KH2POs, urea, CaCl. y MgSOs, junto con el pH del medio (5, 6 y 7) y el tipo de base
empleada para su ajuste (NHsOH, KOH y NaOH), tal y como se detalla en las Tablas 8 y 10
(seccion 4.5 de Materiales y métodos).

Todas estas variables no fueron analizadas en paralelo si no que dividimos el estudio en
condiciones en las que se usdé (NH4)2SOs 0 NH40OH como fuente de nitrogeno, frente a
condiciones en las que la urea fue la fuente de nitrogeno.

Hemos visto necesario hacer esta distincion, debido a que la forma en la que se metabolizan
las distintas fuentes de nitrogeno mencionadas anteriormente es diferente. En soluciones
acuosas (NH4).SO4 y NH40H se disocian dando lugar a amonio, el cual puede entrar a la
célula directamente a través de permeasas de la familia Mep, integrandose posteriormente en
el metabolismo central mediante la interconversion de glutamato y glutamina, regulada por
los genes KpGDH3, KpGLNI y KpGLTI. Por el contrario, la urea requiere de una ruta
catabolica distinta, la inducida por el gen KpDURI,2 (urea amidoliasa) bajo limitaciéon por
nitrogeno. Esta enzima lleva a cabo la hidrolisis de la urea en amoniaco y CO2 antes de su
asimilacion [81]. Como se discutiré en el siguiente apartado de resultados, este aspecto influye
directamente en el planteamiento de las fermentaciones, ya que cuando se cambie la fuente de
nitrégeno de amonio a urea o viceversa, sera necesaria una fase de adaptacion para que P.
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pastoris pueda metabolizar el nitrégeno.

2.3.2.1. Analisis del efecto de sales traza, pH y concentracion ionica sobre la
produccion de VHH en Pichia pastoris utilizando urea como fuente de
nitrogeno.

En este apartado se evaluaron las diez condiciones detalladas en la Tabla 8 (Seccion 4.5 de
Materiales y métodos), en las cuales se empled urea como fuente de nitrogeno. Esta eleccion
se basd en evidencias bibliograficas que indican que la urea, ademas de minimizar los
problemas de precipitacion asociados al uso de (NH4)2SO4, puede tener un efecto positivo
tanto sobre la produccion como sobre el crecimiento celular [68,82]. La concentracion de urea
empleada fue de 4 g/L, siguiendo las condiciones descritas en el articulo de referencia en el
que se emplea urea como fuente de nitrogeno en el medio RDM [68]. Es importante sefialar
que, con el objetivo de reducir los problemas de precipitaciéon observados en el RDM, se
redujeron las concentraciones de KH2PO4y urea a la mitad en algunas de las condiciones.

Hay que especificar que para estas condiciones la concentracion de PTM 2 afiadida fue del
doble (8,70mL/L) respecto a la fijada inicialmente para las sales traza (4,35mL/L). Aunque
originalmente estas surgen para reducir la concentracion de ciertos elementos traza,
fundamentalmente el hierro, en experimentos previos (no analizados en este documento) los
cultivos en los que se empled la solucion de sales traza 2 no alcanzaron el estado estacionario.
Por ello, se considerd que existia una carencia de algunos elementos del medio, asociada a
estas sales traza. Por tanto, para el siguiente conjunto de condiciones, el correspondiente a este
apartado, se doblaron las sales traza.

Esta hipotesis fue finalmente identificada como errénea, pues en ese momento no se habia
tenido en cuenta el efecto NCR. Este efecto, conocido como represion catabolica por
nitrogeno, estd bien caracterizado en Saccharomyces cerevisiae [83]. Mediante este
mecanismo, la levadura prioriza el uso de la fuente de nitrogeno a la que esté acostumbrada,
reprimiendo la expresion de las vias necesarias para la asimilacion de otras fuentes
alternativas, como la urea o determinados aminoacidos, cuyas rutas metabolicas son diferentes
[84].

De esta forma, si el medio de cultivo tiene como fuente de nitrogeno amonio, ya sea en forma
de (NH4)2S04 0 NH4OH, y posteriormente se pasa a una condicion en la que la fuente de
nitrégeno es urea, donde ademas para regular el pH se usa KOH o NaOH, P. pastoris no
consumira la urea, necesitara un periodo de adaptacion para que no se laven las células. Esta
hipotesis se ve respaldada por estudios en los que, tras una fase prolongada de inanicion de
nitrégeno, la adicion de distintas fuentes de nitrogeno dio lugar a diferentes tiempos de fase
lag en P. pastoris, dependientes de la fuente empleada [85].

A continuacion, se analizan las condiciones correspondientes a este apartado, mediante la
Figura 5. Las condiciones que no alcanzaron el estado estacionario se representan en las
graficas mediante un relleno de tramas en forma de zig-zag.
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Figura 5. Comparacion de la tasa especifica de produccion (qp) y de crecimiento (i) en cultivos tipo quimiostato para las variantes del
medio RDM analizadas. Las barras de error representan la desviacion estandar de dos réplicas técnicas realizadas para cada método
analitico empleado. La linea horizontal discontinua marca la tasa especifica de crecimiento que se pretende establecer en los cultivos (¢
Nominal = 0,1). Mientras que los puntos azules marcan la tasa especifica de crecimiento experimental alcanzada en cada condicion.

Al comparar las condiciones G y H podemos ver que reducir las concentraciones de KH2PO4
y urea a la mitad no tiene efectos negativos en la tasa especifica de produccion. De hecho,
incluso se podria considerar una ligera mejoria a nivel de produccion. Este resultado es
positivo, pues como comentamos en la introducciodn, el fosfato puede causar problemas de
precipitacion al interactuar con los iones Ca?" y Mg?*. Ademas, comparando las condiciones
G y O podemos reafirmar que la disminucion de KH2PO4 a la mitad es totalmente viable. Sin
embargo, la reduccion de la urea a la mitad no funcion6 cuando la levadura no tenia otra fuente
de nitrogeno a la cual estaba adaptada (J). Ademas de esta, otras tres condiciones no
alcanzaron el estado estacionario. En el caso de las condiciones I y K la razon podria ser la
precipitacion causada por el empleo de KOH o NaOH como bases. Sin embargo, vemos que,
aunque las condiciones H y L son iguales, una de ellas (L) no alcanzo el estado estacionario.
Esto se debe a que esta Gltima estuvo precedida por la condicion J, que como ya hemos
comentado, solo tenia urea como fuente de nitrogeno, la cual no fue suficiente para el
crecimiento de P. pastoris. Aun asi, esas células estaban adaptadas a la asimilacion de urea
como fuente de nitrogeno. De forma que, aunque en la condicion L hubiera nitrogeno
suficiente al ser suplementado por la base, las células no podian asimilarlo debido al NCR, tal
y como hemos explicado anteriormente.

También es importante afiadir que el efecto de doblar las PTM 2 (G y H) respecto a la
concentracion inicial, no supone un aumento considerable de la qp. Y de nuevo, el uso de las
PTM 2 conlleva un aumento en la qp, en comparacion con el uso de las PTM 1 y PTM4.

Finalmente, las condiciones con PTM 2 han mejorado entre 1,70 y 3,20 veces la qp respecto a
las PTM 1 y PTM 4. Por su parte, el aumento de la concentracion de PTM 2 podria, a priori,
parece generar un incremento de la qr de entre 1,03 y 1,85 veces. Sin embargo, al comparar
las condiciones con la concentracion duplicada de PTM 2 (8,7 mL/L) frente a la concentracion
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tipicamente empleada en el laboratorio (4,35 mL/L), se observa que las duplicadas presentan
una mayor desviacion estandar. Esto sumado a la similitud entre los valores de gp, nos indica
que doblar la concentracion de PTM2 no tiene un efecto positivo significativo sobre la tasa de
especifica de produccion.

2.3.2.2. Analisis del efecto de sales traza, pH y concentracion ionica sobre la
produccion de VHH en Pichia pastoris utilizando NH4* como fuente de
nitrégeno.

En este apartado se evaluaron las 7 condiciones detallades en la Tabla 10 (Seccion 4.5 de
Materiales y métodos), siendo la condicion P la formulacion original de RDM.

Como podemos observar en dicha tabla, algunas de estas condiciones no alcanzaron el estado
estacionario debido a diferentes problemas. La condicion P presentd problemas de
precipitacion causados aparentemente por la interaccion de KOH con las sales del medio,
sobre todo con las sales traza. Esto pudo limitar la disponibilidad de nutrientes haciendo que
la condicion no fuese estable.

En el caso de la condicion S, el hecho de no ser estable fue la reconfirmacion experimental de
que P. pastoris debe adaptarse al uso de distintas fuentes de nitrégeno, segun la via de
asimilacion de este, pues en este caso la condicion anterior a la S contenia urea como fuente
de nitrégeno. Al cambiar la condicion a la I, la fuente de nitrogeno pasé a ser amonio
proveniente del NH4OH. Y aunque aplicamos una fase de adaptacion, esta fue demasiado corta
y por tanto la condicion no llegd a estabilizarse pudiendo deberse a la falta de nitrogeno.

Respecto a la ultima condicion inestable (U), como ya se habia descrito anteriormente, el
medio RDM resulta dificil de operar a valores de pH superiores a 6,5 debido a la baja
disponibilidad de nutrientes causada por la precipitacion de sales [67]. A continuacion, se
analizard la produccion obtenida en las distintas condiciones.

En esta serie de condiciones, la solucion de sales traza 2 (PTM 2), empleada en las condiciones
estables Ty V vuelve a postularse como la mejor opcidn de cara a la produccion especifica de
VHH, siendo esta vez una diferencia mucho mas significativa respecto a las soluciones de
sales traza 1 y 4 (condiciones Q y R, respectivamente). Por otra parte, si comparamos las
condiciones Ty V vemos que la condicion V en la que se han reducido la concentracion de
MgSO4 y CaCla. Se obtienen valores de qp iguales a los de la condicion T o mayores si
observamos los resultados obtenidos mediante HPLC. Esto reducira los costes y favorecera la
disolucion de las sales en el medio, reduciéndose asi el riesgo de presentar problemas
operacionales debido a la precipitacion.

Es importante argumentar la reduccion de la concentracion de las sales de calcio y magnesio.
Para que esta reduccion fuese racional, no solo se han seguido los rangos descritos por Wegner
en la patente de Phillips Petroleum [61], sino que también nos hemos apoyado en el estudio
publicado en 2017 por Cankorur-Cetinkaya A. et al.[75], en el cual desarrollan un medio
quimicamente definido para cultivar P. pastoris de forma continua, combinando métodos de
algoritmo genético y regresion simbdlica para llevar a cabo el andlisis de sensibilidad. En este,
se dictamina que ademdas del pH, la sales CaCl. y MgSO4 fueron variables cuyo valor
contribuia de forma significativa a la concentracion de proteina recombinante en el medio.
Describiendo las concentraciones adecuadas para cada sal: 0,07g/L y 2,64 g/L
respectivamente. De esta forma, establecimos en nuestro medio concentraciones de 0,1 g de
CaClo/L 'y 3g MgSO4/L.
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Figura 6. Comparacion de la tasa especifica de produccion (qp) y de crecimiento (i) en cultivos tipo quimiostato para el
medio RDM original y las 6 variantes de este analizadas. Las barras de error representan la desviacion estandar de dos réplicas
técnicas realizadas para cada método analitico empleado. La linea horizontal discontinua marca la tasa especifica de
crecimiento que se pretende establecer en los cultivos (4 Nominal = 0,1). Mientras que los puntos azules marcan la tasa
especifica de crecimiento experimental alcanzada en cada condicion.

En este caso, la condicién V (PTM 2) presenta un incremento en la qp entre 3,1 y 13,26 veces
superior respecto a las variantes de RDM en que se usan las PTM 1 (incluyendo la formulacién
original de RDM) y las PTM 4. Ademas, si comparamos la condicion V frente a la T, vemos
que para los valores de gp obtenidos con ELISA y HPLC se obtienen tasas superiores en la
condicion con menos sales, mientras que los valores obtenidos por SDS son muy similares
entre ambas condiciones. Estos resultados confirman la superioridad en cuanto a la produccion
de la condiciéon con menor concentracion de sales (V) respecto a las demas, lo cual sera
relevante para reducir los problemas de precipitacion en el medio.

2.4. Analisis comparativo de las condiciones mas favorables.

Con este apartado se pretende recopilar las condiciones més prometedoras comentadas en los
apartados anteriores. En primer lugar, prestaremos detalle a la Figura 7.

En ella, podremos observar que hay dos condiciones las cuales destacan respecto al resto: la
F y la V. Ademas, si comparamos ambas con nuestro medio de referencia (Genophys), es
evidente la mejora en cuanto qp. Por ello, estas dos condiciones se posicionaron como las mas
favorables por el momento. Antes de decantarnos por alguno, no solo debemos observar la
variabilidad entre métodos analiticos o los valores de qp alcanzados. También debemos tener
en cuenta los problemas operacionales que han ocasionado ambas.
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Figura 7. Comparacion de la tasa especifica de produccion (qp) y de crecimiento (u) en cultivos tipo quimiostato para las condiciones
mas favorables de este estudio. Las barras de error representan la desviacion estandar de dos réplicas técnicas realizadas para cada método
analitico empleado. La linea horizontal discontinua marca la tasa especifica de crecimiento que se pretende establecer en los cultivos (u
Nominal = 0,1). Mientras que los puntos azules marcan la tasa especifica de crecimiento experimental alcanzada en cada condicion.

En el caso de la condicion F, aunque redujimos a la mitad la concentracion de sales, este medio
seguia presentando una alta concentracion de sales, superando el limite superior fijado por
Wegner para evitar la formacion de precipitados problematicos causados por la esterilizacion
térmica y minimizar los residuos minerales en el producto final facilitando su purificacion e
incluso el posterior tratamiento del efluente [61]. Esto provoco la formacion de precipitados
considerables alrededor de los deflectores del biorreactor y en el entorno de la entrada de base.
A nivel industrial, la aparicion de estos precipitados debe evitarse a toda costa ya que suelen
generar diversos problemas operativos, pues ademas de limitar la disponibilidad de
macronutrientes para las células. Estos precipitados pueden dafiar los equipos al obstruir
tuberias, mangueras y burbujeadores en fermentadores de tanque agitado, dificultando las
tareas de mantenimiento y limpieza de los reactores, ya que, a diferencia de los reactores de
laboratorio, los biorreactores industriales poseen procedimientos de limpieza in situ (CIP), sin
posibilidad de apertura y limpieza manual frecuente [86].

Concretamente estos precipitados suponen un mayor problema en biorreactores en los que se
emplean membranas para retener la biomasa debido al conocido fouling [87].

Sin embargo, la condicidon V present6d problemas de precipitacion mucho mas leves, pues a
esta se le bajo considerablemente la concentracion de las siguientes sales, KH2PO4, CaCly,
MgSOa4. Y ademas se elimind el (NH4)2SO4 ya que se consider6 que la entrada de hidroxido
de amonio para regular el pH ya suponia una entrada de nitrogeno suficiente. De hecho, esta
vez el precipitado depositado cerca a la entrada de base fue de un tamafio mucho mas reducido.
Pudiendo deberse incluso a que una de las condiciones anteriores fue el medio RDM a pH 7,
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que como ya hemos comentado anteriormente se ha descrito que genera problemas graves de
precipitacion.

Siguiendo con el anélisis, se incorpora a la comparacion la condicidon Optima reportada en la
literatura para la producciéon de VHH en P. pastoris bajo condiciones de quimiostato [52]. En
esta se empled la cepa CBS2612 Aflo8 con el promotor PGi-3 en un medio quimicamente
definido no especificado en el articulo. La tasa de produccion especifica con este promotor
también se relaciona de forma lineal con la tasa especifica de crecimiento, por lo que se
especificaran ambas en la siguiente figura. Ademas, en esta ocasion solo se han presentado los
datos analizados con SDS-PAGE ya que es el método analitico empleado en el articulo
mencionado.
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Figura 8. Comparacion de la tasa especifica de produccion (qp) y de crecimiento (¢) en cultivos tipo quimiostato para las condiciones
mas favorables de este estudio y la literatura. Las barras de error representan la desviacion estandar de dos réplicas técnicas realizadas
para cada método analitico empleado. La linea horizontal discontinua marca la tasa especifica de crecimiento que se pretende establecer
en los cultivos (4 Nominal = 0,1). Mientras que los puntos azules marcan la tasa especifica de crecimiento experimental alcanzada en
cada condicion.

Podemos comprobar que el dato de qp presentado en el articulo (qp = 0,64 mg VHH/g
biomasa-h) es 2,80 veces mayor a la gqr obtenida en las condiciones 6ptimas de nuestro estudio
(qp = 0,24 mg VHH / g biomasa-h). Sin embargo, debemos tener en cuenta que en dicho
articulo no solo emplean una u casi dos veces superior (4 = 0,17 h!), sino que también
hablamos de cepas y promotores distintitos. En cambio, si comparamos nuestros resultados
con los articulos encontrados para cultivos tipo fed-batch en los que usan BSM como medio
de cultivo (Figura 9) [49,50]. Vemos que los valores alcanzados en este estudio son
comparables a los resultados obtenidos por ciertos estudios realizados en fed-batch empleando
la cepa CBS2612 cuya expresion esta regulada mediante el promotor P4ox:.
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Figura 9. Comparacion de la tasa especifica de produccion (qp) y de crecimiento (u) en cultivos tipo quimiostato para las condiciones
mas favorables de este estudio y cultivo tipo fed-batch de la literatura.

2.5. Analisis comparativos de los costes de los medios de cultivo de partida respecto
a los optimizados

Para este ultimo apartado de la seccion de resultados, comentaremos en términos econdémicos
las mejoras obtenidas respecto al medio de referencia y a los medios de partida BSM y RDM.
Antes que nada, debemos aclarar que el coste total de estos medios ha sido calculado mediante
al catalogo de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.), concretamente de reactivos con nivel
de pureza de laboratorio. Los precios de estos reactivos no solo fluctian atendiendo las
necesidades del mercado, sino que también varian de forma considerable segtn la cantidad y
la pureza de deseemos. Por este motivo, el analisis econdmico presentado no es directamente
extrapolable a otros estudios ni a escala industrial, y debe interpretarse unicamente como
una herramienta de comparacion interna, ya que en todos los casos se han utilizado los mismos
precios unitarios para cada reactivo en los distintos medios evaluados. Aun asi, este analisis
puede dar una idea aproximada de la repercusion que podria tener el coste del medio en un
proceso a escala industrial.
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Figura 10. Comparacion de los costes de los medios optimizados con sus respectivas formulaciones originales.

Observando en detalle la Figura 10 es verdad que no vemos ahorros significativos respecto a
nuestro medio de referencias (Genophys). Sin embargo, el medio RDM optimizado
(RDMopt) correspondiente a la condicion V, solo lo supera por 0,06 €/L lo que supone un
coste afiadido del 3,2%. Ademads, si comparamos este con la formulacion original de RDM,
vemos que la reduccion de la concertacion de sales y emplear hidréxido de amonio como
fuente de nitrogeno supone un ahorro de aproximadamente el 28,7%. De hecho, si hacemos
lo mismo con las condiciones de BSM, obtenemos que la condicion F (BSMopt) supondria
un ahorro del 29%.

Este ahorro resulta especialmente relevante en procesos industriales reales, donde el medio de
cultivo puede representar aproximadamente un 40 % de los costes operativos (OPEX) o el
30% de los costes totales de produccion [88,89]. Por ello, la reduccién de su coste es altamente
significativa, ya que implica una intensificacion sustancial del proceso y un efecto directo
sobre la viabilidad econdmica a escala industrial.

3. Conclusiones

En este estudio, se han adaptado diversos medios de cultivo descritos en la literatura para
procesos tipo batch o fed-batch, a la produccion continua de proteinas recombinantes en P.
pastoris realizando una comparacion en detalle de su impacto en la produccién de VHH. Los
resultados obtenidos muestran que la utilizacion directa de estos medios en cultivos continuos
suele provocar problemas de precipitacion, lo que afecta negativamente a la disponibilidad de
nutrientes esenciales para el crecimiento y la produccion.

Variacion respecto a Genophys (%)
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No obstante, el presente trabajo no se ha limitado tnicamente a la modificacion racional de la
concentracion de sales de medios previamente descritos para solucionar los problemas de
precipitacion. Adicionalmente, se ha evaluado el efecto de distintos pardmetros del medio,
incluyendo la formulacién de las sales traza, el pH del cultivo, las diferentes fuentes de
nitrogeno y las bases empleadas para el control del pH. Los resultados obtenidos evidencian
que estos factores influyen de manera directa en la estabilidad del cultivo y la tasa especifica
de produccion de la proteina recombinante.

Este amplio andlisis nos ha permitido describir, entre otras cosas, la capacidad de P. pastoris
para crecer empleando urea como fuente de nitrogeno y la necesidad de una etapa de
adaptacion cuando cambiamos la fuente de nitrogeno a otra que se asimila mediante otra via
metabdlica, debido a la represion catabdlica por nitrdgeno. Aunque en este estudio no se haya
comprobado a nivel transcriptomico, supone un gran punto de interés de cara a investigaciones
futuras. Ademas, la utilizacion de urea como fuente de nitrégeno resulta atractiva
industrialmente, pues la urea es barata y soluble.

Por otro lado, y respecto al medio RDM, sustituir (NH4)2SO4 por NH4OH como fuente de
nitrégeno tiene un efecto positivo en la solubilidad del medio al reducir principalmente la
concentracion de sulfato. Ademas, recientemente se ha descrito la recuperacion de (NH4)2SO4
a partir de aguas residuales mediante sistemas bioelectroquimicos. En nuestro caso, el empleo
directo de NH4OH permitiria prescindir de la etapa final [90].

Incluso esto nos permitiria integrar posiblemente un sistema de captura y electrorreduccion de
oxidos de nitrogeno, gases de efecto invernadero emitidos generalmente por procesos de
combustion a alta temperatura que utilizan aire como oxidante, pues su recuperacion podria
ser técnicamente viable, e incluso mas sencilla, empleando tecnologias de captura ya
consolidadas [91]. De este modo, dichos gases contaminantes podrian transformarse por via
electrocatalitica en amonio, permitiendo su reincorporacion a nuestro cultivo como fuente de
nitrégeno [92].

A todo esto, hay que sumar las notables mejoras alcanzadas a nivel de produccion especifica
de proteina, ya es que se han logrado incrementos en la gp de entre 1,35 y 6,03 veces respecto
al medio de referencia. En gran parte esto ha sido posible gracias al monitoreo exhaustivo de
las distintas variables del proceso y al amplio niimero de condiciones experimentales llevadas
a cabo. Ademas, ha sido clave el disefio experimental, pues todas las condiciones tienen un
homologo comparable en el que solo cambia una variable. Esto nos ha permitido identificar
de forma racional aquellas variables que tienen un mayor efecto en nuestro objetivo.

En resumen, este trabajo demuestra que la optimizacion racional de medios definidos es
posible, puesto que el empleo de herramientas como el Disefio de Experimentos (DoE)
resultaria inviable en este caso, donde se maneja un numero muy elevado de variables.
Ademas, herramientas como el DoE no identifican relaciones no lineales, pudiendo perjudicar
asi al analisis de sensibilidad. El disefio racional nos permite identificar relaciones entre
variables lineales y no lineales gracias al monitoreo exhaustivo de las variables del proceso.

Por ultimo, los resultados obtenidos proporcionan una base sélida para seguir desarrollando
un medio quimicamente definido sin problemas de precipitacién y que nos permita obtener
niveles elevados de qp. Para ello se podria suplementar el medio con aminoacidos
bionergéticamente caros de producir para P. pastoris [93], vitaminas [94] o incluso acido
citrico, el cual actuaria como agente quelante, evitando la formacién de complejos insolubles
entre Mg?*, Ca*" y fosfato. Ademas, contribuiria a reducir los problemas de precipitacion que
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pueden ocurrir debido a cambios locales de pH cuando se anade NH4sOH al medio de cultivo
[95].

4. Materiales y métodos
4.1. Cepasy clones

Se empleo la cepa de Pichia pastoris BG10 (BSYBG10) (BioGrammatics Inc., Carlsbad, CA,
EE. UU. y Bisy GmbH, Styria, Austria), derivada de la cepa BG08 (BioGrammatics Inc.,
Carlsbad, CA, EE. UU.), producto del aislamiento de una unica colonia de la cepa NRRL Y-
11430 (Phillips Petroleum, Bartlesville, OK, EE. UU.) [96].

El proceso de transformacion de esta fue llevado a cabo en el Instituto de Biotecnologia
Molecular de la TU Graz. La expresion del constructo esta regulada por el promotor
constitutivo Pc4p y consta de la secuencia codon optimizada de nuestro VHH modelo (anti-
IL6) junto con el factor de secrecion o de S. cerevisiae. Ademas, la cepa consta con una
delecion que impide la formacion de pseudohifas.

4.2. Operacion del biorreactor.

4.2.1. Preparacion del indculo

4.2.1.1. Banco de células de trabajo

En este trabajo se prepararon crioviales de 1,5 mL con una DOsoo (densidad optica a 600 nm)
de 60. En primer lugar, se procedié al pase de la biomasa desde una placa de Petri a un matraz
Erlenmeyer de 1 L con deflectores al cual se anadieron 150 mL de medio YPG estéril (1 % de
extracto de levadura, 2 % de peptona y 1 % de glicerol).

Pasadas las horas pertinentes y estando la biomasa en la fase de crecimiento exponencial
(DOs0o = 8-12), esta se cosechd de forma estéril y posteriormente se centrifugé a 6000 g,
resuspendiéndose en el volumen de YPG fresco necesario para obtener una DOgoo = 90. Luego,
por cada mL de esta suspension concentrada de biomasa, se afadieron 0,5 mL de una
disolucion estéril de glicerol al 50 % p/p, alcanzando una DOsoo = 60 con una concentracion
final de glicerol del 15 % p/p, aproximadamente. Finalmente, se tomaron alicuotas de 1,5 mL,
se introdujeron en los crioviales y se almacenaron a -80 °C.

4.2.1.2. Preparacion del pre-inoculo.

Para la preparacion del pre-indculo, se descongeld un criovial correspondiente a la cepa de
estudio. Seguidamente, se realizaron los calculos necesarios para determinar el volumen de

criovial a inocular en el matraz Erlenmeyer con deflectores y estéril con 150 mL de medio
YPG.

A continuacion, los matraces se incubaron en un agitador orbital Multitron (INFORS HT,
Bottmingen, Suiza) a 25 °C y 100 rpm durante aproximadamente 24 h, hasta que el cultivo
alcanzo6 una DOcoo de 10.

4.3. Cultivo en quimiostato.

Los cultivos en quimiostato se llevaron a cabo en un sistema de biorreactores BIONET F1
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Twin (BIONET, Espaia), el cual permite la operacion simultanea de dos reactores mediante
una unidad de control comun (BCU). El volumen de estos reactores de tanque agitado es de 3
L, sin embargo, nuestro volumen de trabajo se fijé en 0,7 L.

4.3.1. Preparacion del biorreactor y la fase batch.

Antes de comenzar la operacion en quimiostato, se realizd una fase batch. Los medios
empleados para la fase batch variaron segun el medio a testar como primera condicion del
quimiostato. Las distintas alternativas consideradas se presentan en la tabla correspondiente.
Adicionalmente, se muestra una tabla complementaria que detalla las diferentes formulaciones
de soluciones de sales traza utilizadas en el presente estudio.

Tabla 4. Composicion de los medios empleados en este estudio

Componentes Unidades FM22 Genophys MBSM BSM BSM50% BFM21 RDM
Glucosa/Glicerol g/L 50 50 50 50 50 50 50
(NH4)2S04 g/L 23,5 - - - - 5 1,65
(NH4)2HPO4 g/L - 12,6 - - - - -
KH,PO4 g/L 42,9 - 10 - - - 12
H3PO4 mL/L - - - 26,7 13,4 3,5 -
MgSO4-7H,O g/L 3,9 0,5 3,2 14,9 7,45 1,95 4,7
CaCl-2H>0O g/L - 0,02 0,35 - - - 0,36
CaS04-2H,0 g/L 1 - - 0,93 0,47 0,15 -
K5S04 g/L 14,3 - - 18,2 9,1 2,4 -
KCl g/L - 0,9 - - - - -
KOH g/L - - - 4,13 2,07 0,65 3,37
Acido citrico g/L - 1,8 - - - - -
Citrato de sodio g/L - - - - - 2,94 -
NaOH g/L - - - - - 1,537 -
Biotina mL/L 4,35 4,35 4,35 4,35 4,35 4,35 4,35
PTM 1 mL/L - 4,35 4,35 4,35 4,35 - 4,35
PTM 2 mL/L - - - - - - -
PTM 4 mL/L 4,35 - - - - 4,35 -
Tabla 5. Composicion de las distintas soluciones de sales traza para Pichia pastoris.
Componente Unidades PTM 1 PTM 2 PTM 4
CaS04-2H,0 g/L - 0,015 0,5
KI g/L 0,42 0,1 -
MnSO; - 4H,O g/L 3 0,38 3
Na:MoOs -2H0 g/L 1 0,24 0,2
H3BO; g/L 0,1 0,02 0,02
ZnSO4 -7THO g/L 20 2,52 -
ZnCl, g/L - - 7
FeCl; - 6H,O g/L - 6,01 -
FeSO4 -7TH.0 g/L 65 - 22
CuSO4-5H20 g/L 5 - 2
H>SO4 mL/L 10 - 1
CoCl,-6H,O g/L - - 0,916

PTM: Pichia trace metals
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Nal g/L - - 0,08
Hay que mencionar que a estos medios se le anadieron 0,2 ml de antiespumante Glanapon
2000kz (Bussetti & Co. GmbH, Viena, Austria), por cada litro de medio empleado, y que para
la fase batch se utiliz6 glicerol a 40 g/L como fuente de carbono.

La forma de proceder fue la siguiente: primero se calibro el sensor de pH con soluciones
estandar de pH y seguidamente se introdujo en el fermentador el medio de cultivo sin sales
traza ni biotina. El sensor de pH utilizado en los cultivos con quimiostato fue un InPro
3030/225 de Mettler Toledo (Columbus, OH, EE. UU.).

Posteriormente, se realizd un proceso de esterilizacion (121 °C, 30 min) con una autoclave
Autester Dry 80 (JP Selecta, Abrera, Espafia). A continuacion, se afadieron las soluciones de
biotina y sales traza, esterilizadas mediante microfiltracion con filtros de nylon y celulosa
regenerada respectivamente. Ambos filtros son hidréfilos, poseen un tamafio de poro nominal
de 0,2 um, y se les puede acoplar una aguja para introducir las soluciones citadas en el
biorreactor a través del septum.

Después, se calibré el sensor de oxigeno disuelto (OD). El sensor de OD empleado fue un
polarografico InPro 6820/20/220 de Mettler Toledo (Columbus, OH, EE. UU.).
Seguidamente, el inoculo se introdujo de forma estéril en el fermentador, dando inicio a la
fase batch. Antes, la DOeoo inicial necesaria para alcanzar una ODeoo de 80 entre 20-24 horas
fue calculada a partir de la Ecuacion 1. Este valor resultante se aplico en la Ecuacion 2 para
calcular el volumen de pre-in6culo requerido.

Xt =X - ekt (1)

V1 ) 0D1 = VZ ' ODZ (2)

Donde Xo y Xt representan la concentracion de biomasa al inicio y al final del cultivo batch,
respectivamente (expresadas en unidades de ODeoo 0 g-L'), nes latasa de crecimiento
especifico (h™) y tel tiempo (h). Asimismo, V1 corresponde al volumen del cultivo en el
biorreactor (L) y OD1 a la DOgoo inicial (Xo) definida en la Ecuacién 1. Por su parte, OD2
representa la DOeoo del pre-inodculo en el matraz de agitaciéon y V2 el volumen de pre-inoculo
requerido (L).

Para evitar la fase /ag al inicio del lote, la biomasa empleada para el in6culo debe estar en la
fase de crecimiento exponencial, lo cual corresponde a una DOsoo entre 8 y 12.

Una vez calculado el volumen necesario para inocular y alcanzada la fase exponencial (ODsoo
8-12), se centrifugd en condiciones estériles y seguidamente se resuspendieron las células en
agua estéril. Por ultimo, inoculamos el biorreactor de forma aséptica.

La temperatura durante la fase batch se mantuvo a 25 °C mediante la unidad de control de
temperatura del fermentador. Concretamente, se utilizd un enfriador externo Alpha RAS
(Lauda, Lauda-Ko6nigshofen, Alemania) para suministrar agua fria a 4 °C al sistema de control
debido a la intensa generacion de calor en los cultivos. El oxigeno disuelto (OD) se mantuvo
siempre por encima del 30 % de la saturacion del aire modificando automaticamente la
velocidad de agitacion, utilizando el propio controlador de cascada de OD del fermentador.
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No se necesitd oxigeno en las operaciones de la fase batch, por lo que se utilizé un flujo de
aire equivalente a 0,6 /min.

El pH se control6 a 6,0, lejos del punto isoeléctrico del VHH (pI=7,22) y utilizando NH4OH
al 15 % (v/v), KOH 5M o NaOH 5M.

En cuanto a las pérdidas por evaporacion, estas se minimizaron mediante un condensador de
gas con agua de refrigeracion a 4 °C. Y los gases de entrada y salida se esterilizaron mediante
su paso a través de filtros hidréfobos de politetrafluoroetileno (PTFE) con un tamafio de poro
nominal de 0,2 pm, instalados en las corrientes de entrada y salida de gas del fermentador.

4.3.2. Operacion del quimiostato

Tras el final de la fase batch, marcado por un aumento repentino de DO, la tasa de dilucién
(D) se establecio en 0,100 h™!' controlando el caudal de salida a 1,167 mL/min. Es importante
iniciar la operacion del quimiostato justo después del final del lote para mantener la biomasa
en crecimiento exponencial y evitar largos tiempos muertos. El oxigeno disuelto (OD) se
mantuvo, al igual que en la fase batch, por encima del 30 % mediante la mezcla de dos
corrientes gaseosas, una de oxigeno puro con un caudal de 0,100 L/min, y otra de aire, con un
caudal de 0,500 L/min.

Para asegurar que se logro la tasa de dilucion deseada, se midi6 el caudal de salida en cada
toma de muestra, reajustandose la potencia de la bomba de alimentacion segun esta medicion
del caudal de salida, tal y como se detalla en trabajos previos [97].

La temperatura, el pH y la agitacion se mantuvieron constantes a 25 °C y 6,0 y 700 rpm,
respectivamente. Salvo en cuatro condiciones en las que el pH se establecid a5y 7.

Para la preparacion del medio de la fase quimiostato, se disolvieron las sales en agua destilada
y se introdujeron en tanques previamente esterilizados de 10 o 20 L a través de un filtro de
polietersulfona estéril (PES), compuesto por una membrana de prefiltro con tamafio de poro
nominal de 0,45 um y una membrana de filtrante de 0,2 um de tamafio de poro nominal
(Sartopore 2 Midicap; Sartorius, Gotinga, Alemania).

En este proyecto se evaluaron 50 condiciones experimentales diferentes, variando
la composicion del medio de cultivo en términos de sales, elementos traza, pH, fuente de
nitrogeno y base. Exponiéndose tinicamente 29 de ellas en este trabajo de fin de master, debido
a que las 21 condiciones no mostradas presentaron problemas fatales de operacion en el
biorreactor, siendo estas muy inestables.

Para cada condicion, se tomaron muestras en el tercer, cuarto y quinto tiempo de residencia
para verificar el logro de las condiciones de estado estacionario. Acto seguido, se analizé la
densidad celular, y se cuantifico el sustrato, los subproductos y el VHH mediante HPLC.
Ademas, la cuantificacion de VHH también se llevo a cabo mediante SDS-PAGE, ELISA y
HPLC

4.4. Métodos analiticos

4.4.1. Cuantificacion de la biomasa mediante la densidad optica (ODeoo)

Para monitorizar el proceso, se midi6é la densidad oOptica (DO) a 600 nm utilizando un
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espectrofotometro DR 3900 (Hach Lange, Diisseldorf, Alemania). Ademas, para garantizar
una correlacion lineal entre la DOsoo y la concentracion de biomasa, se aplico a las muestras
una dilucion 1:100, de manera que los valores de la DOgoo se situaran entre 0,2 y 0,8.

4.4.2. Cuantificacion de la biomasa mediante el peso seco celular.

Ademas de la medicion de la DOeoo, para obtener un valor preciso y fiable de la concentracion
de biomasa, asi como para calcular los diferentes pardmetros del proceso en unidades de masa,
se midi6 el peso celular seco (DCW) por triplicado para cada muestra de fermentacion.

Primero se secaron filtros etiquetados (tamafio de poro de 0,7 um) durante 24 h en una estufa
a 105 °C, luego se colocaron en un desecador durante 2 h con el objetivo de enfriarlos sin que
incorporen humedad. Por ultimo, se pesaron en una bascula de precision ME204 de Mettler
(Columbus, OH, EE. UU.).

Los filtros empleados eran de fibra de vidrio (APFF04700, Millipore, Billerica, MA, EE. UU.).
Tras la toma de muestra, estos filtros tarados se humedecieron con 10 mL de NaCl al 0,9%
disuelto en agua destilada, utilizando un matraz Kitasato conectado a una bomba de vacio y
con embudo de filtracién equipado en la parte superior. Asi, se filtraron 2 mL de muestra
fresca aplicando vacio. Acto seguido, se utilizaron 2 mL de NaCl al 0,9% para limpiar la punta
de la micropipeta. Y finalmente, se vertieron 10 mL de NaCl al 0,9% en el vaso de filtracion
para lavar el filtro.

Tras estos pasos de preparacion, los filtros resultantes se secaron durante 24 h en la estufa a
105 °C y luego se colocaron en el desecador durante 2 h. Pasado este tiempo, se pesaron los
filtros obteniendo asi el peso celular seco al restarle el peso de la tara del filtro.

4.4.3. Analisis de gases de entrada y salida

Para el andlisis de los gases se emplearon dos dispositivos, el analizador BlueInOne
FERM (BlueSens, Herten, Alemania) y el analizador de gases de escape bBreath (Bionet,
Murcia, Espafia). El primero permitidé monitorizar las fracciones molares de CO2 y O2y
la humedad absoluta, registrando los datos de forma continua y mas precisa a partir de los
gases de escape y de manera intermitente a partir del gas de entrada.

Ambos fueron calibrados al inicio de cada fermentaciéon mediante una corriente de aire
sintético con concentraciones conocidas de CO: y O: para establecer asi una correlacion
lineal entre las concentraciones de los gases y la sefal electronica del sensor.

Por su parte, el bBreath permitié una medicién continua y precisa de la composicion del gas
de salida, utilizando un sensor de zirconio (Cambridge Sensotec) para Oz, con un rango de 0
a 30 %, y un sensor de infrarrojos (Vaisala) para CO., con un rango de 0 a 20 %.

4.4.4. Cuantificacion de fuentes de carbono y subproductos

La cuantificacion de las concentraciones de glicerol, glucosa y posibles subproductos de la
fermentacion como etanol, arabitol y succinato fue llevada a cabo mediante un Vanquish
HPLC (Thermo Fisher Scientific) el cual cuenta con un detector de indice de refraccion (IR)
apropiado para dicha tarea. A este equipo se acoplo una columna de acidos organicos Coregel
87H3 (300 x 7,8 mm) (Concise Separations, San José, CA, EE. UU.). El procedimiento
empleado para este fin se especificd en otra publicacion y gracias a la cual se obtuvo una
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desviacion estandar relativa (DER) inferior al 1 % [98].
4.4.5. Cuantificacion de la concentracion de VHH

4.4.5.1. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

En el caso de la cuantificacion de nuestra proteina de interés VHH, empleamos el mismo
equipo de HPLC, mencionado para la cuantificacion de 4cidos orgénicos, con la diferencia de
que en este caso se empled una columna de fase reversa XBridge Premier Protein BEH C4
(Waters, Mildford, MA, EE. UU.).

El protocolo llevado a cabo consta de dos fases moviles: una fase movil orgénica compuesta
por AcN/IPA 50:50 0,1 % y TFA y una fase moévil acuosa compuesta por H-0 0,1 % TFA.
Ambas fases se mezclaron en distintas proporciones formando un gradiente durante la
medicion.

Es importante remarcar que fueron necesarios estandares de nuestra proteina de interés
purificada para poder relacionar la sefial generada por el equipo con la concentracion de VHH.

4.4.5.2. Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima (ELISA).

El VHH objetivo también fue cuantificado mediante un ensayo ELISA de tipo indirecto contra
la cola de histidina de nuestro VHH. Estos se llevaron a cabo en microplacas de 96 pocillos
de 200 pL (Fisher Scientific) utilizando como estandar nuestro VHH purificado en un rango
de concentraciones de 25 a 500 mg/L.

Primeramente, se rellenaron todas las filas de la placa excepto la Giltima con 100 pL de H20
miliQ. Y posteriormente, se realizaron las diluciones necesarias en nuestro caso para el
estandar se aplicé una dilucion 1:1000 a los dos primeros pocillos en de las primeras columnas
de la placa, obteniendo asi nuestra recta patron por duplicado. A la tercera columna se le
afiadieron 200 pL de H2O ultrapura, sirviéndonos asi de blanco. A parir de la tercera columna
se aplicaron diluciones 1:50 a las muestras para evitar el enmascarado que produce la alta
concentracion de sales a este método.

Tras depositar estas diluciones en 200 pL y en la ultima fila con la pipeta multicanal se
mezclaron los pocillos de esta ultima fila y seguidamente se pasaron 100 pL a la fila siguiente.
Este paso se repitio en cada fila lo cual corresponde a una dilucion 1:2 en cada paso.

Una vez rellenos todos los pocillos y hechas las diluciones, procedemos a una incubacién de
2 horas para el VHH se adhiera al fondo del pocillo (clogging).

Luego, los pocillos se lavaron con tampén TBS (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,6) y los
sitios de unién inespecificos se bloquearon incubando durante 15 min a temperatura ambiente
con albumina de suero bovino (BSA) al 1% (p/v) en tampoén TBST (TBS suplementado con
Tween 20 al 0,1%).

Para la inmunodeteccion, las placas se incubaron durante 45 min con el anticuerpo primario
monoclonal anti-His (Ref. H1029, Sigma-Aldrich), diluido 1:3000 en tampdn de dilucion
(BSA 0,1 % en TBST). Tras un lavado secuencial con TBST y TBS, se afiadi6 el anticuerpo
secundario (Ref. A3562, Sigma-Aldrich) y se incubd durante 45 min adicionales.

La cuantificacion de la concentracion de VHH se realizd mediante un método colorimétrico
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basado en la fosfatasa alcalina (AP). Esta enzima, conjugada al anticuerpo secundario,
hidroliza un sustrato incoloro, el p-nitrofenilfosfato (pNPP, 1-Step PNPP, Thermo Fisher
Scientific), generando p-nitrofenol, un producto amarillo cuya intensidad es directamente
proporcional a la concentracion de proteina presente en la muestra. El color se desarrollo
durante un tiempo controlado y la reaccion se detuvo afiadiendo NaOH 2 M, desplazando el
equilibrio hacia la forma ionizada cromogénica y maximizando la sefial de absorbancia. La
lectura se realiz6 a 405 nm en un lector de placas.

4.4.5.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE)

Empleamos la electroforesis en condiciones desnaturalizantes para determinar la
concentracion de VHH. Para ello usamos geles prefabricados de gradiente de poliacrilamida
(4-15% Mini-PROTEAN® TGX™, Bio-Rad). Las muestras de proteina se prepararon
mezclandolas con tampon de carga reductor, compuesto por una mezcla 9:1 (v/v) de tampdn
Laemmli y [-mercaptoetanol respectivamente. Acto seguido, se llevd a cabo una
desnaturalizacion térmica a 95-100 °C durante 5-10 min. Y la separacion electroforética se
realiz6 a voltaje constante de 120 V durante 80 minutos, utilizando tampo6n Tris—Glicina—SDS.

Para la visualizacion, los geles se sumergieron en una solucion de tinciéon con azul de
Coomassie R-250 (50% metanol, 0,1% Coomassie Blue R-250, 10% &cido acético y 40% agua
destilada) bajo agitacion suave durante 1 h. Posteriormente, se retir6 el colorante y se procedid
a la decoloracion del gel mediante incubacion durante 2 h en una solucién de destincion
compuesta por 50% metanol, 10% acido acético y 40% agua destilada.

Finalmente, la solucion de destincion se sustituyo6 por agua destilada para la rehidratacion del
gel y, una vez hidratado, se procedio a la adquisicion de imagenes utilizando el sistema Gel
Doc™ EZ Imaging System (Bio-Rad). La cuantificacion de las bandas proteicas se realizo
posteriormente mediante el software Image Lab™ (Bio-Rad).

4.5. Secuencia experimental.

A continuacion, debido a la gran cantidad de condiciones se detallard la secuencia
experimental seguida en este proyecto.

Durante la primera fermentacion se estudiaron distintos medios descritos en la literatura:
FM22, Genophys, BSM, MBSM, BFM21, RDM y CPM. Al finalizar la fermentacion y segiin
nuestras premisas que se detallaran en el apartado de resultados. Se eligieron dos candidatos
para seguir optimizandolos, estos fueron BSM y RDM.

Posteriormente, a partir de cada medio base se realizaron modificaciones sistematicas de
distintos parametros y variables, tal y como se resume en la figura 11. A continuacion se
mostrara en detalle cada una de las condiciones experimentadas en cada conjunto
experimental, BSM, RDM (NH4).SO4 0 NH4OH y RDM urea. Ademas, para cada conjunto de
condiciones, se detallaran los valores de la tasa especifica de produccién de VHH, en las tablas
mostradas en este apartado.



Figura 11. Secuencia experimental seguido durante el estudio.
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s . Fuente de Concentracion  Concentracion Estado
Condicién  Medio  Reactor nitrogeno pH Base P™M de sales totales de PTM totales estacionario
A BSM BN1 NH+OH 6 NH4«OH PTMI 100% 100% SI
B BSM BN1 NH+OH 6 NH4« OH PTMI1 50% 50% SI
C BSM BN1 NH4+OH 5 NH4«OH PTMI 50% 50% SI
D BSM BN2 NH+OH 7 NH4 OH PTMI 50% 50% SI
E BSM BN2 NH4+OH 6 NH4s«OH PTM2 100% 100% ST
F BSM BN2 NH4+OH 6 NH4sOH PTM2 50% 100% ST

Tabla 7. Tasa especifica de produccion (qe) de cada condicion correspondiente al medio BSM y sus variantes
. . qrSDS qrELISA qrHPLC
Condicién Medio (mg VHH/g biomasa-h) (mg VHH/g biomasa-h) (mg VHH/g biomasa-h)
A BSM 0,157 + 0,005 0,088 + 0,061 0,049 + 0,007
B BSM 0,174 + 0,004 0,096 + 0,067 0,056
C BSM 0,202+ 0,010 0,136 0,090 + 0,001
D BSM 0,212+ 0,042 0,14 + 0,001 0,089
E BSM 0,233+ 0,017 0,259 0,132+ 0,001
F BSM 0,244 0,229 0,103 + 0,002




Tabla 8. Condiciones experimentales correspondientes al medio RDM empleando urea como fuente de nitrégeno.
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Condicién Medio E;ltil(:tgeegs pH Base PTM KH>PO4 C;;_ICZI(Z) 1Vl7g§2(())4 ’ es t]scsit:::rio
G RDM Urea 4g/L 6 NH4OH PTM2* 12 g/L 0,36g/L 4,7g/L ST
H RDM Urea 2g/L 6 NH4OH PTM2* 6 g/L 0,36g/L 4,7g/L SI
I RDM Urea 4g/L 6 KOH PTM2* 12 g/L 0,36g/L 4,7¢/L NO
J RDM Urea 4g/L 6 NaOH PTM2" 12 g/L 0,36g/L 4,7g/L NO
K RDM Urea 2g/L 6 KOH PTM2" 6 g/L 0,36g/L 4,7g/L NO
L RDM Urea 2g/L 6 NH4OH PTM2* 6g/L 0,36g/L 4,7¢/L NO
M RDM Urea 4g/L 6 NH4OH PTM1 12 g/L 0,36g/L 4,7g/L SI
N RDM Urea 4g/L 6  NH4OH PTM4 12 g/L 0,36g/L 4,7g/L SI
N RDM Urea 4g/L 6 KOH PTM1 12 g/L 0,36g/L 4,7g/L SI
(0] RDM Urea 4g/L 6 KOH PTM2 6g/L 0,36g/L 4,7g/L SI

Tabla 9. Tasa especifica de produccion de cada condicion correspondiente al medio RDM empleando urea como fuente de

nitrégeno.
- . D ELISA HPL
Condicién Medio (mg VHI(-III/)gS biimasa-h) (mg VI-(I]I-PI/g bisomasa~h) (mg VI-?ITI/g biocmasa-h)

G RDM 0,152 £ 0,042 0,145 + 0,029 0,094
H RDM 0,164+ 0,072 0,168 + 0,027 0,17
I RDM 0,329 + 0,093 0,277 0,082
J RDM 0,363 +0,188 0,425 -

K RDM 0,333 +£0,171 0,424 -

L RDM 0,194 0,511 0,20
M RDM 0,053 + 0,039 0,062+ 0,013 0,031
N RDM 0,111 0,097 0,068
N RDM 0,111 0,098 0,050
0] RDM 0,147 + 0,006 0,127 £ 0,011 0,090

Tabla 10. Condiciones experimentales correspondientes al medio RDM empleando (NH4)SO4 0 NHsOH como fuente de

nitrégeno.
Condiciéon Medio Fuente de pH Base PTM KH:PO4 CaClr MeSOs fstado
nitrégeno 2H.0 TH20 estacionario

P RDM  (NH4)28041,65g/L 6 KOH PTM1 12 g/L 0,36g/L 4,7g/L NO
Q RDM  (NH4):SO41,65g/L 6  NH4OH PTM4 12 g/L 0,36g/L 4,7¢/L SI
R RDM  (NH4):SO41,65g/L 6  NH4OH PTM1 12 g/L 0,36g/L 4,7¢/L ST
S RDM No 6 NH40H PTM2 6g/L 0,36g/L 4,7¢/L NO
T RDM No 5 NH4OH PTM2 6 g/L 0,36g/L 4,7g/L ST
U RDM No 7  NH4OH PTM2 6 g/L 0,36g/L 4,7g/L NO
A% RDM No 6  NH4OH PTM2 6 g/L 0,1g/L 3g/L SI
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Tabla 11. Tasa especifica de produccion de cada condicion correspondiente al medio RDM empleando (NH4):SO4 o
NH4OH como fuente de nitrogeno.

Condicién Medio qrSDS qe ELISA qr HPLC
(mg VHH/g biomasa-h) (mg VHH/g biomasa-h)  (mg VHH/g biomasa-h)

P RDM 0,041 0,025 0,041 £ 0,001
Q RDM 0,047 £ 0,014 0,045+0,013 0,021

R RDM 0,278 + 0,029 0,043 +0,0003 0,012

S RDM 0,314 + 0,009 0,214 + 0,004 0,224 + 0,001
T RDM 0,233 +0,016 0,140 + 0,0003 0,084 + 0,001
U RDM 0,476 0,171 0,447 + 0,009
A% RDM 0,226 0,138 0,154 + 0,027

Por ultimo, cabe comentar que, la tasa especifica de crecimiento en el conjunto de condiciones
alcanz6 una media de 0,087 0,01 h™!, un valor muy préximo al nominal con el que se queria
trabajar. Por otro lado, el rendimiento medio fue de 0,59 + 0,03 g biomasa/g sustrato, un
rendimiento dentro del rango de P. pastoris cuando usamos glucosa como fuente de carbono.
Sin embargo, debemos tener en cuenta que las sales de aquellos medios que presentaron
problemas de precipitacion pudieron interferir con la medida del peso seco celular al quedar
retenidas en el filtro [99]. De hecho, este efecto se ha descrito en diversos trabajos e inclusive
se han descrito protocolos para minimizar dichas interferencias [100].

Aun asi, podriamos decir que debido la proximidad del valor medio con el rendimiento tedrico
(Yxs/s =0,5 g biomasa /g glucosa), en estos experimentos la fuente de carbono fue la limitante
tal y como se describe para las operaciones en quimiostato. Esto se confirma ya que nunca se
detectod concentraciones significativas de fuente de carbono en el sobrenadante (<0,1 g/L).
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