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RESUMEN

En el presente trabajo, se llevaron a cabo estudios experimentales y numéricos para
realizar un analisis detallado de la respuesta sobre la carga y sobreflujo metabdlico
durante la produccion de plasmido (ADNp) en cultivos por lote de Escherichia coli
DH5a. Se demostroé que no existia una relacion lineal entre la produccion de ADNp y
la expresion de la proteina, neomicina fosfotransferasa (NPT Il), relacionada a la carga
metabdlica, mediante la adaptacion y validacion de un método ELISA para su
cuantificacion. Se propuso un observador de estados para estimar la concentracion de
ADNp en cultivos por lote, a partir de las mediciones de biomasa, concluyendo que el
sistema es parcialmente observable para la medicién de pldsmido. Se propuso una
estructura de modelo, que involucré 8 variables clave en la producciéon de ADNp para
poder utilizarlo en un estudio numérico-experimental sobre el del efecto de la
temperatura (30, 33, 35, 37,40y 42 °C) y observar el comportamiento del sistema. Los
valores estimados se ajustaron bien (R?>0.94) a los datos experimentales a 37 °C. La
energia de activacion (Ea) y parametros termodinamicos (AH, AS y AG) fueron
calculados para el crecimiento, produccion de ADNp, produccion y degradacion de
NPT Il, producciéon y consumo de acetato, succinato, lactato y formiato. Una vez
concluido el estudio sobre el efecto de la temperatura, se planteé una alternativa
basada en una estrategia sinérgica, obteniendo resultados prometedores en cultivo
por lote y mostrando un efecto combinado a 42 °C y 300 mg/L de kanamicina,
obteniéndose un aumento de 49%, 35% y 65% en rendimiento volumétrico,
rendimiento especifico y productividad, respectivamente. Los resultados muestran que
el estudio detallado de factores de estrés se puede aplicar para la produccién de pDNA
y se demostré6 que existen alternativas a nivel del reactor para su incremento,
modificando las condiciones de cultivo, antes de estudiar las modificaciones genéticas
de la cepa huésped, que han sido ampliamente propuestos.
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ABSTRACT

In the present work, experimental and numerical studies were carried out to perform a
detailed analysis of the response in overflow metabolism and metabolic burden for
plasmid (pDNA) production in batch cultures of Escherichia coli DH5a. It was
demonstrated that there is non-linear relationship between pDNA production and the
expression of the protein related to metabolic burden, neomycin phosphotransferase
(NPT 1), through the adaptation and validation of an ELISA method for its
guantification. Later, a state observer was proposed to estimate the concentration of
pDNA in batch cultures, from the biomass measurements, concluding that the system
is partially observable for the measurement of plasmid. A new structure of model was
proposed, which involved 8 key variables in the production of pDNA for later use it in
an experimental-numerical study (30, 33, 35, 37, 40 and 42 °C) of the effect of
temperature on the behavior of the system The estimated values were well adjusted
(R?>>0.94) to the experimental data at 37 °C. The activation energy (Ea) and
thermodynamic parameters (AH, AS and AG) were calculated for growth, pDNA
production, production and degradation of NPT Il, acetate, succinate, lactate, formate
production and consumption. Finally, starting from the study on the effect of
temperature, an alternative based on a synergistic strategy was proposed, obtaining
promising results in the crop by batch and showing a combined effect at 42 °C and 300
mg/L of kanamycin, was obtained an increase of 49%, 35% and 65% in volumetric and
specific yields and productivity. The results show that the study of stress factors can be
applied for the production of pDNA and it was demonstrated that there are alternatives
to a level of the reactor for its increase, modifying the culture conditions, before studying

the genetic modifications of the host strain, which have been widely proposed.
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Respuesta de la carga y el sobreflujo metabélico de Escherichia coli DH5a en la produccién de ADNp bajo condiciones de
estrés: experimentacion y modelado

1.1 Generalidades de las vacunas

Por definicion, una vacuna es una soluciébn que contiene un antigeno, que
administrada por via oral, nasal o intramuscular estimula una respuesta del sistema
inmune y activa una proteccion contra el o los patdégenos. Esta respuesta puede ser
inespecifica, cuando actia contra todos los patdégenos o especifica cuando la
respuesta es contra de algun patdégeno en particular (Clem, 2011).

La primera generacién de vacunas o vacunas tradicionales, se basan en el uso
de los patdgenos causantes de la enfermedad atenuados o muertos que son
introducidos al sistema inmunolégico para inducir posteriormente una respuesta
inmune, como las vacunas contra la poliomielitis y viruela.

La segunda generacion de vacunas, esta compuesta por subcomponentes
como una proteina especifica o bien una proteina recombinante con propiedades
antigénicas, por ejemplo, las vacunas contra el dengue, difteria y hepatitis B. Debido
al desarrollo global y a la exposicion a numerosos microorganismos causantes de
diversas enfermedades, se han tenido que buscas diversas alternativas para combatir
a dichos patdgenos. Una alternativa a las vacunas tradicionales es el desarrollo de
vacunas de ADN plasmidico (ADNp) (Tahamtan et al., 2017).

1.1.1 Las vacunas de ADN plasmidico

Las vacunas de ADNp o de tercera generacién, se han venido estudiando
desde los afos 90’s y son una opcidon mas segura frente a las vacunas tradicionales.
Las vacunas de ADN o vacunas génicas, involucran la introduccién de uno o mas
genes funcionales que induciran respuesta inmune en el organismo vacunado para
prevenir las enfermedades infecciosas (Rajcani et al., 2005). El plasmido es un ADN
extracromosomico, el cual se replica en forma autbnoma y se encuentra en la mayoria
de las bacterias. Actualmente sélo se han probado vacunas de ADNp para uso
veterinario, como la vacuna contra el virus del Nilo en caballos. Sin embargo, hay
numerosos estudios en diferentes etapas de desarrollo contra otras enfermedades
como VIH, algunos tipos de cancer y algunas enfermedades causadas por parasitos
como las enfermedades de chagas, malaria y leishmaniasis (Gene Therapy Clinical
Trials Worldwide, 2018; Lara et al., 2012; Leitner et al., 2000). En particular, la
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Leishmaniasis es una enfermedad causada por un parasito protozoo del género
Leishmania, que en la actualidad afecta a cerca de 12 millones de personas en paises
en vias de desarrollo (Hotez, 2008). En el protozoario Leishmaniasis donovanii, se
encontré un ligando de fucosa-manosa (FML) y una glicoproteina (Santana, 2002), con
propiedades antigénicas. El principal componente inmunolégico del complejo FML y
de la glicoproteina, (GP36) es el fragmento NH36 y tiene actividad de nucleosil
hidrolasa de 36 kDa, que fue clonada en el vector VR1012, obteniéndose la vacuna
VR1012-NH36, que resultdé ser inmunoprotectora e inmunoterapéutica en ratones de
laboratorio contra diferentes cepas de Leishmania (Aguilar-Be et al., 2004). Por lo que
se ha considerado que éste antigeno podria ser un candidato para atacar la
leishmaniasis, en sus dos formas: visceral y cutanea.

Las vacunas de ADNp presentan algunas ventajas como son la tolerancia y
seguridad, simplicidad en el disefio, no contienen organismos patdégenos ni restos de
estos, minimos riesgos de induccion de una respuesta inmune contra antigenos
propios o el ADN en si mismo, se pueden incluir diversos plasmidos en una formulacion
contra diversas enfermedades o contra varias cepas de la misma inmunidad, costos
de produccién relativamente bajos y su transporte y distribucién no requieren cadena
fria ya que el plasmido purificado es estable a temperatura ambiente. En cuanto a las
desventajas quizas la mas importante es que se requieren grandes cantidades de
ADNp super-enrollado por cada dosis administrada, que van del orden de microgramos
en animales, hasta miligramos en el humano, y ademas se debe cumplir con algunos
requisitos como son: alto grado de pureza y cumplir con normas estrictas establecidas
por la FDA (FDA, 1998). Por lo que es necesario desarrollar procesos de produccion

para dichas vacunas que sean reproducibles y econémicamente factibles.

1.2  Produccion de ADN plasmidico

Existen pocos reportes de produccion a gran escala de ADNp en los que se
obtienen concentraciones en érdenes de g/L, por lo que se requiere de estudios de
escalamiento como un area de oportunidad en el ambito de la ingenieria de

fermentaciones (Carnes et al., 2006).
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De manera general, los pasos involucrados en el proceso de produccion de
ADNp son: fermentacion, aislamiento y purificacion (Prazeres, 1999). Los aspectos
mas importantes para la produccion por fermentacion de plasmidos van desde el
disefio del plasmido hasta las estrategias de fermentacion incluyendo el disefio y

preparacion del medio de cultivo que tienen un marcado efecto sobre la productividad.

1.2.1 Combinacioén plasmido-huésped

La seleccion de plasmido a usar comunmente se lleva a cabo, seleccionando
un plasmido que utilice un gen de resistencia a antibiotico. Este método asegura que
solo las células que contengan ese plasmido con las caracteristicas seleccionadas,
podran propagarse en el medio de cultivo disefiado. Para el plasmido pVAX1-NH36
(utilizado en este trabajo) y otros plasmidos en trabajos relacionados a produccién de
ADNp o proteinas recombinantes, la kanamicina o la neomicina son los antibioticos
gue se usan y son recomendados por la FDA (FDA, 1996). Por otro lado, una
caracteristica importante en la produccion de ADNp es el tamafio del plasmido, ya que
muchos reportes han concluido que mientras mas grande es el plasmido empleado, el
estrés generado al huésped se incrementaria, lo que conlleva a una disminucién de
rendimiento maximo que podria ser alcanzado (Levy et al., 2000); sin embargo, este
estrés también conocido como carga metabdlica, se ha asociado y comprobado que
es principalmente debido a la cantidad de proteina de resistencia (NPT Il para el casi
de kanamicina) producida y no al tamafio del plasmido usado (Rozkov et al., 2004).

La combinacion correcta entre el huésped utilizado y el plasmido seleccionado
es importante, generalmente se utilizan cepas de E. coli. Si bien es general el hecho
de que existen una carga metabdlica debido a la presencia del plasmido en el huésped,
no existe a la fecha un consenso sobre una cepa en particular basada en el genotipo
o fenotipo. Sin embargo, si se han reportado diferencias en la cantidad y calidad del
plasmido producido en funcién de la cepa seleccionada, por ejemplo, algunas cepas
como DH1, DH5a, HB101, MG1655 y C600 han mostrado producir cantidades
elevadas de ADNp de alta calidad (90% de plasmido super enrollado) (O’Mahoney et
al., 2007; Yau et al., 2008).
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1.2.2 Medio de cultivo

Las condiciones de crecimiento involucran ciertos factores que nos hace
reflexionar en un inicio, acerca de la formulacion del medio, el cual a su vez afecta la
calidad y rendimiento del plasmido, asi como los costos finales de produccién. El
proceso de fermentacion debe balancear tanto la demanda de las cantidades de
nutrientes requeridos para la produccion de energia, biomasa y mantenimiento celular.
Para la formulacion del medio de cultivo, deben tomarse en cuenta: el efecto de los
componentes sobre el rendimiento y calidad del plasmido, rendimiento de biomasa,
consistencia entre lotes, algunas interferencias en el o los procesos de purificacion,
asi como aquellos aspectos regulatorios.

Generalmente se requiere del uso de medios de cultivo definidos o semi-
definidos, ya que en la literatura se ha observado que se pueden obtener mayor
numero de copias de plasmido que en medios complejos (O’Kennedy y Patching,
1997) y especialmente en fermentaciones por lote alimentado (Carnes, 2011). El
disefio del medio de cultivo tiene un alto impacto sobre la produccion dependiendo del
plasmido que se esté utilizando, ademas debe cumplir con los requerimientos
ordenados por la FDA, como: no se permite el uso de productos derivados de fuentes
animales. Los medios complejos no estimulan la produccion de pDNA (Shoham et al.,
1990); en tanto que los medios definidos y semidefinidos promueven la sintesis de
pDNA vy brindan estabilidad mayor al 63% en comparacion con los medios complejos
(Prather et al., 2003). Una desventaja de los medios definidos y semi-definidos es que
al aumentar la velocidad de crecimiento se aumenta la produccién de acetato, el cual
es generado por una sobrecarga en el metabolismo. Su produccién se debe a un
desbalance del consumo de sustrato, sobre todo cuando se utiliza glucosa como fuente
de carbono (Duttweiler y Gross., 1998), por lo que se puede utilizar glicerol para

remplazarla.

1.2.3 Condiciones de produccidn

La relacion de plasmido super-enrolados en comparacién con las isoformas
lineal y abierta se ve afectada por el oxigeno y la temperatura. El oxigeno desempeiia
un papel importante en la estabilidad del plasmido. La temperatura Optima de
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crecimiento para E. coli es de 37 °C, sin embargo, se han utilizado temperaturas mas
bajas (30 °C) como estrategia de crecimiento. Se ha demostrado que se pueden
emplear a altas temperaturas (42 °C), se puede emplear para inducir la amplificacion
selectiva del plasmido con origenes de replicacion tales como pUC y pMM1 que se ha
demostrado que son sensibles a temperaturas y que por lo mismo aumentan el nimero
de copias y a la vez reduce la velocidad de sintesis de ARN y ADN que se toman como
contaminantes en la produccion de plasmidos (Prazeres et al., 1999; Prather et al.,
2003). Existen reportes como el de Filomena et al., 2009 en el que con Escherichia
coli DH5a transformada con el plasmido pVAX1-LAcZ crecida a diferentes
temperaturas (30, 32, 37 y 40 °C), se obtuvieron rendimientos especificos de plasmido,
de 4.6 mg/g y 5.56 mg/g y grados de pureza de 35.68% y 45.72% respectivamente, a
37y40°C.

Otros factores que regulan el crecimiento celular como la concentracién de
oxigeno disuelto (OD) y la concentracion de antibiético se deben investigar en los
casos particulares cuando se disefia y optimiza un proceso para la produccion de
ADNp. La concentracion de oxigeno disuelto también actiia como un indicador de la
deficiencia de los nutrientes o de la formulacion del medio de cultivo, especialmente
en las fermentaciones en lote alimentado (Prather et al., 2003). Ha sido demostrado
que, bajo condiciones de no limitacion por oxigeno, las células alcanzan altas
concentraciones en el medio de fermentacion. Generalmente, el control del nivel de
oxigeno disuelto a nivel de biorreactor se puede llevar a cabo mediante una cascada
en el control de la agitacion o bien por enriquecimiento en el aire suministrado,
manteniendo el flujo de aire constante. En el caso del uso de antibiotico debe de
aplicarse a casos particulares cuando se disefia y optimiza un proceso para la

produccion de ADNp.

1.2.4 Modo de operacion del reactor

El principal objetivo de una fermentacion para la produccion de ADNp es
maximizar su productividad, optimizacion de produccion de biomasa y rendimiento
especifico. Un objetivo adicional es maximizar la pureza del plasmido al final de la

fermentacion. Dentro de la estrategia de crecimiento, la cantidad de in6culo y el modo
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de fermentacién (por lote, lote alimentado o continuo) pueden impactar de manera

significativa el proceso.

Cultivo por lote

Las fermentaciones en lote por su propia naturaleza tienen desventajas
fundamentales que resultan en el rendimiento limitados de pDNA. Esto es debido a
inhibicion por sustrato y precipitacion de sales a altas concentraciones de nutrientes
en el medio. Por otro lado, la velocidad de crecimiento en fermentaciones por lote no
puede ser controlada de manera directa. La desventaja quizas mas grande que tiene
este modo de fermentacion es que todos los nutrientes en un inicio estdn en exceso y
eso hace que la velocidad de crecimiento sea esencialmente la velocidad maxima de
crecimiento (Umax) que es indeseable en la produccion de plasmidos. El perfil de
crecimiento de una fermentacion en lote consiste en una fase lag, una fase exponencial
y una fase estacionaria que puede ser descrita de manera adecuada por una cinética
tipo Monod (Shuker y Kargi, 2002). También se ha discutido que una velocidad de
crecimiento reducida esta relacionada de manera cercana a un incremento en el
rendimiento especifico del plasmido y que a su vez esto se puede alcanzar a una baja
temperatura. De acuerdo al tipo de plasmido y el huésped utilizado, se pueden llegar
a alcanzar rendimientos celulares entre 4 g/L y 29 g/L y a su vez rendimientos

especificos de plasmido entre 8 mg/g y 17 mg/g con la estrategia en lote.

Cultivo por lote alimentado

Esta estrategia se define como un cultivo en lote donde se alimenta
continuamente medio nutritivo fresco o alguno de sus componentes. Si el nutriente
gue se alimenta es el limitante del crecimiento, esta técnica permite controlar la
velocidad de crecimiento (u) del microorganismo. EIl lote alimentado es
particularmente Gtil en procesos en los que el crecimiento celular y/o la formacion de
producto son sensibles a la concentracion del sustrato limitante, es decir cuando el
rendimiento celular o la productividad de la biomasa o del metabolito buscado se ven
afectados. Asi, este método se emplea cuando se quieren evitar fenbmenos de

inhibicion por sustrato y se requiere alcanzar una alta concentracion de biomasa.
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Una de las estrategias de alimentacion mas simples y efectivas es la
exponencial. Esto permite que el cultivo crezca a una velocidad predeterminada menor
a su Pmax. Otro tipo de estrategia de alimentacion conocido como control indirecto de
alimentacion de sustrato esta basado en la medicidbn en linea de parametros
fisiologicos como el pH, oxigeno disuelto y la concentracion celular. Este tipo de
fermentacién es especialmente Util para la produccién de pldsmidos debido a la adicion
controlada y constante de los nutrientes que permite el control de la velocidad de
crecimiento. Asi también, la fermentacion en lote alimentado da como resultado
rendimientos elevados de biomasa (Ongkudon et al., 2011).

En la literatura se han reportado diferentes estrategias de fermentacién para
la produccién de plasmidos, Danquah y Forde (2008), obtuvieron una densidad celular
de 10 g/L con un rendimiento volumétrico de 500 mg/L utilizando Escherichia coli
DH5a-pUC109. Listner et al. (2006), obtuvieron una densidad celular y rendimiento de
ADNp de 50 g/L y 1200 mg/L respectivamente utilizando diferentes construcciones de
plasmidos en el sistema de Escherichia coli. Con objeto de reducir la presencia de
isoformas de plasmido, tomando en cuenta que pueden existir 3 estructuras terciarias:
super enrollada, abierta y lineal. Las formas abierta y lineal se consideran como
impurezas debido a su baja taza de inmunizaciéon en comparacién con la forma super
enrollada (Ricci y Hernandez., 2000); asi mismo, para disminuir la concentracion de
toxinas, se ha empleado una estrategia conjunta que, en el modo de lote alimentado,
es iniciar con una primera etapa de cultivo a 30 °C para reducir la acumulacion de
plasmido inestable y posteriormente se realiza un cambio de temperatura (37 °C 0 42
°C) una vez alcanzada una concentracion de biomasa dada. La principal ventaja
lograda con esta estrategia, es que la acumulacién subproductos o represores
metabdlicos debido a la alimentacién controlada de nutrientes (fuente de carbono,
fosfato y oxigeno), se ve significativamente reducida (Prather et al., 2003). Para llevar
a cabo una fermentacion en modo lote alimentado se inicia primero en modo en lote,
esto es, bajo condiciones no limitadas y una velocidad de crecimiento éptima. Cuando
uno o mas nutrientes se han consumido, lo cual ocurre en la fase tardia de la fase
exponencial, se cambia a lote alimentado (Park et al., 2004; Carnes, 2008). Para

sincronizar el consumo y la alimentacion de sustrato, si la medicion de este no es
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posible en linea, la primera estrategia consiste en un control a lazo abierto en donde
la velocidad de alimentacion de sustrato esta controlada en un modelo previamente
establecido, basado en datos experimentales, este control de alimentacion a puede
consistir en una velocidad de alimentacion, constante, lineal o exponencial (Furuichi et
al., 2007; Carnes et al., 2006). La otra estrategia de alimentacion que se utiliza es el
control indirecto de sustrato que se basa en la medicion en linea de parametros
fisiolégicos como el pH, oxigeno disuelto y concentracion celular.

El cultivo o fermentacion continua presenta es en general mas ventajas en
términos de la productividad obtenida de productos primarios como lo son las células,
ya que la velocidad de crecimiento en condiciones de estado estacionario es
controlada por la velocidad de dilucién a velocidades menores a umax. (Tejeda-Mansir
et al., 2008).

1.3 Métodos para el incremento de la replicacion de ADNp: estrés causado
sobre E. coli y su consecuencia sobre el sobreflujo y carga metabdlica

Existen diferentes métodos que son usado para incrementar la tasa de
replicacion y el nimero de copias de ADNp por célula, los cuales causan estrés,
mediante diferentes mecanismos moleculares. La limitacion por aminoacidos activa la
respuesta estricta en E. coli, basada en el incremento de la concentracion del
nucledtido ppGpp (guanosina 5’difosfato 3’difosfato), el cual, a su vez, inhibe la
actividad de la ARN polimerasa, que en consecuencia suprime la sintesis de ARNr,
ARNty ADNp. La sintesis de ppGpp es realizada por la enzima relA que codifica para
la ppGpp sintetasa | (Silva et al., 2012). Cepas de E. coli como la DH5a que son
mutantes de relA no producen ppGpp durante la limitacién por aminoacidos (Riethdorf
etal., 1989), por lo que la baja concentracién de este nucle6tido permite la acumulacion
de ARNt no cargados, disminuyendo la formacién del complejo inhibitorio de la
replicacion (RNAII-RNAI) en los plasmidos tipo pColE1, incrementando su replicacion
(Silva et al., 2012). Otro método utilizado, consiste en la adicion de AMP, el cual
permite el incremento en el nimero de copias de ADNp, solamente en mutantes de
relA y mediante la acumulacion de ARNt no cargados desplazando el equilibrio hacia
los reactivos de la reaccion de carga de los ARNt (Wang et al., 2007). La adicion de
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cloranfenicol incrementa los rendimientos finales de pDNA, teniendo como base, la
disminucién del crecimiento celular, debido a la union a los ribosomas y como
consecuencia inhibir la sintesis de proteinas, seguida de la replicacion de ADN
cromosomal (Reinikainen et al., 1989; Hoffmann y Rinas, 2001). Al final, la inhibicion
de la replicacion del ADN cromosomal permite que la maquinaria de replicacion de la
bacteria pueda ser utilizada en una mayor tasa para producir un mayor nimero de
copias de plasmido.

Aunque la tendencia actual es utilizar plasmido libre de antibidticos en la
produccion de vacunas de ADNp debido al riesgo de reacciones graves de
hipersensibilidad en pacientes, todavia se han utilizado pDNA que contienen gen de
resistencia a la kanamicina (nptll) (Garcia-Rendon et al. 2017; Gomes et al, 2017;
Islas-Lugo et al, 2016), debido a que este antibiético no se usa comunmente para tratar
infecciones humanas (Cranenburgh et al., 2004; Nelson et al., 2013; Vandermeulen et
al., 2011). y NPTII (producto del gen nptll y la cual fosforila la kanamicina impidiendo
su unién a ribosomas bacterianos) no posee ninguna de las caracteristicas asociadas
con proteinas alergénicas y toxicidad en humanos (FDA, 1997).

Aunado a lo anterior, la concentracion de antibiético en la fermentacion es
necesaria para mantener una presién de seleccion y para garantizar la segregacion
correcta del ADNp que contiene el gen de resistencia a la kanamicina que codifica NPT
Il (Hassan et al., 2016). La sintesis de NPT Il consume varios precursores metabdlicos,
energia y poder reductor que pueden usarse para la replicacion de ADNp, reduciendo
los rendimientos finales en el proceso de produccion (Rozkov et al., 2004; Cunningham
et al., 2009). Esta carga metabdlica se asocia principalmente con la sintesis de NPT Il
y no necesariamente con el aumento del tamafio del plasmido (Rozkov et al., 2004).
Algunos estudios indican que aproximadamente el 20% de la proteina intracelular total
es marcador de resistencia y la cantidad de NPT Il que se expresa es mucho mayor
que la requerida para la seleccion y el mantenimiento. Ademas, la alta produccion de
NPT Il tiene un efecto adverso sobre los procesos de separacion y purificacion
(Panayotatos N., 1988; Rozkov et al., 2004). La exposicion a aminoglucésidos activa
la expresion del grupo del gen cps que codifica varias de las enzimas implicadas en la

sintesis y translocacion exopolisacaridos y polisacéaridos capsulares (PSC) (Rahn et
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al., 1999), que muestran un efecto sobre la absorcion de aminoglucosidos y podria
estar involucrado en la proteccién celular; por otro lado, las endotoxinas que
generalmente se refieren a CPS son los principales contaminantes en la produccion
de productos biolégicos por E. coli (Ebel et al., 1999, Stevenson et al., 1996, Taber et
al., 1987).

Otro factor importante que también ha mostrado un efecto positivo en el
aumento de la velocidad de replicacion en la produccién de ADNp es la temperatura.
El aumento de la temperatura (40-45 °C) produce pDNA cuando estos contienen un
origen de replicacion de pUC (un derivado de pMB1) (Silva F. et al., 2009; Jaén et al.,
2013) debido a que este contiene una Unica mutacion de base (de guanina a adenina)
en el cebador de replicacion (llamado ARN II) el cual afecta su plegamiento evitando
la interaccion con el represor (ARNI), reprimiendo eficazmente la sintesis de ADNp
(Lin-Chao et al., 1992). Ademas, bajo esta condicion, el rendimiento de biomasa se
reduce y el sobreflujo metabdlico aumenta debido a la respuesta por choque térmico
(HSR) (Guisbert et al., 2004). Esta respuesta se traduce en una elevada sintesis de
varias proteinas (principalmente proteasas y chaperonas), entre las que se pueden
mencionar son: DnaK, DnaJ, GrpE, GroEL y GroES. La sintesis de este conjunto de
proteinas tiene como objetivo proteger al huésped del posible dafio por el calor y
controlar la homeostasis, incrementando la termo-resistencia (Valdez-Cruz et al.,
2010).

En términos fisiologicos, la velocidad de consumo de la fuente de carbono se
incrementa y por lo tanto los flujos de carbono también, siendo una excepcion las rutas
metabdlicas del anabolismo como la de las pentosas fosfato y el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (CAT), en las que disminuye el flujo de carbono; debido al incremento
en la ruta glicolitica, cuando el flujo de carbono llega al nodo del piruvato, este es
excretado en forma de &cidos organicos (acetato, lactato, succinato y formiato),
reduciendo el flujo hacia CAT y por lo tanto de la cadena respiratoria. También Hasan
y Shimizu (2008), observaron un aumento en el consumo de oxigeno y produccion de
COg, asi, como en estudios transcripcionales se ha demostrado una represion de

genes de proteinas de CAT.
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En conclusion y de acuerdo con lo anterior, tanto la kanamicina como la
temperatura inducen la sintesis de varias proteinas codificadas en cps y proteinas de
choque térmico (HSP), que incluyen proteasas y chaperonas, que proporcionan
proteccion contra la exposicion al antibidtico kanamicina, lo que demuestra que la
sobreexpresion del sistema GroEL/GroES protege el potencial de membrana de la
bacteria y rescata el crecimiento celular (Goltermann et al., 2013; Guisbert et al., 2004;
VanBogelen y Neidhardt, 1990).

1.4 Desarrollo de modelos para sistemas bioldgicos de produccion

Un modelo matemético es una formulacion matemética de la operacion de un
sistema en términos de sus constituyentes y mecanismos. En una fermentacion
aerobica, los principales constituyentes son el sustrato, el oxigeno, la biomasa, el
volumen del reactor, los flujos de sustrato, asi como de aire, mientras que los
principales mecanismos son el crecimiento microbiano, la transferencia de masa
(aireacion) y el mezclado (Gernaey et al., 2010). El desarrollo y construccién de un
modelo siempre se ha caracterizado por mezclar aspectos tedricos con aspectos
practicos (experimentos). Es por ello que el proponer modelos matematicos complejos,
en ocasiones en la practica, se cae, en procesos con variaciones no deseadas (Moser
et al., 1985). En los modelos de simulacion, los procesos son representados por una
combinacion de modelos empiricos y mecanisticos. En cuanto mas conocimiento se
genera del proceso, los modelos mecanisticos remplazan de manera gradual a los
empiricos. Los modelos mecanisticos para procesos de fermentacibn son
desarrollados basandose en balances de masa, energia y momentum, apoyado con la
formulaciéon de apropiados modelos mateméaticos apropiados, de los mecanismos
como expresiones cinéticas para reflejar las dinAmicas del proceso.

Una clasificacion ampliamente aceptada de los modelos mecanisticos de los

procesos microbioldgicos es la siguiente:

No-estructurado Estructurado

No segregado ]
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Un solo componente. Multicomponente
Descripcion de las células Descripcion de las células
como promedio como promedio

Multicomponente
Un solo componente Poblacion celular heterogénea,
Poblacion celular heterogénea células
tratadas a nivel individual

Segregado

Caso real

1.4.1 Balances macroscopicos

Los sistemas fermentativos tienen caracteristicas cinéticas intrinsecas como:
configuracion del fermentador, gradientes de concentracion de la alimentacion,
dispersion, recirculacion (si la presenta), nivel del volumen de trabajo (por toma de
muestra). Este tipo de procesos ocasionan por la transformacion que se lleva como (o
en) funcién del tiempo, cambios en la estructura con una velocidad que depende de
las condiciones del proceso mismo. Los modelos son relacionados a través de
ecuaciones que cumplen con leyes de conservacion de masa (balances), las cuales,
a su vez, se deben resolver, para poder describir los cambios que se presenten en
términos de las variables de estado modeladas (concentraciones de biomasa, sustrato
y productos). Los balances macroscoépicos basados en modelos pueden ser utilizados
y de hecho lo son, para escalar procesos, para predecir comportamientos bajo
diferentes condiciones de operacion, para la optimizacion del proceso mismo, control
y la posible identificacion de fallas (Dunn et al., 2003; Schugerl and Bellgardt 2000).
Por lo anterior, los modelos cinéticos son herramientas indispensables para describir
y comprender de manera detallada el comportamiento de sistemas fermentativos como

la produccion de ADNp.
13
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1411 Modelos cinéticos NO estructurados

Debido a que, en los modelos NO estructurados, las reacciones biologicas
solamente pueden ser descritas por variables macroscopicas que, de una manera u
otra, describen las condiciones en el fermentador, este tipo de modelos proveen una
simple pero util descripcion de las cinéticas de crecimiento, lo cual puede ser aplicado
para procesos con un proposito disefiado. En los dltimos afios, se han utilizado en
procesos de fermentacion, modelos que son principalmente no estructurados que se
ajustan bien al crecimiento, consumo de sustrato y produccién de metabolitos
(Gernaey et al., 2010).

La dindmica en los sistemas ha llevado al estudio de estos y como resultado,
varios modelos biolégicos NO estructurados han sido estudiados con estructuras tipo
Monod, inhibicién por sustrato y producto, Chen y Hashimoto, Contois y Levenspiel

(Chen y Hashimoto., 1980). Sus estructuras algebraicas son:

Tabla 1. Modelos cinéticos de inhibicién por sustrato

Modelo Ecuacion p
Haldane WmS
Ks + S+ S2K;?!
Moser Uy, S™ ]
Kg + Sn

Tabla 2. Modelos cinéticos de inhibicion por producto

Modelo Ecuacion p
Boulton HmKp
Kp+P
Levenspiel P™
Mm [1 - K_
P
Luong P\™
in |1 ()
P
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Ademas de una combinacién de estos como son:

Tabla 3. Combinacion de Modelos cinéticos.

Modelo Ecuacion p
Haldane-Boulton SSP,X) = [ ]X
HES, P X) = IKS+S+SZK l Kp + P
_ HmS
Haldane-Levenspiel HES P X) = le + S+ S2K;? [1 Kp] X
Haldane-Luon S,P,X) = Hin -1 ( d >m X
g HES, P X) = KS+S+SZK—1 Kp
M r-Boulton ,P, X ”
oser-Boulto u(s ) = Ks +S“ K, +P
Moser-Levespiel (S,P,X) = S ”1 ( )] X
P S5 = kg + on Kp
Moser-Luon (S,P,X) = HmS” ] 1 X
tong S5 = kg + o0 Kp
P n
Levenspiel WS, P X) = [1 - ﬁ] [Ks s
Aiba [ HmS” ] (—S)
h(S) = [K +on] P,
Contois
H(SX) = st+s
Chen y Hashimoto H
y ) = [retm |
K¢Sy + (1 —Ksg)S
Monod
S) =
h(S) = K +S
Andrew
u(s) = I
(Kg + S)(l + SKi%)

A pesar del niumero elevado de modelos que se han desarrollado con el objetivo
de describir los sistemas biolégicos, el tipo de modelos NO estructurados se ve limitado
por lo reducido de las variables que contemplan en su estructura. Sin embargo, las
bondades de este tipo de modelos, los vuelven una herramienta muy til para describir

e incluso predecir el comportamiento de sistemas fermentativos.
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1.4.2 Sistemas dindmicos

La definicion de un sistema puede ser tomado como un conjunto de elementos
gue interactian y puede ser estudiado. Existen diferentes tipos de sistemas, los cuales
pueden clasificarse de acuerdo con sus caracteristicas, por ejemplo, una clasificacion
ampliamente utilizada es la que divide los sistemas en abierto y cerrado, si es que
existe una transferencia de masay energia con los alrededores o no, respectivamente
(Sieniutycz, 2016). Otra clasificacion es la que esta en funcion de la dependencia al
tiempo, clasificando los sistemas en autbnomos y no auténomos. Por ultimo, una
clasificacion que se entiende en muchas ciencias exactas sobre los sistemas

analizados es la que los agrupa en sistemas lineales y no lineales.

1.4.2.1 Sistema lineal

Un sistema lineal posee dos propiedades basicas que gobiernan su
comportamiento:

e EIl principio de superposicion: Si el sistema es lineal y una entrada I1 tiene una
respuesta Rz, y otra entrada I> tiene una respuesta R, la suma de las entradas
(I1+12) da como resultado una suma de las respuestas (R1+R2). El principio de
superposicion establece que la respuesta de un sistema lineal a un cambio en la
magnitud M es exactamente el mismo como M veces la unidad de la respuesta del
sistema.

¢ Independencia del caracter de la respuesta dinamica y condiciones del proceso:
Cuando un sistema es lineal, la respuesta R del proceso a un cambio en la entrada
I, la dindmica de R es independiente de las condiciones a las cuales se esta
operando; por lo que, cuando se lleve a cabo un cambio en la entrada a diferentes
condiciones de operacion al estado estacionario llevara a cambios de la misma

magnitud y dinAmica en la salida (Bernstein, 2005).

1.4.2.2 Sistema NO lineal
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Cuando un proceso muestra un comportamiento NO lineal como los procesos
fisicos en la naturaleza, una buena aproximacién seria un modelo lineal, sin embargo,
una forma mas realista para su representacion seria un modelo NO lineal. Asi mismo,
la representacion de un sistema mediante un modelo NO lineal, conlleva un aumento
en el costo del analisis dinamico que se realizara ya que un sistema NO lineal no
exhibe las propiedades de los sistemas lineales, por lo que la respuesta obtenida para
la suma de las entradas no es igual a la suma de las respuestas individuales como

sucederia en un sistema lineal (Bequette, 1998).

1.4.2.3 Linealizacién de un sistema NO lineal

Debido a gue muchos procesos fermentativos son NO lineales, la linealizaciéon
de estos sistemas se puede llevar a cabo para realizar un andlisis dinamico, debido a
la facilidad en el entendimiento de modelos lineales y lo cual es necesario para
meétodos en el disefio de controladores y observadores del sistema. El comportamiento
de un sistema NO lineal cercano a una condicion de estado estacionario (cuando no
existen variaciones en funcion del tiempo del sistema), conocido como punto de
equilibrio, puede ser determinado mediante la linealizacion en ese punto. A

continuacion, se explica la linealizacion de modelos NO lineales para un punto de

equilibrio.

. d

Xy = % = f; (X4, X5, 1) (1)
Lo dxy f

=% = 2(X1,X2,1) (2
y = g(X1,Xz,1) (3)

Ahora, si las funciones f1 y f2 son continuamente diferenciables, se puede realizar la

expansién de ambas ecuaciones en forma de series de Taylor, obteniendo:
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of;
f1 (X1, X2, 1) = f; (X5, X5, Ug) + 67| (X4 — X1s)
1 X1s:X2s/Us
of of
P (= Xp5) + 5 (u—u)
X2 X15,X25,Ug u X1s:X2s)Us
+ Términos de orden mayor
of,
fo (X1, X2, 1) = f(X45, X2, Us) + E (X4 — X15)
17x%15.%25,Us
ot (Xy — Xy) + of; (u—uy)
. 27 4A2s a. - Us
0%, X15.X2s,Ug du X1,X2,Us
+ Términos de orden mayor
g
Bt %o W) = glirs Xas U) T 20| (1 =)
1'%15.%25,Ug
0 0
o IR O R I TR
X2 X15,X2s,Ug Ulx, x,,ug

+ Términos de orden mayor

De la linealizacion a partir del estado estacionario:

f1 (X15,X2s, Ug) = f5(X15,X25,ug) = 0

g(XlsIXZSi us) =Ys

Debido a que la constante de derivacion es cero:

dx; _ d(X1-X1s) dx;  d(Xz_Xzs)

dt dt dt dt
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Se puede escribir el modelo de espacio de estado:

r of of 1
1 1
d(x1-Xy5) Fr Fr
dt _ X1 X1s5:X2s,Usg X2 X1s:X2s,Us [Xl - Xls]
d(XZ—XZS) afz afz XZ - XZS
dt 0x ox
R X15,X2s,Us 2 X1s5:X2s,Us-
[afl 1
| XlS'XZS'uS [u —-u ]
o o
l X1,X2,us J
g dg — X;
Y=V1= |5 E [X o]+ [u—us]
X1 X1s5:X2s,Us X2 X1s5,:X25,Us 2 2s au X1,X2,Ug

La cual es la forma de un modelo de espacio de estado:

x' = Ax' + BU’

y' = Cx' + Du’

Donde (") indica las variables de desviacion (Bequette, 1998).
Cualquier matriz puede caracterizarse por su determinante y rango, informacion

gue es muy util en los analisis de observabilidad, controlabilidad y sensibilidad

paramétrica.

1.4.3 Estimacion de estados en reactores
1.43.1 Problemas sobre la estimacion de estados
En biorreactores, el monitoreo de las variables temporales, resulta fundamental,

sin embargo, no todas estas variables pueden medirse de manera directa y en linea
(Goffaux y Vande Wouwer, 2005); asi mismo, la implementacion de sensores para el

monitoreo de todas esas variables seria inviable, por su costo y/o limitaciones
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tecnologicas (Lopez-Pérez et al., 2013). Existen alternativas para la cuantificacion de
variables para las cuales no se cuentan con sensores, como la estimacion usando
algoritmos matematicos conocidos como observadores de estado (Zhang y Henson,
2001). El problema del disefio del observador surge naturalmente en un enfoque de
sistema, tan pronto como se necesita informacion interna no medida a partir de
mediciones externas. En general, de hecho, esta claro que no se pueden usar tantos
sensores como sefales de interés que caractericen el comportamiento del sistema con
respecto a restricciones tecnoldgicas, razones de costos, especialmente dado que
tales sefiales pueden venir en un niamero bastante grande, y pueden ser de varios
tipos: por lo general incluyen pardmetros, sefales temporales que caracterizan el
sistema (variables de estado) y perturbaciones externas no medidas (Lyubenova,
2016; Kostov et al., 2015).

1.4.3.2 Observadores y observabilidad

Un observador de estado es un algoritmo matematico el cual reconstruye la
evolucion en el tiempo del vector de estados de un sistema, y se basa en mediciones
relacionadas que sean de facil medicién (biomasa o fuente de carbono) y empleando
un modelo matemético del sistema estudiado (Besancon, 2007). O sea, un observador
puede interpretarse como una herramienta que, utilizando mediciones obtenidas con
sensores fisicos, puede realizar la estimacién de variables relacionadas en un modelo
del sistema. Esta herramienta reproduce el sistema estudiado, alimentandose con las
entradas que recibe el proceso real y también recibiendo datos del monitoreo de
variables de salida (Mohd Ali et al., 2015).

El disefio de condiciones de observabilidad para sistemas no lineales es un
problema desafiante (incluso para sistemas conocidos con precisién) que ha recibido
una cantidad considerable de atencion. Una primera categoria de técnicas consiste en

aplicar algoritmos lineales al sistema linealizados alrededor de la trayectoria estimada.
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1.5 Justificacion

Las vacunas basadas en pDNA se pueden desarrollar de manera segura y rapida en
comparacion con las vacunas tradicionales, con rendimientos especificos de pDNA
alrededor de 15 mg/g y con una pureza superior al 90 % de la isoforma super enrollada,
por lo que es de interés generar conocimiento referente a los factores que afectan su
produccion. La experimentacion y el modelado matematico de la etapa fermentativa
constituyen una combinacion importante para su comprension y asi poder disefiar y
desarrollar procesos altamente productivos.
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1.6 Hipotesis del trabajo

El estudio numérico-experimental de la carga metabdlica y sobreflujo metabdlico en la
produccion de pDNA bajo condiciones de estrés, permitira elucidar detalles del proceso
fermentativo y plantear una estrategia que permita incrementar los rendimientos finales

de produccion.
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1.7 Objetivos
Objetivo general
Estudiar la respuesta de la carga metabdlica y el sobreflujo metabdlico de Escherichia

coli DH5a sobre la produccion de pDNA bajo condiciones de estrés.

Objetivos especificos
O Evaluar la carga metabdlica en términos de la produccion de NPT |l durante la

produccion de ADNp

O Proponer una estructura de observador para estimar la concentracion de ADNp

en cultivos por lote de E. coli DH5a

O Realizar fermentaciones a diferentes temperaturas en cultivos por lote del
sistema E. coli DH5a-pVAX1-NH36

Q Proponer un modelo cinético de la produccién de pVAX1-NH36 para el estudio

numeérico del efecto de la temperatura

Q Evaluar una estrategia sinérgica para el incremento de la producciéon de ADNp,

utilizando temperatura y concentracion de antibiotico como factores de estrés

23

@



Respuesta de la carga y el sobreflujo metabélico de Escherichia coli DH5a en la produccién de ADNp bajo condiciones de @
estrés: experimentacion y modelado

CAPITULO 2

DESCRIPCION DE
MATERIALES Y
METODOS
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2.1 Etapal

Cepa bacterianay plasmido usado

La combinacion huésped-plasmido fue E. coli DH5a cuyo genotipo es
¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17(rk", mk*) gal- phoA supE44
A thi'll gyrA96 relAl y como vector, pVAX-NH36 (3936-bp), el cual contiene un
fragmento de ADN que codifica para el antigeno NH36 de Leishmania donovani
(Sanchez-Casco, 2013) y su mapa se presenta en la Fig. 2. El plasmido pVAX-NH36
contiene kan* y un origen de replicacion pUC (derivado de pMB1) para un elevado
namero de copias (Invitrogen, 2012).

E. coli DH5a-pVAX1-NH36 se propagd en placas de agar LB (Luria-Bertani)
cuya formulacion es: 10 g/L de NaCl, 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de peptona
de soya, 15 g/L de agar y 50 pg/mL de sulfato de kanamicina. Se us6 una sola colonia
de esta placa para inocular un matraz con deflectores de 1000 mL con un sistema de
aireacion, el cual contiene 200 mL de medio mineral quimicamente definido (CDMM,
descrito enseguida) mas 12.5 g/L de glicerol. El matraz de agitacidén se incub6 en un
agitador orbital (New Brunswick, EE.UU.) a 30 °C, 250 rpm, 0.5 vvm y con un didmetro
de agitacion orbital de 10 mm. Como crioproteccién celular, se afiadieron 20 mL de
glicerol al 80% (p/v) cuando el cultivo alcanz6 una densidad 6ptica (DOesoonm) de 8 y se
hicieron alicuotas de 10 mL se congelaron inmediatamente sobre hielo seco y se

almacenaron a -70 °C (Banco de semillas CDMM).
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Fig. 1. Mapa simplificado del plasmido pVAX-NH36 (tomado de Pérez-
Martinez., 2009)

25

@



Respuesta de la carga y el sobreflujo metabdélico de Escherichia coli DH5a en la produccién de ADNp bajo condiciones de
estrés: experimentacion y modelado

Medio e indculo

Medio

El medio CDMM para crecimiento de E. coli DH5a previamente modificado
(Islas-Lugo, 2016) tenia la siguiente composicion (g/L): 5.8 de K2HPOa; 7.5 de KH2POg;
0.125 de antiespumante 204; 5.92 de (NH4)2S04; 2.3 de MgS04.7H20; 2 de NaCl; 2.85
mg de FeCl.6H20; y 14.7 mL solucion de elementos traza (SET). La SET contenia la
siguiente composicion en g/L: 2 de ZnCl2.4H20, 2 de CoCl.6Hz20, 2 de Na2M004.2H20,
1.9 de CuCl2.2H20, 1.6 de H3BOs3, 1.6 de MnSO4.H20, 0.6 de &cido citrico y 1 g de
CaCla.

In6culo

Se inocularon 10 mL de banco de semilla en un biorreactor de 750 mL que
contenia 200 mL de CDMM mas 12.5 g/L de glicerol, 50 ug/mL de kanamicina y 40
Mg/mL de tiamina y se llevé a cabo la fermentacién a 30 °C, 1200 rpm, 1 vwm. El cultivo
se usO como indculo (20% v/v) cuando monitore6 un aumento de %0OD, alcanzando

un consumo completo de glicerol y ODesoonm de 24 (DCW de 9 g/L).

Fermentaciones

Para la etapa 1, las fermentaciones se llevaron a cabo por duplicado en un
biorreactor de 2 L el cual contenia 1 L de medio CDMM mas 200 mL de in6culo y se
crecié a 30 °C, 37 °C y 42 °C, 1200 rpm y 1 vwvm. El %0OD se mantuvo por arriba del
30% mediante el enriquecimiento con oxigeno puro cuando fue requerido. Se tomaron
muestras de 5 mL que se utilizaron para analizar la concentracion de peso seco
(DCW), glicerol y NPT Il. EI DCW fue estimado midiendo DOsoonm en la dilucién
apropiada de la muestra y utilizando una curva de calibracion: gDCW/L=0.38xDOs00nm
asegurando que DOesoonm< 0.4. Esta curva de calibracion se generé a partir de
muestras centrifugadas (10 mL) en una centrifuga Sorval a 10 000 rpm y 4 °C durante
10 min. El peso del paquete celular fue determinado mediante peso seco (secado a 85
°C durante toda la noche). Los sobrenadantes fueron usados para el analisis de glicerol
utilizando un método espectrofotométrico previamente reportado (Bondioli y Della,
2005). Para la cuantificacion de ADNp, las mismas muestras fueron diluidas con agua

26

@



Respuesta de la carga y el sobreflujo metabdélico de Escherichia coli DH5a en la produccién de ADNp bajo condiciones de
estrés: experimentacion y modelado

destilada y una alicuota de esa dilucibn que equivalia a 300 ugDCW fueron
centrifugados a 10 000 rpm a 4 °C durante 10 min. Los paquetes celulares fueron
almacenados a -20 °C para el subsecuente andlisis de plasmido. El ADNp se extrajo
utilizando un kit QlAprep Spin Miniprep (Quiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. La concentracion extrinseca (Cp) de ADNp en la solucién
purificada (de los 300 pgDCW) fue medida espectrofotométricamente a DOz6onm Y
DO2sonm utilizando un espectrofotometro Nano-Drop UV ND-1000 (NanoDrop,
Wilmington, Alemania) y se calculdé utilizando la siguiente correlacion: DO26onm=1
corresponde a un Cp de 50 mg/L en la solucion purificada. Los acidos orgénicos
(acetato, lactato, succinato y formiato) fueron analizados en los sobrenadantes
utilizando un HPLC Varian PS-430 (Agilent Technologies., Santa Clara, CA) como fue
reportado con anterioridad por (Soto, 2011). La cuantificacion de NPT Il fue realizada
tomando 1 mL de cada muestra para obtener el extracto celular y analizado mediante
ELISA descrito y reportado en el apéndice Al y LC-MS/MS, respectivamente.

Extraccion

Tres muestras de fermentacion correspondientes a 2.0, 5.0 y 8.25 h de tiempo
de cultivo, las cuales representan las fases de crecimiento exponencial, exponencial y
estacionario, respectivamente, se usaron para establecer ciclos de sonicacion. Las
muestras se centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Los sedimentos
se re-suspendieron al mismo volumen inicial en el amortiguador de extraccion (Tris-
HCI 50 mM de Bio-Rad (EE.UU.) pH 7.4, NaCl 200 mM de J.T. Baker (EE. UU.), EDTA
15 mM de Bio-Rad (EE. UU.), 100 uM de PMSF de Sigma-Aldrich (EE. UU.). Las
muestras se sonicaron mediante un ciclo de 50% de amplitud durante 45 s, reposando
la muestra 1 minuto en hielo y se reinicié hasta completar 4 ciclos, en cada ciclo se
realiz6 una dilucién adecuada. La dilucion correspondiente a cada ciclo de sonicacién
se centrifugo a 10 000 rpm durante 10 min a 4 °C. La extraccion se evalué midiendo
NPT Il mediante ELISA. Se utilizé la prueba ANOVA para comparar la media de cada
ciclo de sonicacion, para buscar una diferencia estadistica a el nivel de significancia
del 5% (a=0.05).
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Solucién estandar y curva de calibracién

Se utilizé una solucién estandar de NPT Il comercial obtenida de Adgia, Elkhart,
Indiana USA, disuelta en Tris-HCI 20 mM pH 8.0 (Bio-Rad) y almacenada a -80 °C
hasta su uso. Las soluciones de trabajo se prepararon mediante la diluciéon de la
solucion estandar de NPT Il con una solucién amortiguadora de carbonatos, la cual
contenia Na2C0O30.3 My NaHCO3 0.7 M (J. T. Baker, USA), para su uso en el método
ELISA. Las soluciones para generar la curva de calibracion para los métodos ELISA 'y
LC-MS/MS contenian 18, 36, 72, 108 y 144 ng/mL.

LC-MS/MS para cuantificar NPT Il

Los puntos para generar la curva de calibracion y los lisados celulares de las
muestras de fermentacion fueron digeridos enzimaticamente con un método
modificado (Shevchenko et al., 2007). La separacion cromatogréfica fue realizada en
una columna Agilent ZORBAX SB C18 (0.5 mm x 150 mm, 5 um). El programa de
gradientes de elucién se reporta en la Tabla 4. El analito fue identificado en un
espectrometro de masas Qtrap 3200 (Sciex); los parametros establecidos para realizar
la identificacion estan reportados en la Tabla 5. La identificacion y cuantificacion se
realizados en MRM (Modo de Reaccion Mdultiple) con las siguientes transiciones
MS/MS: 851.91—-545.28 y 851.91—-689.28 (Q1—Q3), las cuales corresponden a las
series b6 y y6 del péptido de NPT Il TDLSGALNELQDEAAR (851.9158 Th, z=2%)
(Uniprot, acceso: tr|lQ08JA8|Q08JAS8). Los iones 545.28 y 689.28 fueron elegidos para
la cuantificacion, de acuerdo al patron de fragmentacion reportado en la Fig. 1. Las
areas de los picos en los cromatogramas generados tanto de las soluciones de los
puntos de la curva como de las muestras fueron usadas para la cuantificaciéon de NPT
Il.

Tabla 4. Programa de gradientes de elucién de CL

Tiempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0.00-3.00 90.00 10.00
35.00 40.00 60.00
36.00-45.00 10.00 90.00
46.00-120.00 90.00 10.00

Solvente A Solucion acuosa al 0.1 % (v/v) de &cido trifluoroacético (ATF), solvente B
Solucion acetonitrilo:acido trifluoroaceético al 0.1 % (v/v)
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Tabla 5. Condiciones de LC-MS/MS

Parametros (Abreviacion, unidades) Valor

Gas de cono (CUR, psi) 25
Tension de rociado de iones (IC, V) -4500
Temperatura (TEM, °C) 150
Fuente de iones 1 (GS1, psi) 15
Fuente de iones 2 (GS2, psi) 0
Potencial de ruptura (DP, V) -70
Potencial de entrada (EP, V) -10
Energia de colision (CE, eV) -40
1.8ed 851.8800
1.7e4
1.6e4 4
1.5e4
1.4ed4
1.3e4 ]
o 1.2e4 4
% 1.1edq
2
= 1.0e1
%9000,0—
P 8000.04
7000.04
6000.0 4
5000.0 6892800
400091 5451600 627.3600 | 7443600 901.0800 10452000 1286.2800
3000.0 \
175.2000 246.2400 931.3200 1158.6000 1373.1600
2000.0 1
1000.0-
ool E]I [ LI | I Ilhllll IH‘ I IH“ h L] | }I | |
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miz

Fig. 2. Espectro complete de MS/MS de la Neomicina fosfotransferasa Il (NPT II)

Procedimiento para cuantificar NPT Il mediante ELISA y evaluacion de los

tiempos de reaccién
Para el analisis de ELISA se utilizaron las siguientes soluciones, PBS la cual
contiene NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM, solucion de

lavado, la cual es la solucion PBS mas 0.05% v/v de TweenZ20, solucién de bloqueo,

29

@



Respuesta de la carga y el sobreflujo metabdélico de Escherichia coli DH5a en la produccién de ADNp bajo condiciones de
estrés: experimentacion y modelado

que es la solucion de lavado més 3% p/v de leche descremada, solucion de citrato
conteniendo &cido citrico y citrato de sodio 0.1 M, solucion de sustrato con 1 mg/mL
de diclorhidrato de O-fenilendiamina disuelto en la solucion de citrato mas 4 pL de
H202al 30% v/v. La prueba de ELISA se realizé usando placas Nunclmmunoplates 96-
wells, Maxisorp de 0.4 mL y un lector Multiskan EX. El procedimiento detallado para el
andlisis de NPT Il mediante ELISA se muestra en el Anexo Al.

Validacion del método ELISA para la cuantificacion de NPT Il

Se llevo a cabo una validacion parcial del método ELISA adaptado, en la cual
se evalud: linealidad, limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ),
precision (coeficiente de variacion, CV) y exactitud (error medio relativo, MRE). La
linealidad del sistema fue determinada usando el método de minimos cuadrados, el
criterio de aceptacion fue un valor de regresiéon 20.99 (r?) y el rango lineal de operacion
fue establecido entre los valores mayor y menor con una exactitud y precision
satisfactorias.

LOD es la cantidad mas pequefa de analito que puede ser detectado, el cual
fue determinado con 10 soluciones del blanco de reactivos. Este método proporciona,
en el mejor de los casos, una estimacién y se basa en la distribucion normal gaussiana
de las mediciones en blanco alrededor de cero. LOQ es la cantidad mas pequefia de
analito que se puede medir cuantitativamente en la muestra con precision y precision
aceptables. La precision que describe la cantidad de variaciéon que se produce dentro
de un ensayo, puede evaluarse determinando la variacion entre las repeticiones
analizadas a diversas concentraciones en la curva estandar y debe ser <10%. La
precision expresa la proximidad del valor determinado al valor que se acepta como un
valor verdadero convencional o un valor de referencia aceptado y debe ser <15%.
Precision y precision se evaluaron en el rango lineal de la curva de calibracién. La
precision y exactitud intraensayo se determinaron mediante la medicion de las
soluciones de la solucion estandar de NPT Il (20, 60 y 100 ng/mL) cinco veces en el
mismo dia. La precision y exactitud interensayo se evaluaron mediante la medicién de
las mismas soluciones de la solucion estandar de NPT Il cinco veces en dias

diferentes, los parametros descritos se determinaron con las siguientes ecuaciones:
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LOD = %; + 3s @)
LOQ = %; + 10s 5)
CV = %x 100 ©6)
MRE = ’Ei;" x 100 Ko

Donde s es la desviacién estandar, x; la media de las concentraciones

observadas, y x la concentracién real.

2.2 FEtapa?
Modelo matematico para propuesta de observador
Las expresiones cinéticas y de velocidad especifica de crecimiento propuestas
por Lopes et al., 2014 utilizadas para proponer la estructura de observador son la
siguientes:
Velocidad especifica de crecimiento en glucosa:
S Kisa Kixp Kixa

Hs = Hmax | 5k va Kixp+F/x Kixa+A ®
Velocidad especifica de crecimiento en glicerol:
G Kigs  Kijga Kixp Kixa
Hg = Hmaxg Kg+G Kigs+S Kiga+A Kixp+P/x Kixa+A ®)
Velocidad especifica de crecimiento en acetato:
A Kjas Kiga Kixp Kixa (10)

Ha = Hmaxa Ka+A Kias+S Kiga+G Kixp+P/X Kixa+A

Utilizando las expresiones cinéticas (8-10), se formularon las ecuaciones de
balance de masa siguientes para un cultivo por lote:

Balance de masa para glucosa (g/L):
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ds X

at —Hs Y_xs (11)
Balance de masa para acetato (g/L):

dA

T —(Ypa/shs + YPa/glJ-g)X (12)
Balance de masa para plasmido (g/L):

dA

T —(Yp/xsks + Yp/xglg + Yp/xala)X (13)
Balance de masa para glicerol (g/L):

aG6__, X

ac - Hev (14)
Balance para biomasa (g/L):

dXx

FTi —(us + He + Ha)X (15)

Enfoque de observabilidad
Considerando el espacio de estado descrito anteriormente que representa el
modelo para un fermentador en lote (8-15):

x = f(x) (16)
y =h(x) = Cx (17)

Aqui, x € 2 "es el vector de las variables de estado (con n=5), y € #es la
correspondiente salida medida para este caso y es considerada la biomasa total
medida en linea y f(x) es una funcion vector diferenciable, tal que f: #"— %" esta dada
por (8-15).

Como se explicoO anteriormente, para facilitar el analisis de sistemas NO
lineales, una transformacion a un sistema lineal es necesario, esta transformacion se
realiza mediante linealizacién por series de Taylor y es valido para un punto de estado

estacionario y su vecindad segun lo estipulado por el teorema de Grobman-Hartman
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(Guysinsky et al., 2003). Para linealizar el presente sistema, se consideraron los
sistemas (16-17):

X = Ax (18a)

y = Cx (18b)

donde A esta definida como:

_ of
AR) = &]sz 19)

Ahora, a partir de un marco general, consideramos lo siguiente, son los
conjuntos finitos Y= (y,y,y"y”..)T € R ™y X= (X1,X2,X3,X4...), con m=n, el cual esta
relacionado a la salida del sistema y derivados en tiempo finito; por lo tanto, es posible

construir el siguiente sistema dinamico lineal:

y, - Cx T
y CAx

y'  |=1] CA%*x

_yn.—l_ _CAn.—lx_

O en forma de vector:

Y = 0X (20)
Donde:
O=[C, CA, CA% C(CA3, .. cAr 1T (21)

Como puede observarse, si el vector de estado puede determinarse, la matriz
O (llamada matriz de observabilidad) debe ser invertible (rango completo) para
obtener:

X=0"1y (22)

Tal que, el vector de estado X es observable con respecto a la salida Y medible.
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El andlisis de observabilidad local es resumido a continuacion:
Un sistema de tiempo continuo lineal (o linealizado) es observable siy solo si el

rango (O) = n, donde n es el orden del sistema (Donchain y Chen, 1992).

Estructura de observador propuesto:
El sistema (23) se propuso como un observador de estado para el sistema (16)

y (17) (Fig. 3):

2 t

N N

2 =f(R(D) — & (‘51 + J, &1 (0)do + 82) (23)

Medicién de biomasa
en linea
(Densidad optica o anaI|S|s de conducnwdad)
/—\/ =)
'&% ‘

V ] { Estimacion de la
of_/; = i y = Cx(t) = x(t) || Proceso de estimacion 4 concentracion de
7~ ;‘oo \ plasmido

g “\ /
\so == 4
S . a»

P \ —’,l
X = f(X(t)) Concentracion de biomasa
Escherichia coli DH5a "
Proceso en lote I ~
Produccién de biomasa X = f(x(t)) — g1 gl + f §1 (U)da + g2
Escherichia coli DH5a o
% Observador de estado

Fig. 3. Diagrama del observador de estado propuesto

Bajo el supuesto de que |fi(x)- fi(%)||< F, lo cual es una suposicion realista
basado en el principio de conservacion de masa, la retroalimentacién anterior produce
una estabilizacion dinamica del error de estimacion correspondiente ¢; = x — X. Ahora,

seleccionando los parametros g:1 y g- para obedecer la siguiente restriccion:

gi1g2 = F <o (24)

A partir de las ecuaciones (16) y (23) y aplicando la suposicion antes
mencionada, asi como la desigualdad de Cauchy-Schwarz, podemos generar la

siguiente dinamica en la estimacion del error:
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l&xll < —g1 (&l + f, 1152 (o) lldo) @5)

Se puede observar que la desigualdad (25) es lineal y que depende de las
variables de estado del sistema; por lo tanto, para analizar la estabilidad y la
convergencia del observador, se aplica a la desigualdad la transformada de Laplace,

como es mostrado a continuacion:

sIX@I = X = s||XE | + [|XO)]| < —g. (X1 = [|X(]]) -

g1 (IXG)I = [IX$)||) (26)

Sin pérdida de generalidad, se supone que la condicion inicial de desigualdad
(13) es homogénea, por ejemplo, x(0)=0 y X(0)=0, entonces:

Mediante un arreglo algebraico:
(s> —g1s — gDIIXG)I < (s* —gys — 81)”2(5)” (27)

O

o, -1
IX@IXE)]| ™ < (s* —gis —g1) 7 (s* — 815 — 1) (28)

Ahora, consideramos el teorema del valor final para la transformada de Laplace

para evaluar el comportamiento asintético de la desigualdad (28) como se muestra:

. < -1 . -
ll_{%”X(S)” “X(S)” =< £lf)%(52 —g15—g1) ' (s* —gi1s—g1) (29

Por consiguiente:

E_{%(SZ —81S — 81)_1(52 —g81S—81) = g1_1g1 =1 (30)
Y

_ - ~1

lim X1 K] < 1 @)

O en dominio de tiempo:
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lim X1l RO~ < 1 @2)

Posteriormente se llevdo a cabo un andlisis tedrico-experimental; los

experimentos se llevaron a cabo de la siguiente manera:

Fermentaciones y métodos analiticos

Las variables analizadas en esta seccion fueron biomasa, glicerol, ADNp, NPT
Il y &cidos organicos, todas estas mediciones se realizaron como se ha descrito en la
etapa 2.1 de materiales y métodos. Las fermentaciones para evaluar el efecto de la
temperatura y realizar el correspondiente analisis termodinamico, se realizaron
también siguiendo el protocolo descrito en la seccién anterior con 20 g/L de glicerol
como fuente de carbono y manteniendo una concentracion de oxigeno por arriba del
30%, las fermentaciones fueron por duplicado y controlando a temperatura constante
de 30, 33, 35, 37,40y 42 °C, en cada cultivo. Las tomas de las muestras se realizaron
cada 1 hasta el consumo total del glicerol y a partir de ese momento cada 30 minutos

para caracterizar la cinética de la re-asimilacion de los 4cidos organicos.

Desarrollo del modelo

Se procedié a identificar los flujos de entrada y salida y se identificaron ocho
concentraciones principales conforman la estructura del modelo: concentraciones de
glicerol, biomasa, ADNp, NPT Il, acetato, succinato, lactato y formiato; es importante
incluir la cinética de formacion y consumo de cuatro ultimas especies quimicas.

La Fig. 4 muestra las redes metabdlicas simplificadas implicadas en la
produccion de ADNp por Escherichia coli DH5a creciendo en glicerol las cuales se
analizaron. La glucdlisis, la via de la pentosa fosfato y el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) comprenden la mayor parte de las reacciones, que producen los
intermediarios metabdlicos necesarios para la sintesis de biomasa, ADNp y NPT II, asi
como acidos organicos debidos al sobreflujo metabdlico. El crecimiento aerdbico de E.
coli en glicerol, incorpora esta molécula en el metabolismo central como
dihidroxiacetona fosfato (DHAP), un metabolito que puede participar tanto en procesos

gluconeogénicos como glucoliticos.
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Suc Form

Intermediarios

Gli Metabélicos

Fig. 4. Rutas metabdlicas simplificadas, involucradas en la produccion de ADNp

usando Escherichia coli DH5a

En una segunda etapa se ha observado una produccién baja de metabolitos
relacionados al sobreflujo metabdlico (acetato entre ellos), durante el crecimiento de
E. coli en glicerol y cuya asimilacion ha podido asociarse experimentalmente a un
aumento en la produccion de ADNp, como es reportado en los experimentos del
trabajo actual y en otros reportados en la literatura (Lopes et al., 2014; Cortés et al.,
2016). Ha sido demostrado que la produccién de indol en cultivos que usan glicerol
indica un flujo de carbono importante a través de la ruta de aminoéacidos, que esta
relacionada con la produccién de proteinas como NPT II, sin embargo, en datos
experimentales obtenidos en este trabajo, no se pudo encontrar una relacion entre la
asimilacion de los &cidos excretados con un aumento en la produccion de NPT Il
Ademas, se consideré que la produccién de biomasa solo dependia del consumo de
glicerol y que la fuente de carbono representaba el sustrato limitante. Finalmente, se
sabe que la produccibn de ADNp se caracteriza por presentar inhibicion del
crecimiento y produccién de plasmido por acumulacién de acetato, siendo de 3y 5 g/L,
respectivamente, como ha sido reportado en otros trabajos (Lopes et al., 2014; Xu et
al., 2005).

Con todas las consideraciones anteriores se procedié a generar el siguiente
conjunto de ecuaciones cinéticas y diferenciales, que se basan en el enfoque clasico

de balance de masa, que comprende el modelo cinético propuesto:
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= max*(G—ly)* 1—(AC) 33
H=H KGly+Gly KiAcX (33)
. Gly )
UpAc = vpmaxAc * (—KGlyAc+Gly (34)
Ac
UCAc = vcmaxAc * (—) (35)
KAc+Ac
_ Gly )
vpSuc = vpmaxSuc * (KGlySuHmy (36)
Suc
vcSuc = vcmaxSuc * (—) (37)
KSuc+Suc
— G—ly)
vpLac = vpmaxLac * (KGlyLac+Gly (38)
vpForm = vpmaxForm * ( Gly ) 39
p =P KGlyForm+Gly (39)
Form
vcForm = vcmaxForm * ( ) (40)
KForm+Form
_ Gly Ac _ Ac
UpDNA - UmaXpDNA * (kG1y+Gly) * (KAC+AC) * (1 KiAchNA) (41)
UNPTII = umaxNPTII * (G—‘y) 42
a KGly+Gly (42)
dx
o MK (43)
dGly _ _ ( Tl UpAC VpDNA + UNPTII + mGly) « X (44)
dt Yx Yac YpDNA YNPTII
/Gly /Gly /Gly /Gly
dAc
- = (UpAc — ucAc) * X * YAcX (45)
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dzltlc = (upSuc — vcSuc) * X * YSucX (46)
dz:C = vpLac * X * YLacX (47)
ng:m = (upForm — vcForm) * X * YFormX (48)
dpthN % = UPDNA * X * YpDNAX (49)
8 = (UNPTH — Ugeg) * X * YNPTIIX (50)

La ecuacion (33) representa el crecimiento especifico de la biomasa, la
estructura del modelo de velocidad de crecimiento obedece a una inhibicion del
producto propuesta por Levenspiel, basada en el conocimiento general de que el
acetato puede inhibir el crecimiento celular (Xu et al., 2005). Las ecuaciones (34) - (38)
representan los metabolitos del sobreflujo producidos durante el crecimiento celular y
el consumo de glicerol; para cultivos a diferentes temperaturas se observé que las
fases de consumo de productos del sobreflujo metabdlico (excepto lactato) se
retrasaron, con la reduccion de las concentraciones de acetato, formiato y succinato
en el medio de cultivo cuando el glicerol estaba casi ausente.

Como se establece en las suposiciones, la ecuacion (41) representa la
velocidad de produccion de ADNp basada en una cinética dual de sustrato que
involucra concentraciones de glicerol y acetato considerando la informacion extraida
de la ruta metabdlica, ya que se ha demostrado que la adicién de acetato al medio de
cultivo puede ser asimilado para producir mas ADNp (Xu et al., 2005), este fenébmeno
se muestra también en el presente trabajo. Para incluir en la estructura del modelo, la
carga metabdlica debido a la presencia de ADNp, la produccién de neomicina
fosfotransferasa Il (NPT Il) se representa en la ecuacion (42) y como se observo en
los experimentos llevados a cabo, la produccion de NPT Il solo depende del consumo

de glicerol.
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Las ecuaciones (43) - (48) representan las ecuaciones de balance de masa,
donde la ecuacion (43) describe el balance de biomasa que incorpora la ecuacion Eg.
(33) como un término de crecimiento celular. La ecuacion (4) describe el balance de
glicerol en funcion del tiempo e incluye términos de consumo del principal sustrato,
produccion de metabolitos principales en el sistema: biomasa, acetato, ANDp y NPT
[I; también incluye un parametro de constante de mantenimiento, que es justificado por
varios autores en la produccion de ADNp por cultivos de lotes alimentados (Jaén et al.,
2013; Munguia-Soto et al., 2015). Las ecuaciones (42) - (45) representan el
comportamiento dinamico de productos del sobreflujo metabdlico que incluyen
produccion y asimilacion (acetato, formiato y succinato) y el lactato solamente
producido. Las ecuaciones (46) - (47) describen la produccion de ADNp y NPT Il, que
incluyen en el balance de masa para NPT IlI, un pardmetro para la degradacion

observada en los experimentos llevados a cabo.

Analisis de sensibilidad paramétrica

Una vez identificado el conjunto de valores de los pardmetros que maximizan el
ajuste del modelo a los datos experimentales, se procedié a realizar un analisis de
sensibilidad local para determinar los pardmetros que mas influyen en el
comportamiento de la estructura propuesta (Pianosi et al., 2016).

Teoricamente, diferenciar el vector de las ecuaciones de estado (x) con respecto
al vector de parametros (0), y suponiendo que el vector de las variables de entrada (u)

no depende de 6, se tiene que:

gg __ 0f(x,u,0) dx = 09f(x,u,0)

dtde 0x  lx=x(t,0°) de 90 lx=x(t,0°) (1)
dS(t) 0f(x,u,0) 0f(x,u,0)

= S(t) + ———= 52

dt 0x  lx=x(t,0°) (®) 00 lx=x(t,0°) (52)

donde S son las ecuaciones de sensibilidad, definidas como:
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dx;(t,8°) .

S(t) = Sl](t) = 10 1, ...,n;j =1, ) (53)

)

y Su numero maximo es n x p.
Para la comparacion analitica entre parametros, se calculé una sensibilidad

relativa Sr, definida como:

.+ Q0
Sirj(t)zeo(a)(la(—gje))i();i=1,...,n;j=1,...,p (54)

Sin embargo, como las ecuaciones de sensibilidad dependen del tiempo, fue
necesario calcular la integral de las ecuaciones de sensibilidad para obtener una
comparacion mas completa del efecto numérico de los parametros sobre el

desempefio del modelo de la siguiente manera:
t
I = [ S()dr (55)

donde t es el tiempo de fermentacion.

Un valor de sensibilidad relativa para cualquier parametro diferente de 0 indica
gue el modelo cambiaria su comportamiento si el parametro cambia su valor, aunque
sea ligeramente, pero si la sensibilidad relativa es igual a 0, el rendimiento del modelo

permanecera sin cambios, independientemente del valor del parametro.

Andlisis termodinamico
Para describir el efecto de la temperatura sobre las velocidades de produccion
y/o de consumo, se considera la ecuacion de Arrhenius y esta dependencia esta dada

por:
Inv =1InA — (Ea/RT) (56)
Al graficar In u contra el reciproco de la temperatura, se debe observar una

relacion lineal en el rango de temperatura estudiado. La pendiente de la linea obtenida
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permite calcular la energia de activacion (Ea) y la intercepcion a la ordenada
corresponde a In A. Los valores de las energias de activacion (Eag) y las constantes
de Arrhenius (A@) permitieron la determinacion de diferentes parametros
termodinamicos como variaciones en entalpia (AH), entropia (AS)) y energia libre de

Gibbs (AG)) segun las siguientes ecuaciones:

AH = E, — RT (57)
AS=R* ((InA—-1InKg)/(h—1InT)) (58)
AG = AH — TAS (59)

Donde, Kg (1.38 x 10-23 J/K) es la constante de Boltzmann, h es la constante
de Planck (2.39 x 10-30 J.h).

2.3 Etapa3

Fermentaciones en lote

El efecto de la temperatura y la concentracién de kanamicina en la produccion
de pDNA se evalu6 utilizando un disefio experimental 22 con el componente central
mostrado en la Tabla 6. Ademas, se realizaron dos condiciones de produccion
comunes (CPC) a 30 °C y 42 °C, ambas con una concentracion inicial de 50 mg/L de
kanamicina, debido a reportes que utilizan una estrategia de cultivo para la produccion
de ADNp que consiste en una fase de crecimiento inicial para acumular altas
concentraciones de biomasa a bajas temperaturas (30-37 °C), seguido de un aumento
de temperatura (42- 45 °C) para inducir una alta tasa de replicacion de ADNp (revisada
por Jaén et al., 2013); las fermentaciones se llevaron a cabo con 20 g/L de glicerol
como fuente de carbono y manteniendo una concentracién de oxigeno por arriba del
30%.El analisis estadistico se realizd al 99% de nivel de confianza utilizando el
software Minitab 17.
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Tabla 6. Disefio experimental 22 con el componente central para evaluar el efecto
sinérgico sobre la producciéon de ADNp

Nomenclatura Niveles codificados Niveles reales
Temperatura Kanamicina
x1 X2 (C) (mg/L)
T1 - - 30 0
T2 - + 30 300
T3 0 0 36 150
T4 + - 42 0
T5 + + 42 300
Condiciones comunes de produccién
CPC12 NIED b 30 50
CPC2 NIED 42 50

2 Condicion comun de produccion; ® No incluido en el disefio experimental

Fermentaciones en lote alimentado (cultivos termo-inducidos de alta
densidad celular)

Para los cultivos en lote-alimentado, el CDMM tenia la siguiente composicion
(g/L): KoHPO4, 5.8; KH2PO4, 7.5; antiespumante 204, 0.0125; (NH4)2SOas, 2.5;
MgSO0a4.7H20, 2.3; NaCl, 2; FeCl.6H20, 22.7 mg; y 4 mL de TMS. La solucion de
alimentacion tenia la siguiente composicion (g/L): glicerol, 650; kanamicina, 0,05;
clorhidrato de tiamina, 0,04; MgSOa4-7H20, 1,15; TMS, 4 mL/L. El pH del medio se
ajustd a 7.2. Las fermentaciones se llevaron a cabo por duplicado en un biorreactor de
2L con1L de CODMM mas 25 ml de banco de semillas de CDMM crioconservado (que
contiene 5 g/L de glicerol) a 1200 rpm y 1 vwm. El pH se controlé a 7.2 por adicién
automética de una solucion de NH4OH al 30%. El %0OD se mantuvo por encima del
30% de saturacion, enriqueciendo el aire con oxigeno puro. El control de pH se inicio
cuando ODeoonm era 1.3 (0.5 gDCWI/L) para evitar la limitacion de nitrégeno y la fase
de alimentacion comenzé cuando el cultivo tenia una ODsoonm de 22 (8 gDCWI/L). La
bomba de alimentacién se programé de acuerdo a la ecuacién (55):
uXvekt
Yx/ Si

F(t) = (60)

Donde F(t) es el flujo de alimentacién de la solucion de glicerol (L/h), p es la
velocidad especifica de crecimiento deseada (h') durante la fase de lote-alimentado,

X es la concentracion de biomasa al final de la fase de lote (gDCW!I/L), V es el volumen
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inicial del medio de cultivo (L), Si es la concentracion de glicerol en la solucién de
alimentacion (g/L), Yx/s es el rendimiento del sustrato sobre biomasa (g/g) y t es el
tiempo desde el inicio de la fase de lote-alimentacion (h). El valor de los parametros
fueronu=0.31h1a30°Cy0.15h1ta37°C, X=8gDCWI/LYy Yx/s = 0.47 g/g, estos
valores utilizados para calcular el flujo de alimentacion para los lotes-alimentados
exponenciales dieron como resultado velocidades de crecimiento especificas cercanas
a las velocidades de crecimiento especificas deseadas.

El cultivo control se llevo a cabo aumentando la temperatura desde 30 °C hasta
42 °C a una velocidad de calentamiento (HR) de 0.025 °C/min. El inicio del aumento
de temperatura se realizd cuando ODesoorm = 22 (8 gDCW/L) en el cultivo. Para
comprobar el efecto de la alta concentracibn de kanamicina en cultivos termo-
inducidos de alta densidad celular se utilizé la misma estrategia para el control,
aumentando la concentracion de kanamicina a 300 mg/L cuando se inicio el aumento
de la temperatura, por un pulso de solucion de kanamicina (50 mg/mL). EI DCW, el
glicerol residual, los rendimientos de ADNp, los acidos organicos y los rendimientos de

NPT Il se analizaron tomando 5 mL de muestra.

Métodos analiticos para cuantificacién

Las variables analizadas para esta seccion fueron biomasa, glicerol, ADNp, NPT
Il'y acidos organicos, todas estas mediciones se realizaron como se ha descrito en la
etapa 2.1 de materiales y métodos. Las tomas de las muestras se realizaron a tiempo
0 de cada experimento y otra toma cuando se alcanz6 el estado estacionario,
observandose un aumento rapido del %0OD en el medio. Otros analisis adicionales
realizados en esta etapa fueron los que se describen a continuacion:

Cuantificacion de plasmido super enrollado

La isoforma super enrollada de plasmido en la solucion purificada se cuantificd
por electroforesis usando un gel de agarosa al 0,8% en amortiguador TBE (Tris HCI
45 mM, H3sBOs 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) a 50 V durante 90 min y se tifi6 con
bromuro de etidio (5 ug/mL). Las fracciones de ADNp totales, que incluye la isoforma

super enrollada, se estimaron usando un analisis densitométrico de ADNp utilizando
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el software ImageJ version 1.47 y una cantidad conocida de DNA Ladder calibrado de
1 kb (Biolabs, EE. UU.) como estandar.

Microscopia electronica de barrido

Para evaluar el efecto de la temperatura y la concentracion de kanamicina en la
morfologia del sistema E. coli DH5a-pVAX1-NH36, se realizO0 MEB. Para todos los
tratamientos incluidos en el disefio experimental, 1 mL de caldo de cultivo se centrifugo
durante 10 minutos a 12 000 rpm y 4 °C. Las muestras se lavaron dos veces con
amortiguador PBS (pH = 7.2) y se volvieron a suspender en 1 mL del mismo
amortiguador. A continuacion, 10 pl de suspension se colocaron sobre un portaobjetos
de vidrio (1 cm x 1 cm) con un fijador de glutaraldehido al 2,5% (v/ v) en PBS, durante
toda la noche, posteriormente se lavaron tres veces con PBS seguido de una fijacion
con tetradxido de osmio al 1% a 4 °C durante 2 h. Las células fijjadas se lavaron tres
veces con PBS. La deshidratacion de las muestras se logr6 mediante lavado con
concentraciones crecientes de etanol (70%, 80%, 90% y 100%, Sigma Aldrich). En el
altimo paso, todas las muestras se secaron con COz liquido (Tousimis, Samdri-795,
Rockville, Maryland) y finalmente se recubrieron con particulas de oro durante 2
minutos (Denton Vacuum Desk V, Los Angeles, CA). Las imagenes fueron tomadas

en un microscopio electrénico de barrido JSM-6510LV (JEOL, Tokio, Japon).

45

@



Respuesta de la carga y el sobreflujo metabélico de Escherichia coli DH5a en la produccién de ADNp bajo condiciones de @
estrés: experimentacion y modelado

CAPITULO 3

RESULTADOS Y
DISCUSION
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3.1 Relacién entre la produccién de ADNp y la expresion de NPT |l

Durante la primera etapa en el desarrollo de este proyecto, demostramos si
efectivamente existia una relacion lineal entre la expresion de NPT Il y la produccion
de ADNp como ya habia sido propuesto anteriormente por Cunningham et al., (2009);
con el objetivo de evaluar la pertinencia de cuantificar la carga metabdlica en términos
de la expresion de la proteina, la cual confiere la resistencia al antibiético kanamicina.
Debido a que no se encontré un método cuantitativo reportado en literatura, lo primero
fue adaptar y validar un método de ELISA para la cuantificacion de NPT Il en cultivos

de E. coli DH5a-pVAX1-NH36 como se describe a continuacion.

3.1.1 Efecto del tiempo dereaccion sobre lalinealidad de lacurva de calibracion
de NPT Il por el método ELISA

Las mediciones de la absorbencia de cada uno de los tiempos de reaccion son
mostradas en la Fig. 5; los coeficientes de correlacion de cada una de las curvas a los
diferentes tiempos de reaccion fueron obtenidos mediante el método adaptado de
ELISA para el andlisis de NPT Il. El método se basa en la oxidacion del compuesto O-
fenilendiamina (OPD) mediante la enzima peroxidasa (HRP), conjugada con el
anticuerpo secundario, es medida por el monitoreo en el cambio de absorbencia (DOao2
nm) debido a la formacion del compuesto 2,3-diaminofenazina (DAP). Para 12, 16 y 20
minutos, el coeficiente de correlaciéon fue menor a 0.99, mientras que, para los tiempos
de reaccidon 4 y 8 minutos el coeficiente de correlacién fue mayor a 0.99; siendo el

criterio de aceptacion que el coeficiente de correlacion sea mayor a 0.99 (R220.99).
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Fig. 5. Linealidad y tiempo de reaccién del método adaptado de ELISA para el analisis
de NPT II. Las absorbencias de la curva de calibracién fueron determinadas para
concentraciones de 18 a 144 ng/mL e incubada a diferentes temperaturas. Cada punto
en la curva representa el promedio de tres determinaciones en cada tiempo de

reaccion.

Para los tiempos evaluados a 4 y 8 minutos, la velocidad de reaccién es
proporcional a la cantidad de peroxidasa conjugada con el anticuerpo secundario y no
a la cantidad de sustrato disponible en la mezcla; por lo tanto, la velocidad dependera
de la enzima acoplada, la cual es proporcional a la concentracién de NPT Il para la
concentracion de sustrato inicial utilizada. El tiempo de reacciéon seleccionado fue de
8 minutos con el objetivo de tener el mayor tiempo posible para procesar la mayor

cantidad de muestras, sin perder linealidad.

3.1.2 Producciéon de ADNp mediante Escherichia coli DH5a en cultivo por lote
Los datos de la produccion de ADNp (DCW, consumo de glicerol y produccién
de ADNp y acidos organicos) de la fermentacion modelo (medio de cultivo definido)

son mostrados en la Fig. 6. La velocidad maxima especifica de crecimiento fue
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0.29+0.02 h! durante la fermentacién hasta que el glicerol fue consumido totalmente
(Fig. 6 A), este valor es similar al reportado para condiciones de produccion similares
(Munguia-Soto et al., 2015); el valor maximo de DCW fue 9.3+0.12 ¢g/L y para el
rendimiento volumétrico fue de 57.0+1.25 mg/L de DNAp. Estos valores son similares
a los descritos para condiciones previamente reportadas usando también un medio de
cultivo definido con glicerol como fuente de carbono y energia y E. coli DH5a-pVAX1-
NH36 como sistema de replicacion (Islas et al., 2016; Garcia-Rendodn et al., 2017). En
los procesos de producciéon de ADNp, la acumulacion de acetato esta relacionada
generalmente con la cepa utilizada, sin embargo, también depende de las
caracteristicas del plasmido (Phue et al., 2008). Bajo esta condicién estudiada, la
produccion volumétrica de ADNp se increment6 6% debido al consumo (re-asimilacion)
de los acidos organicos producidos, principalmente acetato (1.54+0.18 g/L) (Fig. 6 By
C). Esta contribucion de carbono para el incremento de ADNp ha sido relacionada a la
asimilacion de los productos del sobreflujo metabdlico y descrita previamente (Cortés
et al., 2016; Lopes et al., 2014). Al mismo tiempo, se utilizaron tres muestras de esta
fermentacidn para evaluar la extraccion por sonicacion de NPT I, posteriormente se
evaluaron los métodos ELISA y LC-MS/MS para medir la cinética completa de la
sintesis de NPT II.
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Fig. 6. Perfiles de produccion del sistema Escherichia coli DH5a-pVAX-NH36. A:
produccion de DCW y consumo de glicerol; B: rendimientos volumétricos de ADNp y
NPT II; C: Perfiles de acidos organicos. Las barras de error fueron calculadas a partir

de dos experimentos diferentes.

3.1.3 Validacion del método ELISA y evaluacion de la extraccion de NPT I

Validacion

Para la validacion del método ELISA para la cuantificacion de NPT II, se calculo
la linealidad del sistema con el objetivo de evaluar si el ensayo es capaz de
proporcionar resultados equivalentes sin importar del rango cuantitativo de la curva
estandar, ya que la muestra seré interpolada. El limite de deteccion (LDD), el limite de

cuantificacion (LDC), la precision y exactitud fueron evaluadas, de acuerdo al tiempo
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de reaccion de 8 minutos, previamente establecido. Asi como las curvas de calibracion,
graficando las absorbencias a 492 nm (DOa92 nm) Yy concentracion de NPT II (ng/mL),
la linealidad del sistema fue obtenido de los datos graficados con un rango de
coeficientes de correlacion desde 0.9903-0.9951. El rango operacional lineal de la
solucién de NPT Il fue desde 18 a 144 ng/mL. La precisiéon y la exactitud del método
ELISA se resumen en la Tabla 7. La precision del método ELISA fue calculada desde
2.79% a 8.27%, el criterio de aceptacion establecido, es que deberia ser menor o igual
a 10 %; mientras que el rango de exactitud fue calculado desde 3.77% a 13.75%, cuyo
criterio de aceptacion es que deberia ser menor o igual a 15%. Los datos calculados
para LDD y LDC fueron 0.065 y 0.105 ng/mL, respectivamente.

Tabla 7. Resultados de la validacién del método ELISA para la cuantifacion de NPT II.

NPT Il CV (%) Error medio relativo (%)
ng/mL Intraensayo Interensayo Intraensayo Interensayo
20 5.08 8.27 6.40 13.75
60 2.56 2.79 8.43 3.77
100 2.02 3.27 4.82 9.18

Efecto de los ciclos de sonicacion sobre la extraccién de NPT Il a diferentes

concentraciones de biomasa

El objetivo de evaluar la extraccion mediante sonicaciébn en muestras
representativas de fermentacion de E. coli DH5a-pVAX-NH36, fue la de obtener la
maxima eficiencia en la extraccion, y la reproducibilidad, asi como analizar si habia
cambios en los rendimientos especificos de NPT Il. Los resultados de la extraccion
mediante sonicacion se encuentran presentados en la Tabla 8. Las tres muestras (1)
3.5, (2) 7.7 y (3) 9.2 gDCW!I/L fueron seleccionadas para evaluar la extraccion de NPT
IIl. Como puede verse en la Tabla 8, para la muestra 1, a partir del segundo ciclo las
diferencias en la NPT Il extraida no presentaron diferencias significativas (p < 0.05)
(57.72£5.68 mgNPTII/L y 16.49+1.62 mgNPTII/gDCW). Para las muestras 2 y 3, a
partir del tercer y cuarto ciclo, las diferencias en la extraccion no mostraron diferencias
significativas. En la misma Tabla 8 también se muestra que, en todos los casos, los

rendimientos especificos de NPT Il no fueron estadisticamente significativos para los
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mismos casos, con lo cual se puede concluir que el método de extraccion mediante
sonicacion es 100% eficiente. Con los datos mostrados, la extraccion de la proteina
NPT Il puede ser garantizada en 1 mL a un maximo de 9.2 gDCW!/L; por lo que, si se
trabaja con cultivos de alta densidad celular de Escherichia coli DH5a, deberan
hacerse diluciones apropiadas con el objeto de garantizar y recuperar completamente
la NPT Il sintetizada.

Tabla 8. Concentracion de NPT Il en muestras representativas de fermentacion de
Escherichia coli DH5a-pVAX1-NH36 a diferentes ciclos de sonicacién determinados

mediante ELISA.
Ciclos de sonicacion
1 2 3 4

DC/:\LN NPT Il a¥neriocw NPT I Ynerioew NPT I Yneriocw NPT I YneTibew
WL (mg)  (mglg) (mg/) (mgly) (mgl) (mglg) (mgl)  (Mmgyig)
49.32+ 14.09+ 57.72+ 16.49+ 73.49+ 21.00+ 77.16x 22.05+

3.5 4.82 1.38 5.68 1.62 2.73 0.78 2.73 2.13
77 154,93+ 20.12+ 199.5+ 25,92+ 2421+ 31.45+ 246.8+ 32.06%
' 6.56 0.85 6.87 0.89 6.31 0.82 8.78 1.14
92 457.05+ 34.46+ 516.9+ 68.77+ 596.8+ 73.37+ 609.9+ 75.01%
' 6.37 2.33 7.78 2.74 3.15 2.71 6.56 6.02

@ Rendimiento especifico de NPT Il. Los resultados son expresados como la media +
desviacion estandar de tres corridas independientes.

3.1.4 Cinética de la sintesis de NPT Il cuantificada por ELISA y comparada con
LC-MS/MS en Escherichia coli DH5a durante la produccion ADNp en cultivo por
lote

La comparacion global en 12 muestras tomadas de la fermentacion por los
métodos ELISA y LC-MS/MS es mostrada en la Fig. 7. Con la ecuacion y=0.9784x +
7.766 (r°=0.9965, n=12), se obtuvo una buena correlacién entre ELISA (x) y LC-MS/MS
(y). Los resultados anteriores sugieren que ELISA and LC-MS/MS son igualmente

Gtiles para la determinacion de la cantidad de NPT II.
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Fig. 7. Correlacion entre los métodos ELISA y LC-MS/MS para la deteccion de NPT Il
en muestras de fermentacion de E. coli DH5a-pVAX1-NH36

Los errores de correlacion y valores p entre cada muestra determinada
mediante ambos métodos analiticos se muestran en la Tabla 9. A pesar de los
porcentajes de los errores de correlacién fueron determinados en un rango entre 8%
a 77%, los valores p indican que las determinaciones llevadas a cabo por el método

ELISA no muestran diferencias significativas comparadas con el método LC-MS/MS.
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Tabla 9 Errores de correlacion y valores p calculados para la medicion con ELISA y
LC-MS/MS para la cuantificacion de NPT Il. Por favor que tu tabla no sobrepase los

margenes
Muestra Medias (mg/L) D:;\gr?ggn Intervalo de confianza cci?%zég%n V?Dlor
o e e e e

1 1148 1153 091  0.78 {%2731371] {%‘3%‘?5%] 8 0.947
2 30.93 3003 158 147 [:ﬂ.'gi?ﬂ]’ %g.'ggslg]’ 24 0578
3 7769 7840 091 020 [7%‘_‘5’2]3’ [77;'8983;]’ 44 0363
4 19696 206.00 597  12.08 [Zlflz_'%gg]’ [2133_'5;3% 30 0393
5 24477 24613 328 284 [22359623] [ggg_'fgg,‘]’ 19 0053
6 24005 272.87 745  44.32 [2252;'?22]’ [3}8622.'5321]’ 75 0.295
7 37455 37140 417 470 [3?862_'91373]’ g’gg'ggg]’ 28 0.444
8 58105 547.73 7.88  23.03 [ggg_'g;f]’ [6‘3‘82_'35}3?]’ 77 0071
9 60416 60170 397 445 [gfj_'gllg]’ [é_’fg'?g;‘]’ 24 0.448
10 60837 61327 1377  20.00 [gzg_'éga’ [56%32'_5985‘]" 20 0.430
11 599.96 59597 10.34  10.93 [%72‘;3?’ [gggflzzl]’ 16 0763
12 50381 504033 417 240 293447, [498.07, 26 0.851

514.174]  509.997]

Para analizar la relaciéon que existe entre la produccion de ADNp vy la sintesis
de NPT Il, se calcularon los rendimientos especificos de ADNp y NPT Il en todas las
muestras de fermentacion utilizando como sistema de replicacién E. coli DH5a-pVAX-
NH36, estos datos son mostrados en la Fig. 8. El rendimiento especifico para NPT I
maximo fue alcanzado a las 7.75 h, con un valor fue 66.5 mgNPTIl/gDCW, alcanzado
durante la fase estacionaria del crecimiento; sin embargo, los datos de rendimientos
volumétricos y especificos para ADNp y NPT Il mostraron varias fases de produccion

durante toda la cinética de fermentacion (Fig. 6 B y Fig. 8). Durante la primera fase de
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produccioén (I en Fig. 8), se pudo observar un incremento lineal en la produccion de
ADNp (3.44 mgADNp/L h) y un incremento exponencial en la sintesis de NPT II; como
ya fue mencionado, tanto los precursores metabdlicos, como el poder reductor y la
energia, se utilizan para la sintesis de la proteina NPT |l para este caso en especifico,
debido a la presencia de una alta cantidad de antibiético al comienzo de la
fermentacion, es necesario direccionar los recursos para la sintesis de esta proteina 'y
de esta manera reducir el efecto inhibitorio de la kanamicina, reduciéndose asi esta
primera fase de la replicacion de ADNp. Posteriormente, en una segunda fase de
produccion (Il en Fig. 5), no se aprecié un aumento significativo de la sintesis de NPT
Il durante 2 h y después su sintesis se incrementé hasta alcanzar la fase estacionaria,
durante todo el tiempo que dur6 esta segunda fase, la velocidad de produccion de
ADNp incremento6 en 4 veces (12.10 mgADNp/L h). Por ultimo, en la tercera fase (llI
en Fig. 8) se identific6 que no se aprecié un incremento en la sintesis de NPT I,
incluso, fue evidente un decremento en la concentracion de esta proteina, desde 67
hasta 56 mgNPTII/L, no asi para el caso de ADNp, donde la acumulacién de plasmido
en la célula se increment6 hasta el término de la fermentacion. Este comportamiento
puede ser atribuido a la accién de la actividad de proteasas, esto para poder obtener
carbono de alguna fuente que ya no se necesita en tales concentraciones. Ademas,
no hay cambios en el rendimiento volumétrico de NPT Il, una vez que el glicerol se
consume por completo y se inicia el consumo de &cidos organicos, por lo que puede
ser un indicativo de que no se utiliza carbon asimilado en forma de &cidos organicos,

para la sintesis de NPT II.
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Fig. 8. Rendimientos especificos de ADNp y NPT Il en la fermentacion de Escherichia
coli DH5a-pVAX-NH36, en medio de cultivo definido a 37 °C. Las diferentes fases de
produccion son identificadas con numeros romanos. Las barras de error fueron

calculadas a partir de dos experimentos diferentes.

3.2 Experimentacion, modelado y observabilidad durante la produccién de
ADNp

En la segunda etapa del proyecto una vez concluido que existia una relacion
NO lineal entre la produccién de ADNp y la sintesis de NPT Il, se planteé realizar un
estudio numérico de la influencia de la temperatura sobre parametros cinéticos y
termodinamicos en la produccion de plasmido, en medio de cultivo definido con
Escherichia coli DH5a; sin embargo, antes de la propuesta propia de un modelo
cinético, en un analisis bibliografico, un modelo cinético fue considerado (Lopes et al.,
2014), donde mediante un enfoque de balances de masas, se modelaron los
comportamientos para las concentraciones de ADNp, fuentes de carbono (glicerol y
glucosa), acetato y biomasa, para proponer una estructura de observador y asi,

estimar la concentracion de ADNp.
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3.2.1 Observabilidad aplicada a la estimacion de ADNp en cultivo por lote
utilizando Escherichia coli DH5a mediante un observador de estado simple

Aunque han existido esfuerzos para el desarrollo de métodos para el monitoreo
de la concentracion de ADNp, todos requieren de conocimiento especializado de
andlisis, el cual involucra un entrenamiento para su implementacién, asi como
equipamiento especializado, todo ello conlleva a un incremento en los costos del
proceso de produccion. En una primera contribucion de esta segunda parte del
proyecto doctoral, a partir de evaluar la necesidad de contar con una herramienta para
estimar la concentracion de ADNp, se presenta un observador de estado con inyeccion
de retroalimentacién de salida de tipo lineal para lograr la convergencia asintética de
las variables de estado de estimacion a las reales correspondientes. Para este fin, se
propuso aplicar la estructura de observador a un biorreactor en lote perfectamente
agitado para la estimacion de la concentracion de plasmido (pVAX-LacZ) mediante
Escherichia coli DH5a, considerando a la concentracién de biomasa como la medida
de salida del proceso y empleando como punto de referencia un modelo cinético
previamente reportado y corroborado experimentalmente (Lopes et al., 2014).

Para ilustrar los resultados obtenidos, el comportamiento del observador
propuesto fue evaluado mediante experimentos numéricos. El objetivo del observador
propuesto es intentar inferir la concentracion de plasmido, porque en la practica, la
concentracion de plasmido se mide generalmente por cualquiera de los métodos
descritos anteriormente, que son dispositivos de medicién relativamente costosos y
producen datos discretos y con retraso de tiempo. De lo anterior, se realizaron
simulaciones numéricas para mostrar el rendimiento de la metodologia de estimacion
propuesta.

Primero, se realizdé un analisis de observabilidad local empleando la matriz de
observabilidad [O] en el punto de equilibrio; xeq=[0 0 0.087 0 11.52] en g/L, donde el
rango de la matriz de observabilidad es [O]=4. Con esto, se puede concluir que el
biorreactor es detectable, esto es, la concentracion de masa no observada es estable
(Gupta et al., 2014). En el caso presente, la concentracion de masa no observable
correspondio a la concentracion de glicerol y presentdé un comportamiento dinamico

estable, como se muestra en las simulaciones numéricas. El modelo descrito por las

57

@



Respuesta de la carga y el sobreflujo metabélico de Escherichia coli DH5a en la produccién de ADNp bajo condiciones de
estrés: experimentacion y modelado

ecuaciones (4) - (8) es simulado bajo las siguientes condiciones iniciales, So=6.8 g/L,
Ao=0.1 g/L, P0o=0.01 g/L, Go=5.4 g/L y Xo=1.5 g/L, mismas condiciones que reproducen
adecuadamente las condiciones experimentales reportadas (Lopes et al., 2014) y la
condicion inicial del observador es 5.5, 0.15, 0.015, 6 y 2, respectivamente. Las
ganancias correspondientes del observador propuesto son seleccionadas como
0:=[0.5 15 0.01 0.1 10] en g/L y g»>=[0.2 0.1 0.11 0.1 0.1] en 1/h. EIl desempefio de

convergencia del observador propuesto se compara con un observador clasico de

Luenberger, el cual tiene la siguiente estructura matematica ;:z:f(x(t))—glgl(ver las

Figs. 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 y 16). Con esto, en las Figuras 9, 10, 11, 12y 13 se
muestra que el observador propuesto es muy cercano a los valores actuales. La
estimacion de la concentracion de plasmido mediante el observador es cercana al valor
actual; de hecho, el valor estimado sigue muy cercano el valor actual en todo el dominio

de tiempo, como se muestra en la Fig. 12.
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Fig. 9. Dinamicas de la concentracion de glucosa.
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Fig. 10. Dindmicas de la concentracién de biomasa.
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Fig. 11. Dindmicas de la concentracion de acetato.
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Fig. 12. Dinamicas de la concentracion de ADNp.
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Fig. 13. Dindmicas de la concentracién de glicerol.

Las trayectorias del observador son mostradas en las Figs. 14 y 15. Finalmente,
al computar la norma de error de estimacién con el observador propuesto se reveld
una tendencia asintética a cero, mientras que el observador de Luenberger mantuvo
un comportamiento oscilatorio, por lo que el observador propuesto tiene un mejor
desempeiio que el observador Luenberger (Fig. 16). Los experimentos numericos
muestran que los valores estimados convergen a sus correspondientes valores de las

variables de estado dentro de al menos las primeras 5 h.
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Fig. 14. Trayectorias del desempefio para el observador propuesto para la estimacion

de plasmido con el uso de glucosa.
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Fig. 15. Trayectorias del desempefio para el observador propuesto para la estimacion
de plasmido con el uso de glicerol.
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Fig. 16. Comparacion de la norma de error de estimacion entre el observador

Luenberger y el observador propuesto.

Es de notar que la estructura de observador propuesta alcanza un desempefo
satisfactorio considerando un disefio simple (estructura PI) bajo una eleccion
especifica de los parametros del observador, que ayudan a compensar el limite
superior de la no linealidad principal del biorreactor (término cinético) imponiendo un
comportamiento lineal estable del error de estimacion como se mostré previamente.
La metodologia propuesta evita los marcos matematicos complejos en comparaciéon
con otras técnicas como modo deslizante, super twisting y observadores de estado
adaptativos, donde las inclusiones diferenciales, la teoria de Lyapunov y los algoritmos
de optimizacion se consideran en su disefio e implementacion (Didi et al., 2015;
Martinez-Fonseca et al., 2014; Ali et al, 2015; Rodriguez et al., 2015).

Después de evaluar la estimacion de la concentracion de ADNp mediante el
observador de estados propuesto, utilizando el modelo propuesto por Lopes et al
(2014); realizamos un analisis de las variables involucradas en el modelo, asi como
las caracteristicas de la estructura propuesta, concluyendo que, el ajuste realizado
para su calibracién puede no haber sido adecuado, debido a que en la dinamica del
sistema no se contempla la contribucion de carbono de los 30 g/L del extracto de
levadura y bactotriptona utilizado en los experimentos; esto es una desventaja del

medio de cultivo semi-definido para proponer un modelo cinético, ya que los datos
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obtenidos para los 17 parametros contenidos en la estructura matemética pueden
subestimarse o sobreestimarse; asi mismo, este no involucra todas las entradas y
salidas que ya fueron reportadas por Cunningham et al (2009), por lo que se propuso
un modelo con el objetivo de realizar un analisis del comportamiento debido al efecto
de la temperatura sobre la produccién de ADNp, sobreflujo metabdlico y carga
metabolica.

3.2.2 Experimentacion y modelado para investigar el comportamiento cinético
debido a la temperatura en la produccién de ADNp mediante Escherichia coli
DH5a

Partiendo del modelo cinético tomado para realizar la propuesta de un
observador de estado para la estimacion de la concentracion de ADNp, es importante
mencionar que este es solamente interpretativo utilizando un medio minimo semi-
definido con glucosa, glicerol y una mezcla de estos. EI modelo de Silva et al., 2014,
mostré un buen desempefio, sin embargo, el ajuste realizado para su calibracion
puede no haber sido adecuado, debido al hecho de que, en la dinamica del sistema,
no se contempla la contribucion de carbono de los 30 g/L del extracto de levaduray la
bactotriptona utilizada en los experimentos. Lo anterior es una desventaja de los
medios de cultivo semi-definidos para proponer un modelo cinético, ya que los datos
obtenidos para los 17 parametros contenidos en la estructura matematica pueden estar
subestimados o sobreestimados. Sin embargo, en cuanto a los estudios conocidos, no
existe un estudio numeérico de la influencia de la temperatura en la produccion de ADNp
y productos relacionados con el sobreflujo metabdlico (acetato, lactato, formiato y
succinato) y la carga metabdlica (principalmente sintesis de NPT Il). Si bien hay
algunos esfuerzos para proponer modelos que describan la produccion de ADNp,
ninguno de ellos implica todas las entradas y salidas importantes que ya se han
reportado (Cunningham et al., 2009), por lo tanto, en esta etapa se propuso un modelo
matematico fenomenoldgico para cuantificar y describir el efecto de la temperatura
sobre los pardmetros cinéticos de la produccion del plasmido, permitiendo el calculo

de varios parametros termodinamicos del sistema. Los resultados en consecuencia
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proporcionan una mejor comprension de los efectos de la temperatura en las

actividades de la célula para un mayor desarrollo del proceso.

3.2.2.1 Experimentos para la produccion de ADNp

Se llevaron a cabo fermentaciones en lote en biorreactor para la produccion de
ADNp por duplicado con una concentracion inicial de glicerol de 20 g/L
aproximadamente y controladas a temperatura constante de 30, 33, 35, 37, 40 y 42
°C. En la Fig. 17 se muestran los resultados maximos experimentales para los 8
estados incluidos en el modelo propuesto en la etapa 2 de la seccién de materiales y
métodos (glicerol, biomasa, ADNp, acetato, lactato, formiato, succinato y NPT II). Los
datos experimentales revelaron que la biomasa aumentd exponencialmente al inicio y
dependiendo de la temperatura de operacion entro a la fase estacionaria en diferentes
momentos. En la tabla 12, se observa que la velocidad especifica maxima incremento
de 0.25 h? a 30 °C y a 0.33 h'! a 42 °C, la biomasa maxima alcanzanda fue de
8.04+0.34 gDCWI/L a y una de 7.63+0.23 gDCWI/L, respectivamente, permaneciendo
casi constante como se reporté anteriormente (Jaén et al., 2013). La acumulacion de
acetato también increment6 con la temperatura, alcanzando valores cercanos a 5 g/L
a42 °Cyde 0.7 g/L a 30 °C; sin embargo, se observo una disminucién en la velocidad
de asimilacién del acetato, siendo de 0.45 h't a 30 °C a 0.002 h't a 42 °C, esto puedo
deberse a una disminucion en las funciones metabdlicas de E. coli. Asi mismo, el
aumento en los productos del sobreflujo podria ser atribuido a la respuesta al choque
térmico, que se sabe que reduce la actividad del ciclo de los &cidos tricarboxilicos
(Wittman et al., 2007); los acidos relacionados al sobreflujo metabdlico, formiato,
succinato y lactato, no mostraron un aumento importante de la concentracion en las
muestras (Fig. 17). La concentracion maxima de ADNp incrementé de manera
importante cuando la temperatura alcanzé los 35 °C, siendo de 26.7+1.46 mg/L a 30
°C, 42.9+0.94 mg/L a 33 °C y 52.1+2.47 mg/L a 35 °C y casi constante a 40 °C y 42
°C, siendo de 115.9 mg/L y 118.0 mg/L, respectivamente; esto se puede atribuir a un
incremento en la velocidad de produccion de ADNp, calculadas para cada una de las
temperaturas evaluadas (30 °C, 33 °C, 35 °C, 40 °y 42 °C), en 0.39 h%, 0.44 h'%, 0.61
ht, 1.24 h'ly 1.34 h', respectivamente. Los estudios han demostrado que el nimero
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de copias del plasmido con origen de replicacion pUC aumentan a 37 °C comparados
con 30 °C, pero otras temperaturas se han estudiado a detalle para toda la cinética de
produccion en esta parte del trabajo. A 40 °C y 42 °C, no se observo ningun incremento
en la concentracion de plasmido, debido a que a 42 °C no se observo la asimilacion
de acetato y la concentracidon de este fue mayor y a un posible efecto negativo sobre
la replicacion del mismo como ya ha sido reportado (Xu et al., 2005). En muchos
estudios la carga metabdlica impuesta por la presencia del plasmido se ha relacionado
a la produccion de acidos del sobreflujo metabdlico (Ow et al., 2006); sin embargo,
aqui se evaluaron las cinéticas completas de la produccién de un producto (NPT II)
relacionado a la carga metabdlica, y los resultados indicaron que la proteina NPT 1l y
la produccion de acetato son independientes; asi mismo para todos los experimentos
se observé un proceso de desnaturalizacion de la proteina, cuyas velocidades se
calcularon. La velocidad maxima de produccién de NPT Il incrementé desde 0.07 h* a
30 °C y 0.18 h'! a 42 °C, alcanzando a cada una de estas velocidades, una
concentracion maxima de 222.9+2.70 mg/L y 276.5+15.11 mg/L, respectivamente. Se
cuantifico la concentracion mas alta de la proteina en las muestras tomadas, siendo
680.0£15.12 mg/L a 37 °C. Finalmente, basado en los datos obtenidos y mostrados en
la Fig. 17, la temperatura éptima para la produccién de ADNp en E. coli DH5a de 40
°C, tomando en cuenta que no hubo incremento significativo en la produccion de ADNp
entre 40 °C y 42 °C (115.88+10.40 mg/L y 117.99+12.26 mg/L), pero no asi, para los
productos relacionados al sobreflujo metabdlico (principalmente acetato), el cual hubo
una disminucion del 49% a 40 °C con respecto a 42 °C.
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Fig. 17. Producciones maximas de biomasa, acidos organicos (acetato, lactato,
formiato y succinato), ADNp y NPT Il en fermentaciones de E. coli DH5a a diferentes
temperaturas (30 °C, 33 °C, 35 °C, 37 °C, 40 °C y 42 °C). Las barras de error fueron
calculadas a partir de dos experimentos diferentes.

3.2.2.2 Identificacion paramétrica, sensibilidad y simulaciones

Después de la construccion del modelo se procedié a realizar la identificacion y
ajuste paramétrico para cada parametro incluido en el modelo propuesto, este paso se
realiz6 a partir de un conjunto de datos experimentales obtenidos a 37 °C,
considerando las siguientes condiciones iniciales: 21.44 g/L, 1.84 g/L, 1.83 mg/L, 0.053
g/L, 0.03 g/L, 0.042 g/L, 0.023 g/L y 12.4 mg/L para las concentraciones de glicerol,

biomasa, ADNp, acetato, lactato, formiato, succinato y NPT II, respectivamente.
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Utilizando el programa ModelMaker 3.0.3 se realizo el ajuste paramétrico no lineal a
los datos experimentales mediante el algoritmo Levenberg-Marquardt; los valores de

los parametros obtenidos se resumen en la Tabla 10.

Tabla 10. Valores para cada uno de los pardmetros del modelo, obtenidos del ajuste

paramétrico no lineal.

Ndmero de Parametro Valor Unidades
parametro
1 Hmax 0.31 ht
2 Kaly 0.40 giL
3 Kiacx 3.99 g/L
4 Kalyac 0.005 giL
5 Kac 1.60 g/L
6 Kalysuc 0.017 g/L
7 Ksuc 0.205 g/L
8 KalyLac 0.017 g/L
9 KalyForm 0.003 g/L
10 Krom 0.848 g/L
11 Kiacpbna 6.014 g/L
12 KalypbNA 0.008 g/L
13 KalyNpTil 0.005 g/L
14 VPmaxAc 0.165 hl
15 VCmaxAc 0.213 h-t
16 VPmaxSuc 0.495 h-t
17 VCmaxSuc 0.391 h1
18 VPmaxLac 0.022 h-t
19 VPmaxForm 1.191 h-t
20 VCmaxForm 7.369 h-t
21 VmaxpDNA 0.606 h1
22 VmaxNPTII 0.121 h-t
23 Vdeg 0.015 h1
24 Moty 0.003 g/g h
25 Y xiGly 0.509 a/g
26 Y acicly 0.202 9/g
27 Y pDNA/Gly 13.874 mg/g
28 YNPTIGly 67.092 mg/g
29 Y Ac/x 0.475 a/g
30 Y suoix 0.017 9/g
31 Y Lac/x 0.060 g/g
32 Y Form/x 0.011 g/g
33 Y pDNA/X 12.042 mg/g
34 YNPTIIX 200 mg/g
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Para cuantificar la calidad en el ajuste del modelo se realizé un andlisis de
regresion lineal para cada estado y se calculé un valor de correlacion global con
respecto al ajuste del modelo a los datos experimentales a 37 ° C. Los resultados de
este analisis de correlacion son mostrados en la Tabla 11. Como se puede observar
para el ajuste paramétrico se calcularon coeficientes de correlacion mayores a 0.99
para todos los estados a excepcion de la concentracion de acetato, la dinamica de esta
concentracion podria no estar representada con una mayor precision debido a la
estructura de la ecuacion diferencial que la describe, debido a que los datos
experimentales del consumo de acetato comenzaron después de haber alcanzado una
concentracion maxima a las 6.8 h del proceso de fermentacién. Este comportamiento

puede verse en la Fig. 18

Tabla 11. indices de la correlacion lineal para cada variable de estado y el indice global
del modelo comparado con los datos experimentales a 37 °C.

Variable R?
Biomasa (g/L) 0.998
Glicerol (g/L) 0.985
ADNp (mg/L) 0.983
Acetato (g/L) 0.799

Succinato (g/L) 0.962
Lactato (g/L) 0.970
Formiato (g/L) 0.934
NPT Il (mg/L) 0.918
Global 0.944

(X3 203

Tras identificar el conjunto de valores de parametros que maximizaron el ajuste
del modelo a los valores experimentales, se procedid a realizar un andlisis de
sensibilidad local basado en la aplicacién de la matriz de informacion de Fisher, que
permite cuantificar el grado de interferencia de cada parametro en su variacion
numeérica en cualquier momento de simulacion y sus intervalos de confianza en su

determinacién numérica en diferentes etapas de la produccion de ADNp.
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Fig. 18. Cinéticas experimentales y simuladas de la produccién de ADNp mediante E.
coli DH5a. Las lineas continuas representan las concentraciones modeladas y los

circulos indican los valores experimentales a 37 °C.

En la Fig. 19 se muestra que el modelo es altamente sensible a la determinacion
precisa de la velocidad de crecimiento, las velocidades de produccién de ADNp y NPT
II, asi como las velocidades de produccion y consumo de acidos organicos (productos
del sobreflujo metabdlico), este tipo de informacién podria proporcionar una base para
hacer ajustes a técnicas analiticas o numéricas para el calculo de estos parametros en
experimentos futuros, también, debido a la importancia de 11 (velocidades) de los 34
parametros contenidos en el modelo, estos pardmetros fueron seleccionados para
realizar el analisis numérico de sus valores a las diferentes temperaturas y para

calcular los valores de la energia de activacion y la constante de Arrhenius.
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Fig. 19. Perfiles obtenidos del andlisis de sensibilidad local para todas las variables

modeladas a lo largo del tiempo de producciéon: biomasa, glicerol, ADNp, acetato,
lactato, formiato, succinato y NPT 1.

3.2.2.3 Termodinamica y analisis de la influencia de la temperatura sobre los
paradmetros

A escala industrial, la temperatura del proceso es uno de los factores mas
importantes para determinar el costo de produccion y la calidad del producto. La
influencia de la temperatura en el proceso de produccion de pDNA por E. coli DH5a se

estudié con respecto a los parametros cinéticos (velocidades) relacionados con
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biomasa, glicerol, ADNp, metabolitos del sobreflujo metabdlico y NPT Il, su produccion
0 consumo segun corresponda de acuerdo con el modelo propuesto. En la Tabla 12,
las velocidades maximas para cada una de las variables incluidas en el modelo
mostraron un incremento como funcion de un aumento de la temperatura (Umax, VPmaxAc,
VPmaxSuc, VCmaxSuc, VPmaxLac, VPmaxForm, VCmaxForm, VmaxpDNA, VmaxNPTIl, @Nd Vdeg), excepto
para la velocidad de consumo de acetato (vVCmaxac), €sta observacién es importante
debido a que en la mayoria de los sistemas de produccion de ADNp uno de los
mayores problemas es la presencia de altas concentraciones de acetato en caldo de
fermentacién que esta relacionado a la inhibicién del crecimiento y produccion de
ANDp (Lopes et al., 2014; Xu et al., 2005); termodinamicamente, el consumo de
acetato no estd favorecido y por lo tanto, la medicibn de este, debe ser
cuidadosamente cuantificado debido a un posterior aumento de la temperatura que
tiene como objetivo favorecer la replicacion del producto de interés (ADNp). La energia
de activacién mas baja (Ea) y la entalpia y la entropia de activacidén mas bajas para la
formacion del producto se consideran un requisito previo para verificar la estabilidad
del cultivo a la temperatura de incubacién. Usando el método de ajuste de curvas de
minimos cuadrados, se obtuvieron valores de las velocidades estimadas a partir de los
datos experimentales en el rango de 30-42 °C. Con el objetivo de determinar los
pardmetros termodinamicos para evaluar el efecto de la temperatura en los parametros
del modelo fueron claramente evidentes, la energia de activacion (Ea) para biomasa,
ADNp, acetato, succinato, lactato, formiato y produccion de NPT Il, asi como, la re-
asimilacion de acetato, succinato y formiato y la degradacién del NPT Il se
determinaron aplicando la relacion con la ecuacion de Arrhenius. La Ea es la energia
absorbida o liberada necesaria para que las moléculas alcancen el estado reactivo
(Van Boekel et al., 2008). En esta parte del trabajo realizado, la dependencia a la
temperatura de las velocidades de reaccion se ajustd muy bien a los resultados
experimentales mostrados en la Tabla 12, obteniendo coeficientes de correlacion (R?)
superiores a 0.90 para todos los parametros, excepto la tasa maxima de produccién
de lactato (vpmaxtac), €sto podria deberse a varias cosas, incluyendo toma de muestras,

método analitico para la cuantificacion, limite de deteccion del método para la variable
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modelada y esto también relacionado con el orden de magnitud de la concentracion

en el sistema de produccion.

Tabla 12. Valores de energia de activacion y constante de Arrhenius para cada
parametro analizado y el indice de correlacion calculado a partir del ajuste al modelo
de Arrhenius.

Parametro Valores Eagp (kd/mol) Ln Ay (h?)  R?
30°C 33°C 35°C 40°C 42°C

Mmax 025 028 030 031 0.33 16.5 5.1933 0.918
VPmaxAc 0.0/ 009 020 018 0.30 84.5 30.998 0.825
VCmaxAc 0.451 0.326 0.099 0.011 0.002 -382.1 -151.87 0.945
VPmaxsuc 028 035 074 220 210 146.7 56.783 0.853
VCmaxsuc 030 032 09 315 435 186.4 72.399 0.775
VPmaxtac ~ 0.017 0.087 0.05 0.02 0.27 84.9 29.941 0.494
VPmaxForm 0.40 0.81 1.10 1.21 1.56 77.9 30.287 0.830
VCmaxForm 2.0 4.1 6.7 9.5 3.0 123.2 49.772 0.922
VmaxpDNA 039 044 061 124 134 90.9 35.046 0.969
VmaxNPTIl 007 011 0.12 0.16 0.18 58.2 20.522 0.938
Vdeg 0.014 0.029 0.045 0.073 0.082 115.6 41.81 0.928

Los valores de las energias de activacion para el crecimiento microbiano
reportadas en la literatura varian considerablemente, desde 7 kJ/mol a 79 kJ/mol
(Kumar, Dasgupta y Das, 2014; Bokhari, Latif y Rajoka, 2008), esta variacion podria
ser debido a diferencias que van desde la naturaleza del microorganismo hasta el
modelo usado para la estimacion de las velocidades de crecimiento (Huang, Hwang y
Phillips, 2011). El valor de Ea para el crecimiento de E. coli DH5a fue estimado en 16.5
kJ/mol, este valor pequefio es debido a los valores pequefios de las velocidades de
crecimiento, calculados a partir del modelo propuesto, pero los cuales estan cercanos
a los valores previamente reportados (Jaén et al., 2013); asi mismo, la pequefia
variacion entre el valor de las velocidades méaximas con respecto a la temperatura,
proporcioné un valor pequefio de la pendiente (Ea/R) que influyd en el calculo de este
valor informado para la Ea del crecimiento celular. Los valores estimados de las
energias de activacion para produccion de acetato, succinato y formiato (Eaz, Eas y
Ear) fueron 84.5 kJ/mol, 146.7 kd/mol y 77.9 kJ/mol, respectivamente, estos valores
indican la cantidad de energia necesaria para que la célula alcance el estado de

transicion para secretar cada uno de esos productos al medio de cultivo, siendo todos
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esos valores, menores que los correspondientes calculados para su re-asimilacion
(Eas=-382.1 kJ/mol, Eas=186.4 kJ/mol and Eas=123.2 kJ/mol); aunque estos valores
muestran que la produccion de cada uno de estos acidos organicos relacionados con
el sobreflujo metabolico se ve favorecida termodinamicamente, de la misma manera,
cuando realizamos un andlisis de las reacciones enzimaticas involucradas en la
produccion de cada uno de ellos, puede deducirse de la valores de energia de
activacion de las reacciones enzimaticas, que la produccion de acetato (16.0 kJ/mol)
es mayormente favorecida que por ejemplo, para la produccién de lactato (58.0 kJ/mol)
como se muestra en la Fig. 20. Los valores de energia de activacion para la produccion
de ADNp (Ea9) y NPT Il (Eaio) fueron calculadas, siendo 90.92 kJ/mol y 58.19 kJ/mol,

respectivamente.
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Fig. 20. Rutas metabdlicas implicadas en la produccion de ADNp en E. coli en
crecimiento aerdbico con medio minimo mas glicerol. A y B: glicdlisis, ciclo de los
acidos tricarboxilicos y ruta de las pentosas fosfato para la produccion de
intermediarios metabdlicos usados en la sintesis de ADNp y NPT II; C: valores de
energia de activacion reportados para organismos mesofilos. Los asteriscos
representan los productos metabolicos y las reacciones medidas en este trabajo. N.A:
No disponible.

Con el fin de revisar la termoestabilidad del sistema de produccion de ADNp, se
calcularon las magnitudes de entalpia (AH), entropia (AS) y energia libre de Gibbs

(AG), en el rango de temperatura de 30 °C a 42 °C, estos datos son mostrados en la
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tabla 13. Los valores de las entalpias para la produccién de acetato, succinato, lactato
y formiato (AH«), AHw4), AHe) and AH7)) y para el consumo de acetato, succinato y
formiato (AH@), AHs), and AHg), fueron calculados, siendo 81.93, 144.15, 82.32,
75.37, -384.68, 183.81, and 120.66 kJ/mol, respectivamente. Esto implica que el calor
total necesario para alcanzar la velocidad maxima de produccion de los acidos es
significativamente (p<0.05) menor que para su re-asimilacion, para los tres casos de
produccion y consumo analizados; como resultado de esto, la produccion de los acidos
organicos, en general, se ve mas favorecida termodinamicamente que el consumo de
los &cidos como funcion de la temperatura. Los datos de entalpia para la produccion
de pDNA y NPT Il que se calcularon fueron 88.35 kJ/mol y 55.62 kJ/mol, por lo tanto,
se puede observar que la velocidad de produccion de ADNp con un valor
significativamente mayor (p<0.05) de entalpia es mas sensible a los cambios en la
temperatura del sistema de produccion, lo cual esta asociado con los datos de las
producciones méaximas para ambas variables reportadas en el presente trabajo,
asimismo, con todos estos datos se demuestra que el aumento en la producciéon de
plasmidos se ve favorecido termodindmicamente (Lin-Chao y Chen, 1992).

Los valores de entropia para la formacion de productos, el consumo de acidos
organicos y la degradacion NPT Il proporcionan informacion sobre el grado de
desorden durante el proceso de produccién de ADNp y los metabolitos relacionados
con el sobreflujo metabdlico y la carga metabdlica, estos datos también se muestran
en la Tabla 13. La entropia para la produccion de acetato, succinato y formiato (AS(2),
AS4), ASe) and AS(7)) asi como, para el consumo de los mismos (AS), ASs), and
ASg)), fueron calculados siendo -121.28, -158.67, -119.75, -120.25, 143.90, -181.31y
-148.50 kJ/mol.K, respectivamente. Los signos negativos que se observan reflejan que
los procesos de formacion de acidos organicos y el consumo de acidos organicos,
implican que el sistema en general tiene un alto grado de orden en el rango estudiado
de temperaturas (30 °C a 42 °C); sin embargo, los altos valores positivos obtenidos
para el consumo de acetato excretado al medio de cultivo, es especificamente un
fendmeno con un alto grado de desorden, estos resultados estan relacionados con los
resultados observados a 42 °C donde no observamos la re-asimilacion de acetato

(datos no mostrados). Los datos de entropia para la produccion de ADNp y NPT I
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calculados fueron, -127.15 kJ/mol.K y -106.09 kJ/mol.K, estos valores también son
negativos, lo que refleja que hay un bajo desorden en la formacion de plasmido y NPT
Il durante el crecimiento celular utilizando glicerol como Unica fuente de carbono y
energia. Estos datos muestran que el mecanismo de proteccion en respuesta al
choque térmico de E. coli es altamente efectivo, 10 que implica la expresion de
proteasas y chaperonas, incluido el sistema GroEL/GroES que protege a la célula del
dafio que puede causar el choque térmico a altas temperaturas (mas de 40 °C)
(Guisbert et al., 2004).

Aungue existen trabajos relacionados con la parte cinética de la produccion de
ADNp, todavia existe una gran brecha relacionada con la parte termodinamica en este
proceso de produccién, que es importante debido a que muchos trabajos ya informaron
la importancia de la temperatura sobre el aumento en la produccion de plasmido;
asimismo, no debemos olvidar que los pardmetros cinéticos estimados a escala de
laboratorio (matraz) pueden variar significativamente cuando el proceso se pretende
escalar industrialmente, principalmente debido a fendmenos de transferencia. Por otro
lado, los parametros termodinamicos estimados a nivel de laboratorio se pueden
aplicar de manera confiable a escala industrial, ya que son independientes de la escala
del reactor utilizada.
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Tabla 13. Parametros termodinamicos de la produccién de ADNp mediante E. coli
DHb5a bajo diferentes temperaturas entre 30y 42 °C
AH (kJ/mol) AS (J/mol.K) AG (kJ/mol)

Produccion de acetato  _gj 93+0.04  72.28+0.12 -103.83+0.36
Consumo de acetato 384 68+0.04 -1448.20+0.12 823.48+6.40
Produccion de succinato 144 15+0.04 286.67+0.12 -231.01+1.31
Consumo de succinato  _1g3 81+0.04 416.51#0.12 -310.01+1.89
Produccion de lactato g3 30+0.04  63.49+0.12 -101.56+0.32
Produccion deformiato 75371004 66.37+0.12  -95.48+0.33
Consumo de formiato 45331004 236.69+0.12 -118.70+1.05
Produccion de ADNp g8 35+0.04 105.94+0.12 -120.450.51
Produccionde NPTl .59 854004  7.58+0.12  -62.200.03
Degradacion de NPTl 113 01+0.04 162.18+0.12 -162.15+0.76
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3.3 Estudio de la combinacion de factores de estrés para el incremento en la

produccion de ADNp

3.3.1 Cinéticas de produccion de ADNp por E. coli creciendo con una
concentracion inicial de kanamicina de 50 mg/L a 30 °C y 42 °C en cultivo por
lote

Con el objetivo de comparar los datos obtenidos en este trabajo, fue necesario
caracterizar las condiciones comunes 1y 2 (CPC1 y CPC2) con una concentracion
inicial de kanamicina de 50 mg/L a dos temperaturas diferentes (30 y 42 °C), tales
condiciones son comunmente usadas para incrementar la concentracién de biomasa
en el cultivo (30 °C) y alta temperatura (42 °C) para inducir la replicacién de pDNA.
Estos experimentos fueron comenzados con una concentracion inicial de glicerol de
20 g/L; esta cantidad de fuente de carbono y energia fue completamente consumida
llegando a la fase estacionario del cultivo. En CPC1, la velocidad de crecimiento (u)
fue de 0.232 h'' y una velocidad de consumo de glicerol (gs) fue 0.73 g/L h, alcanzando
una concentracion maxima de biomasa de 7.8 gDCW/L con un rendimiento de biomasa
sobre glicerol (Yxs) de 0.32 g/g (Tabla 13 y Fig. 21). Cuando la temperatura se controlo
a 42 °C (CPC2), uy gs fueron 22.8% y 50.7% mayores, respectivamente, comparados
con el cultivo CPC1; sin embargo, Yws disminuyé hasta 0.26 g/g.

Tabla 14. Resumen del efecto de las condiciones communes de produccién y
tratamientos evaluados sobre la concentracion maxima de biomasa, velocidad de
crecimiento, rendimiento de biomasa y velocidad de consumo de glicerol en cultivo de
E. coli-pVAX1-NH36.

. Xmax . Yxis s
Tratamiento SO0 w0D 0l (@labew.n)
T1 8.63:0.01 0.249%0.00 0.35:0.02 0.72+0.05
T2 7.90+0.06 0.196+0.01 0.31#0.00 0.630.03
T3 9.02+0.12 0.285+0.01 0.374#0.01 0.760.03
T4 6.85:0.01 0.241+0.00 0.26£0.01 0.92+0.02
T5 7.54+0.21 0.300£0.01 0.30£0.01 0.98+0.04
CPC1  7.8£003 0.232:0.01 0.32:0.02 0.73%0.00
CPC2  6.6£0.00 0.285:0.02 0.26:0.04 1.10+0.05
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La acumulacién de acetato puede estar relacionado a la inhibicion del
crecimiento y al incremento de la produccién de ADNp (Zhin-nan et al., 2005). En
experimentos a nivel matraz, el sobreflujo metabdlico (acumulacion de acetato) puede
atribuirse a las condiciones de cultivo (cambios de pH y %0OD no controlado), por esta
razon, in este trabajo, el pH y %0OD fueron controlados en todas las fermentaciones,
para asegurar que la acumulacién de acetato es debido al efecto de la temperatura.
Las concentraciones méaximas de los productos del sobreflujo metabdlico son
mostradas en la Fig. 22. A pesar de que, los datos de la acumulacién de acetato
pueden ser presentados en términos volumétricos, es imposible realizar una
comparacion adecuada con otros reportes, debido a las diferentes concentraciones
iniciales de fuente de carbono que han sido usadas en los cultivos por lote, por esta
razon, la presentacion de la acumulacién de acetato debe presentarse en términos de
rendimiento de acetato en glicerol o glucosa. Los céalculos obtenidos como rendimiento
de acetato sobre glicerol (Yacis) fueron de 0.04 g/g in CPC1 y 0.24 g/g en CPC2, por
otro lado, el incremento de acumulacién de lactato fue de 6 veces y no se observaron
cambios en las concentraciones obtenidas para formiato y succinato. Este incremento
en los productos del sobreflujo metabdlico en la fermentacién a alta temperatura ha
sido reportado, de la misma manera, los resultados obtenidos para Yacis en el presente
trabajo fueron mas bajos, esto puede ser por el uso de glicerol en lugar de glucosa en
las fermentaciones (Jaén et al., 2013; Martins et al., 2015). Sin embargo, la produccion
maxima de acetato observada fue mas alta comparada con los cultivos por lote en los
cuales se utilizé glucosa a 37 °C (Borja et al., 2012; Goncalves et al., 2013).

El rendimiento volumétrico (97.6 mg/L) y especifico (12.9 mg/gDCW) vy
productividad volumétrica (13.9 mg/L h) de ADNp 42 °C y 50 mg/L de kanamicina
(CPC2) se incrementaron 3.7, 4.2 y 4.2 veces, respectivamente, comparados con 30
°C y 50 mg/L de kanamicina (CPC1). El efecto de la temperatura sobre todos los
parametros medidos en la produccion de ADNp fueron similares a algunos que han
sido previamente reportados en trabajos previos (Carnes et al., 2006; Jaén et al., 2013;
Silva et al., 2008).

La principal causa de la carga metabdlica en la produccion de plasmidos como

pVAX1-NH36 es la sintesis de NPT II, la cual es producida en cantidades innecesarias
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para el mantenimiento y seleccién del plasmido (Cunningham et al., 2009). Cuando la
fermentacion se llevd a cabo a 42 °C, el rendimiento volumétrico (185.59 mg/L) y
especifico (24.6 mg/gDCW) de NPT Il y el porcentaje de NPT ll/proteina total (4.2%)
(%NPTII/PT) obtenidos, fueron 1.2, 1.4 y 1.6 veces mayores, respectivamente,
comparados con los obtenidos en la fermentacion a 30 °C, sin embargo, los valores de
%NPTII/PT en este trabajo, fueron menores a los reportados previamente (Rozkov et
al., 2004); la relacion entre la expresion de NPT Il y la produccién de ADNp (Y NPTI/ADNp)
disminuyo, debido a un incremento en la produccion de ADNp (Tabla 14 y Fig. 23).
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Fig. 21. Cinéticas de crecimiento de E. coli DH5a y de consumo de glicerol bajo cinco
diferentes estrategias incluidas en el disefio experimental. Las barras de error denotan
las desviaciones experimentales entre duplicados.
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Fig. 22. Concentracion maxima de productos del sobreflujo metabdlico bajo
condiciones comunes de produccién y las cinco diferentes estrategias incluidas en el

disefio experimental.

Tabla 15. Resultados de todas las condiciones de los tratamientos evaluados sobre:
rendimiento volumétrico y especifico de ADNp, productividad volumétrica de ADNp y
rendimiento volumétrico y especifico de NPT Il en cultivos por lote de E. coli-pVAX1-

NH36. Los datos son reportados durante la fase estacionaria.

Temperatura  Kan® RV-ADNp’  RE-ADNp°  PV-ADNp’'  RV-NPTIe  RE-NPTII

(°C) (mg/L) (mg/L) (mg/gDCW)  (mg/L.h) (mg/L) (mg/gDCW)
30 0 27.2+0.76 3.2+0.09 3.2+0.09  125.21+10.66  14.5+3.27
30 300 33.9+2.47 4.3+0.34 3.640.27  115.57+10.71  14.6+1.46
36 150 57.4+1.71 6.4+0.11 9.020.27  558.02+31.50  61.9+2.67
42 0 102.241.36  14.9+0.21 11.940.16  126.82+10.65 18.5+1.54
42 300  151.8+¢255  20.1+0.23 19.740.33  244.18+9.98  32.4+0.41
30 50 26.3+0.51 3.1+0.16 3.3t0.22  151.96+9.56  18.05+2.12
42 50 97.6+4.22 12.9+1.93 13.9+41.04 185.59+10.32 24.6+1.14

2 Kan = Kanamicina, ® RV-ADNp = Rendimiento volumétrico de ADNp, ¢ RE-ADNp =
Rendimieno especifico de ADNp, ¢ PV-ADNp = Productividad volumétrica de ADNp,
RV-NPTII = Rendimiento volumétrico de NPTII y FRE-NPTII = Rendimiento especifico
de NPTII. Los resultados se expresaron como el promedio * desviacidén estandar de
dos fermentaciones independientes.
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Fig. 23. Relacién entre la produccion de NPT II, proteina total y ADNp

3.3.2 Produccion de ADNp variando la concentracion inicial de kanamicina en

cultivo por lotea 30y 42 °C

Concentracion maxima de biomasa, velocidad de crecimiento, velocidad
consumo de glicerol y rendimiento de biomasa/glicerol

Los perfiles de produccion de biomasa y consumo de glicerol a 30 °C y 42 °C,
variando la concentracion inicial de kanamicina (0 y 300 mg/L) se muestran en la Fig.
21, cuando la concentracion inicial de kanamicina se redujo a 0 mg/L (T1), los valores
de u no mostraron diferencias significativas (p<0.05) a 30 °C y 42 °C, sin embargo, a
partir de concentraciones de kanamicina de 50 mg/L hasta 300 mg/L, los resultados
obtenidos para este parametro depende de la temperatura y no es funcion de la
concentracion de antibidtico. La temperatura (30 °C 0 42 °C) mo mostraron diferencias

significativas (p<0.05) sobre Yxs utilizando una concentracion inicial de kanamicina de
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300 mg/L, pero a 50 mg/L y 0 mg/L, las diferencias in este parametro fueron claramente
evidentes como funcién de la temperatura.

Inesperadamente, las condiciones extremas del disefio experimental (T4 y T5)
mostraron resultados inversos a los previamente reportados para T1 y T2, ambos
tratamientos fueron llevados a cabo a 42 °C, pero para altas concentraciones de
antibiético (300 mg/L), se observé un incremento en Xmax, 1, Yxis Y gs del 10%, 24.5%,
15.4% y 6.5%, respectivamente. Nuestros resultados muestran algunas diferencias en
comparacion con los reportados por Faraji et al., 2006, debido al uso de un disefio
experimental de factor simple (con o sin kanamicina) llevado a cabo a 37 °C; en el
punto central del disefio llevado a cabo a 36 °C y una concentracion de kanamicina de
150 mg/L (T3) se obtuvieron los maximos para Xmax Yy Yxs, siendo 9.02 g/L y 0.37 g/g,
respectivamente (Fig. 21 y Tabla 22), estos valores son similares a los descritos para

condiciones similares previamente reportados (Munguia-Soto et al., 2015).

Productos del sobreflujo metabdlico

Cuando se desea estudiar algun efecto sobre el proceso de produccion de
ADNp, el perfil de la acumulacion de productos del sobreflujo metabdlico debe ser
analizado, debido a que la acumulacion de acetato puede estar relacionado a la
inhibicién del crecimiento e incremento de la produccién de ADNp (Zhin-nan et al.,
2005). En este trabajo, diferencias importantes en la acumulacion de metabolitos de la
fermentacién fueron cuantificados (Fig. 22).

La concentracion maxima de productos del sobreflujo metabdlico
(principalmente acetato) en la fermentacion de E. coli DH5a-pVAX1-NH36, la cual fue
llevada a cabo a 30 °C y 50 mg/L de kanamicina (CPC1) fue 0.67 g/L, pequefias
cantidades de acetato acumulada, fue consistente con las caracteristicas metabdlicas
de la cepa DH5a usada aqui (Phue et al., 2008). Cuando la concentracion inicial de
kanamicina fue 0 mg/L (T1), la produccion de acetato mostré un incremento de 60% y
esta produccién increment6 27% debido a un incremento en la concentracién inicial de
kanamicina a 300 mg/L, por otra parte, en la fermentacion llevada a cabo a 42 °C and
50 mg/L de kanamicina inicial (CPC2), la produccién de acetato (4.62 g/L), disminuyo

cuando la concentracion inicial de kanamicina fue disminuida o incrementada. En el
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tratamiento a 42 °C y 0 mg/L de kanamicina (T4), la reduccion en la produccion de
acetato fue 44%, mientras, que en el tratamiento a 42 °C y 300 mg/L de kanamicina
300 mg/L (T5), la reduccion fue de 74.5%. La exposicion de E. coli a altas
concentraciones de kanamicina que se evaluaron en T2, T3 y T5 resultaron en una
menor produccion de productos del sobreflujo metabdlico con se muestra en la Fig. 22;
este fendmeno podria deberse al mal plegamiento proteico (de enzimas involucradas
en las rutas metabolicas del glicerol y ciclo de los &cidos tricarboxilicos (CAT) causado
por el exceso de antibidtico (Cavallero et al., 1990).

Estos resultados obtenidos podrian ser explicados por los mecanismos de
accion y transporte de los aminoglicésidos (transportadores unidos a quinonas). Se ha
propuesto que el requisito del transporte de electrones produce una polaridad negativa
del transportador debido a la reduccion, esto facilitaria la union de un antibiético
cationico (como kanamicina). El aminoglicésido unido seria conducido a través de la
membrana y transferido a los ribosomas, los objetivos celulares finales. Este proceso
necesariamente limitaria la cantidad de quinonas disponibles (u otros transportadores)
para el flujo de electrones. Como el CAT esta relacionado con la respiracion
bacteriana, una cantidad de flujo de electrones produciria una disminucién del CAT
(Bryan and Kwan., 1983).

Carga metabdlica

La cuantificacion de la sintesis de NPT Il es importante debido a que es un
indicador de la carga metabdlica en el proceso de fermentaciéon de E. coli DH5a-
pVAX1-NH36, asi mismo, este producto es considerado un contaminante en el proceso
posterior de purificacion, sin embargo, es importante mencionar que NPT Il no tiene
alguna de las caracteristicas asociadas con proteinas alergénicas y efectos toxicos en
humanos (FDA, 1997). La concentracion maxima de NPT Il (558 mg/L) fue obtenida
en el punto central del disefio experimental (T3), este valor disminuyo hasta 152 mg/L
(equivalente a 73 % en reduccion de la sintesis de NPT II) a 30 °C bajo las diferentes
concentraciones iniciales de kanamicina evaluadas (0, 50 y 300 mg/L); cuando los
experimentos fueron realizados a 42 °C bajo la misma concentraciéon inicial de

kanamicina, la sintesis de NPT Il fue 23%, 33% y 44%, respectivamente, comparado
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con la concentracion maxima de NPT Il obtenida in T3 (Tabla 14). De la misma manera
que en T3, los valores maximos de expresion de NPT [I-ADNp producido (YNpTi/pDNA)
y expresion de NPT ll/proteina total (%NPTI/PT) (Fig. 23); fueron 10
mgNPTII/mgpDNA and 13 %NPTII/PT, respectivamente. Los tratamientos T1, T2, T4
y T5 estuvieron en el rango de sintesis de NPT Il, en comparacion con las condiciones
comunes de produccién (CPC 1y CPC 2).

La proteina RpoH is un indicador de la resistencia al calor en cultivos de E. coli
realizados a altas temperaturas, regulando la expresion de HSP’s; las cuales confieren
proteccion a la desnaturalizacion de las proteinas debido al calor. Ademas, la
exposicion a kanamicina causa un incremento en los niveles de la proteina RpoH, lo
cual a su vez incrementa una tolerancia al calor (Axenov et al., 2013; Narberhaus et
al., 2003). A temperaturas por encima de 42 °C, la interaccion entre RpoH y DnaK es
reducida debido al cambio conformacional en RpoH y debido a que el complejo
DnaK/DnaJ se encuentra quelado por la abundancia de proteinas desnaturalizadas
por el calor. Todo esto podria explicar el por qué a 42 °C hay un incremento en la
sintesis de NPT Il como funcién de la concentracion de kanamicina, aunque a 37 °C

se haya obtenido el incremento mas alto.

Produccion de ADNp

Para que un proceso de produccién de ADNp sea técnica y econémicamente
viable, se requiere que los rendimientos especifico y volumétrico sean lo mas elevados
posible, asi como la productividad. Los resultados obtenidos con los diferentes
tratamientos evaluados de temperatura y concentracion inicial de kanamicina son
mostrados en la Tabla 14. A 30 °C y 0 mg/L de kanamicna (T1), los rendimientos
volumétrico y especifico, asi como la productividad obtenidas fueron 27.2 mg/L, 3.2
mgpDNA/gDCW and 3.2 mgpDNA/L h, con 50 mg/L de kanamicina (CPC1) estos
valores no incrementaron; sin embargo, con una concentracion inicial de kanamicina
de 300 mg/L (T2) fueron 24%, 34%, and 12% mas altos, respectivamente, comparados
con T1 (Tabla 14); la replicacion de ADNp se encuentra altamente regulada a
temperaturas por debajo de 37 °C (Lin-Chao et al., 1992). A 42 °C y una concentracion

de 300 mg/L de kanamicina (T5), un rendimiento volumétrico de 151.8 mgpDNA/L, un
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rendimiento especifico de 20.1 mgpDNA/gDCW y una productividad de 19.7
mgpDNA/L.h fueron obtenidos. Comparando estos resultados con los obtenidos bajo
las condiciones de 42 °C y 0 mg/L de kanamicina (T4), se obtuvo un incremento de
49%, 35% and 65% en los rendimientos volumétrico, especifico y en la productividad.
Por lo tanto, el aumento observado a temperatura constante se puede atribuir al
aumento en la concentracion de antibiotico. Cuando E. coli es expuesta a antibiéticos
B-lactamicos tales como la ampicilina (también usado para seleccién), la sobre
expresion de la proteina DpiA afecta la estabilidad y replicacion del plasmido mediante
la activacion del sistema DpiAB en plasmidos de elevado numero de copias como
pVAX1 el cuales contiene regiones ricas en secuencias A+T en el origen de replicacion
y también esta misma proteina induce la respuesta SOS. La kanamicina como
marcador de seleccion tiene ventajas moleculares para la produccion de ADNp debido
a que no incrementa la expresion de DpiA y, por lo tanto, no activa el sistema DpiAB
(Miller et al., 2004). Los valores obtenidos en el componente central del disefio a 36
°C y 150 mg/L de kanamicina (T3) para el rendimiento volumétrico fue 57.4 mglL,
siendo similar a lo reportado previamente bajo condiciones de 50 g/L a 37 °C y 50 mg/L
de kanamicina y 6.4 mg/gDCW de rendimiento especifico, siendo 20 % mayor bajo las
mismas condiciones (Islas-Lugo et al., 2016). La replicacion de pVAX1-NH36 estuvo
altamente regulada, a pesar de que la concentracion inicial de kanamicina fue 3 veces
mayor.

La forma super enrollada es la forma preferida de ADNp para el uso en terapia
génica y en vacunas (Prazeres et al., 1999). La FDA recomienda que las vacunas
basadas en ADNp tengan un contenido >80% de la isoforma super enrollada (Morgan
et al., 2002). Este criterio se basa en la opiniéon de que el plasmido super enrollado
tiene una actividad biolégica superior en comparacion con otras formas de plasmido.
Esta parte del articulo reporta el efecto de los tratamientos evaluados, sobre la pureza
y la relacion de ADNp (pVAX1-NH36) super enrollado usando E. coli DH5a, siendo
esta una cepa comercial de rapido crecimiento, la cual ha mostrado una relacion de
ADNp super enrollado mayor a 90% (Yau et al., 2008). El analisis densitométrico se

presenta en la Fig. 24, la cual muestra que, en todos los tratamientos evaluados en el
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trabajo, los porcentajes de plasmido super enrollado alcanzaron porcentajes mayores

al 90%.

1234567891011121314
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OC (Open circular pDNA)
LC (Linear pDNA)
SC (Supercoiled pDNA)

Fig. 24. Electroforesis en gel de agarosa para las 5 estrategias incluidas en el disefo
experimental: linea 1 and 14, el marcador de peso molecular (1 kb DNA); lineas 3-4,
T1 (1:1 and 1:2); lineas 5-6, T2 (1:1 and 1:2); lineas 7-8, T3 (1:1 and 1:2); lineas 9-10,
T4 (1:1 and 1:4); y lineas 11-12, T5 (1:1 and 1:4).

Analisis estadistico

Los resultados de ANOVA para los rendimientos volumétrico y especifico de
ADNp, la productividad volumétrica de ADNp, asi como los rendimientos volumétrico
y especifico de NPT Il se reportan en la Tabla 15. Aqui, ANOVA para todos los
rendimientos manifiesta que son altamente significativos (valores F 1278.05, 1465.21,
1501.93, 647.58, y 988.45, respectivamente, y valores de probabilidad muy bajos p=0
para todas las variables de respuesta). Los valores pronosticados de R? de 99.61%,
99.66%, 99.66%, 99.23% y 99.49% para los rendimientos volumétrico y especifico de
ADNp, la productividad volumétrica de ADNp, asi como los rendimientos volumétrico
y especifico de NPT Il, respectivamente, estan cerca del R? ajustado de 99.86%, 99.88
%, 99.88%, 99.72% y 99.82%, respectivamente. Esto muestra que el modelo se ajusta
a los datos de manera adecuada. Por lo general, para que las predicciones sean
significativas, el valor F y el valor t deben ser mas altos que los valores p de baja
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probabilidad. Los valores de p<0.01 indican que los términos del modelo son
significativos al 99% de nivel de confianza.

Los resultados del ANOVA para las variables implican que los efectos positivos
lineales de la temperatura (p<0.01) y la concentracion de kanamicina (p<0.01) dominan
en todos los tratamientos estudiados, teniendo una influencia significativa en la
produccion de ADNp y NPT Il. La contribucién lineal de la temperatura (A) a la
produccion de pDNA es mayor que para la produccién de NPTII; por el contrario, la
contribucion lineal de la concentracion de antibiéticos (B) es menor, segun el ANOVA,
de acuerdo con la observacion de que las altas temperaturas aumentan la replicacion
de pDNA, pero no la produccion de NPT Il, asi como las altas concentraciones de
antibioticos reducen la produccién de metabolitos de desbordamiento, permitiendo un
aumento de pDNA y NPT Il evidenciando un efecto sinérgico para el aumento del
producto de interés y reduciendo la produccién de acidos organicos, principalmente
acetato, que inhibe la produccion de biomasa y en concentraciones mas altas, la

replicacion del plasmido.
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Tabla 16. ANOVA y prueba de significancia para rendimientos de ADNp y NPT II.

Término Valor F Valort Valorp
A 5441.28 73.77 0.000
Rendimiento volumétrico de ADNp B 462.92 21.52 0.000
A*B 271.15 16.47 0.000
Punto central * -14.62 0.000
A 6366.57 79.79 0.000
Rendimiento especifico de ADNp 33505 183 0.000
A*B 139.32 11.8 0.000
Punto central * -22.03 0.000
A 6250.64 79.06 0.000
Productividad volumétrica de ADNp 09452 26.350.000
A*B 551.25 23.48 0.000
Punto central * -3.5 0.025
A 96.01 9.8 0.001
Rendimiento volumétrico de NPT I 65.69 81 0001
A*B 91.34 9.56 0.001
Punto central * 5452 0.000
A 360.41 18.98 0.000
Rendimiento especifico de NPT Il 148.69 ~ 12.19 - 0.000
A*B 143.83 11.99 0.000
Punto central * 65.37 0.000

Cambios morfolégicos

Algunos cambios morfoldgicos incluyendo filamentacion han sido previamente
mostrados con detalle para diferentes condiciones de cultivo como limitacion de
nutrientes y alta presion hidrostatica (Mafas et al., 2004; Wainwright et al., 1999). El
dafio celular y cambios morfolégicos de los cultivos de E. coli DH5a-pVAX1-NH36 bajo
condiciones de estrés por temperatura y concentracion de kanamicina son mostrados
en imagenes tomadas mediante microscopia electrénica de barrido (MEB) (Fig. 25a y

b). Las condiciones CPCl y CPC2 estan de acuerdo con las caracteristicas
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morfologicas reportadas previamente, como es mostrado en Fig. 25b, las células
individuales de E. coli tienen forma cilindrica y tienen aproximadamente 800 nm de
ancho y 2.5 ym de largo a 30 °C y 50 mg/L de kanamicina (M-N); por otra parte, las
células creciendo a 42 °C y 50 mg/L de kanamicina (O-P) muestran esencialmente una
morfologia filamentosa, esto es, que se elongan y replican su ADN, pero sin dividirse
(Silva et al., 2008).

Las células de E. coli DH5a en la muestra control mostradas en la Fig. 25a (A-
B) tomadas a t=0 fueron de formas cilindricas gordas con su membrana intacta, esta
es la morfologia tipica, correspondiente a la condicion T1 (C-D) tomada a estado
estacionario; sin embargo, algunos cambios fueron observados en la integridad de la
membrana en todos los demas tratamientos. Las células crecidas a 30 °C y 300 mg/L
de kanamicina hubo hundimiento en la parte media de algunas células y una
membrana arrugada, indicando una fuga parcial de citoplasma (E-F); este dafio puede
estar asociado a la disminucion de la produccion de metabolitos de sobre flujo y
atribuido a la alta concentracion de antibibtico, la alteracion de morfologia en la
superficie de las células de E. coli después del tratamiento con agentes
antimicrobianos ya ha sido reportado previamente (Mangoni et al., 2004).

En el punto central del disefio, las imagenes de MEB claramente muestran
filamentacién limitada y la produccion de cantidades considerables de PSC
extracelular por E. coli (G-H); debido a esto, es importante mencionar que las
endotoxinas son generalmente referidas como lipopolisacaridos y que son el mayor
contaminante en la produccion de ADNp por bacterias gram negativas como E. coli,
perjudicando el proceso de separacion y purificacién y por lo tanto un incremento en
costo del proceso, razén por la cual, estos resultados muestran evidencia de no
comenzar cultivos de E. coli para obtencion de biomasa bajo condiciones de
produccion de 36-37 °C debido a la produccion de PSC puede ser asociado en este
caso con la velocidad de crecimiento del cultivo.

Las micrografias I-J en la Fig. 25b muestran una morfologia filamentosa que
refiere cuando las células se elongan y replican su ADN, pero sin dividirse, la evidencia
muestra que la limitacién por nutrientes y el estrés oxidativo activan la formacion de

una estructura filamentosa (Ackerley et al., 2006; Wainwright et al., 1999); en la

91

€@



Respuesta de la carga y el sobreflujo metabélico de Escherichia coli DH5a en la produccién de ADNp bajo condiciones de
estrés: experimentacion y modelado

muestra tomada durante este tratamiento se puede apreciar un incremento en el
tamafio de la célula de 4 veces respecto al control. Se sabe que en mantenimiento y
la replicacion de los plasmidos de elevado numero de copias impone una carga
metabdlica en E. coli DH5a, resultando en una desregulacion de los genes
relacionados a la sintesis de la pared celular (Ow et al., 2006). Las micrografias K-L
muestran la misma morfologia filamentosa; pleomorfismo se puede también observar
solo bajo condiciones de alta temperatura y concentracion de kanamicina, tanto la
morfologia filamentosa como el pleomorfismo en E. coli ya ha sido previamente
inducido debido a la adicion de ampicilina en el medio de cultivo (Wainwright et al.,
1999). De acuerdo a estos resultados mostrados en las imagenes obtenidas mediante
MEB, la concentracién de antibiético tiene un mayor efecto sobre el dafio celular que
la temperatura, de manera similar, el estrés debido a la elevada concentracion de

antibiotico y temperatura inhiben de una manera desconocida, la produccion de PSC.
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Fig. 25a. Las imagines
de MEB en pares de
muestras de
Escherichia coli DH5a
de los experimentos
llevados a cabo en
esta etapa. Micrografia
superior: x10000;
Inferior: x25000. A-B:
control a t=0 para
todos los tratamientos;
C-D, E-F y G-H fueron
tomadas al estado
estacionario (== 1 pm).
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alta densidad celular

Con el fin de evaluar la mejor condicion obtenida en los cultivos por lote, se
llevaron a cabo cultivos de alta densidad celular (aproximadamente 50 gDCW/L), los
resultados obtenidos en cultivos de alta densidad celular se muestran en la Fig. 6. Se
realiz6 un cultivo en lote-alimentado que sirvio como control a una velocidad de
calentamiento de 0.025 °C/min y 50 mg/L de concentracién de kanamicina y este sirvié
como base para la comparacién. Como se puede ver en la Fig. 26A, el cultivo se
mantuvo a una tasa de crecimiento de 0.31 h! durante un rango de temperatura de 30
a 37 °Cyluego a 0.15 h' de 37 a 42 °C hasta alcanzar una concentracién de biomasa
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Fig. 25b.
(continuacion). Las
imagines de MEB en
pares de muestras
de Escherichia coli
DH5a de los
experimentos
llevados a cabo en
esta etapa.
Micrografia
superior:  x10000;
Inferior: x25000. A-
B: control a t=0 para
todos los
tratamientos; I-J, K-
L, M-N y O-P fueron
tomadas al estado
estacionario (== 1

pm).

3.3.3Efecto de la concentracion de kanamicina en cultivos termo-inducidos de
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de 48.75x0.72 gDCWI/L con un rendimiento especifico de NPT Il de 51.05+2.37
mg/gDCW vy un rendimiento especifico de ADNp de 7.65+£0.48 mg/gDCW a las 24.3 h
de cultivo, correspondiente a un aumento del 20% comparado con el valor en donde
se comenzo el aumento de la temperatura, este nivel en el incremento del ADNp
acumulado, ya fue previamente calculado en cultivos termo-inducidos desde 30 a 42
°C a una velocidad de calentamiento de 0.0125 °C/min, utilizando un medio de cultivo
semi-definido patentado (Carnes et al, 2011). En la Fig. 26B se muestra el rendimiento
volumétrico y la productividad de 372.50+17.68 mg/L y 15.31+0.73 mg/L h,
respectivamente, manteniendo esa produccion lineal hasta el final de la fase de lote-
alimentado, todos los resultados de rendimientos de ADNp fueron similares a lo que
han sido reportados previamente bajo condiciones similares de lote-alimentado (Jaén
et al, 2013). La acumulacién de acetato fue evidente cuando la temperatura alcanzé
aproximadamente 37 °C, permaneciendo casi constante hasta el final del cultivo,
alcanzando un maximo de 1.8 g/L. El formiato y el succinato se consumieron
totalmente al final del tiempo de lote-alimentado, el lactato alcanz6 un maximo de 1 g/L
aproximadamente a las 20.7 h.

El cultivo en modo de lote-alimentado para evaluar la mejor condicion del lote (42
°C y 300 mg/L de kanamicina) se pudo aplicar con éxito a un cultivo de alta densidad
celular; en la Fig. 26D se muestra que la alta concentracion de antibiético (6 veces mas
qgue lo que se usa comunmente) no tiene efectos estadisticamente significativos
(p>0.05) sobre el crecimiento en comparacion con el control, alcanzando 49.10+1.23
gCDWI/L. Sin embargo, al final de la fase de lote-alimentado, se obtuvieron diferencias
importantes en los rendimientos especificos de NPT Il y principalmente de ADNp
siendo 41.06+0.04 mg/gDCW y 15.47+0.65 mg/gDCW, respectivamente, lo que
representa una disminucion de aproximadamente 20% en el rendimiento especifico de
NPT Il y un aumento de 2 veces en el rendimiento especifico de ADNp, en comparacion
con el cultivo control. El aumento importante en la producciéon de ADNp fue observado
después de las 20.7 h, cuando el cultivo alcanz una temperatura de 37 °C y tenia un
tiempo de exposicién de aproximadamente 4.7 h a una concentracién de 300 mg/L de
kanamicina; en la Fig. 26E, este comportamiento es evidente en términos de

productividad volumétrica y productividad en comparacion con la Fig. 26B, los valores
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maximos alcanzados para estos dos parametros fueron 759.00+12.73 mg/L y
31.19+0.52 mg/L h, respectivamente; mediante la estrategia evaluada se obtuvieron
valores similares o superiores a los reportados en varios trabajos (Danquah et al, 2008;
Ongkudan, 2011; Phue et al, 2008). La sintesis de productos del sobreflujo metabdlico
también mostro diferencias importantes, el producto de principal interés (acetato)
aumentd 26% (2.24+0.04 g/L) en comparacion con el cultivo control, sin embargo, se

consumio casi en su totalidad al final de la fermentacion, comportamiento que no se

estrés: experimentacion y modelado

observoé en el cultivo de control como se puede ver en la Fig. 26F y C.
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control con 50 mg/L de concentracion de kanamicina y D, E y F corresponden a un
cultivo con 300 mg/L de concentracién de kanamicina agregada por un pulso cuando
comenzo el incrementd de temperatura. Las barras de error indican las desviaciones
experimentales entre experimentos duplicados. RV-ADNp = Rendimiento volumétrico
de ADNp, RE-ADNp = Rendimieno especifico de ADNp, PV-ADNp = Productividad
volumétrica de ADNp, RV-NPTII = Rendimiento volumétrico de NPTIl y RE-NPTII =
Rendimiento especifico de NPT I
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Se sabe que los recursos que se dirigen a la produccién de NPT Il afectan la
produccion de ADNp. Este trabajo indicé una correlacién no lineal entre la produccion
de ADNp y NPT Il y, ademds, cuando la tasa de produccion de NPT Il se redujo
significativamente, la velocidad de produccion de plasmidos se incrementd hasta 4
veces. Por lo tanto, pueden desarrollarse estrategias para minimizar la carga
metabolica impuesta por la expresion de NPT Il antes de descartar el uso del plasmido
marcador de resistencia a antibioticos. La cuantificacion precisa de NPT Il por ELISA
contribuird a mejorar la comprension de las estrategias propuestas en el futuro. Se
logré probar que NO existe una relacion lineal entre la produccién de ADNp vy la
expresion de la proteina NPT Il que confiere resistencia a kanamicina en cultivos con
E. coli DH5a y pVAX1-NH36 como plasmido.

En una siguiente etapa, se propuso un observador de estado para la estimacion
en linea de las variables dindmicas clave en un cultivo por lote para la produccion de
plasmido utilizando E. coli DH5a. Este estimador de estado resuelve el problema de la
medicion en linea de la concentracién de ADNp en el proceso de produccion en lote a
través de las mediciones de concentracién de biomasa, debido a su fiabilidad real y
costo reducido en comparaciéon con el tiempo de muestreo y andlisis de otras
metodologias.

Debido a lo restringido de varios modelos que han sido propuestos para
describir la produccién de ADNp y la experimentacion en esos trabajos, posterior a la
propuesta de un observador de estado, se propuso una nueva estructura de modelo
mucho mas enriquecido con variables clave en la produccién de plasmido para poder
evaluar numéricamente el efecto de la temperatura sobre el sistema de produccion.
Los parametros del modelo se estimaron y se ajustaron usando una técnica de
regresion no lineal para minimizar la desviacion de la suma de cuadrados entre las
predicciones del modelo y los datos experimentales. Los valores estimados se
ajustaron bien a los datos experimentales a 37 °C. De un conjunto de experimentos a
diferentes temperaturas, se pudieron estimar valores de velocidades de crecimiento,
produccion y consumo, segun corresponda; los valores de velocidad maxima de
crecimiento, de produccion de acetato y produccion de NPT Il aumentaron como

funcion de la temperatura, no asi con la velocidad maxima de produccion de ADNp, la
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cual disminuyd. A partir de estos valores y utilizando el modelo de Arrhenius, se
pudieron calcular los valores de energias de activacion para la produccién de estas
cuatro variables, siendo 16.5 kJ/mol, 84.5 kJ/mol, 58.2 kJ/mol y 90.9 kJ/mol,
respectivamente. La alta temperatura también acelero la produccion de acetato, lo que
esta relacionado con la inhibicion de la produccion de células de crecimiento y pDNA.
Para la aplicacion en escala de produccion, algunos parametros cinéticos pueden tener
gue ajustarse de acuerdo con la variacion en la cepa de E. coli y la fuente de carbono.
En esta parte del trabajo, se demostré el efecto de la temperatura en las actividades
de las células y cdmo esto podria ser elucidado y cuantificado mediante la utilizacion
de un modelo matematico bueno y representativo. Segun el analisis de Ea de las vias
metabolicas involucradas en la produccion de ADNp, se determind que la produccion
estd favorecida termodindmicamente en este orden, NPT Il (carga metabdlica) >
acidos organicos (sobreflujo metabdlico) > ADNp. Esta contribucién para una mejor
comprension del efecto de factores medioambientales como la temperatura en la
produccion de pDNA y podria aplicarse como una herramienta para el posterior
desarrollo del proceso.

En una ultima etapa y habiendo analizado la termodinamica del sistema, se
plante6 una alternativa basada en una estrategia sinérgica, obteniendo resultados
prometedores en cultivo por lote y mostrando un efecto combinado a 42 °Cy 300 mg/L,
se obtuvo un aumento de 49%, 35% y 65% en rendimiento volumétrico, rendimiento
especifico y productividad. El aumento en el rendimiento volumétrico y la productividad
se debe principalmente al aumento en el rendimiento especifico y no a la reduccién de
la biomasa final obtenida y la reduccion en el tiempo de fermentacion. Los resultados
nos permiten proporcionar evidencia sobre la capacidad de usar altas concentraciones
de antibiéticos para reducir los productos de desbordamiento metabdlico
(principalmente acetato) y la sintesis de NPT Il relacionada con la carga metabdlica.
El uso combinado de dos factores de estrés (temperatura y concentracion de
kanamicina) no afecto la calidad del plasmido producido, siendo una ventaja sobre el
proceso aguas arriba y su posterior purificacion. Finalmente, con base en las
micrografias tomadas a los cultivos, se concluye que comenzar un cultivo a 36-37 ° C

como normalmente se realiza el proceso de produccion de ADNp, porque implica la
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sintesis de exopolisacaridos que comprometen las etapas de separacion y purificacion.
Se puede concluir también que la mejor estrategia observada en lote, pudo realizarse
en cultivo termo-inducido de alta densidad celular, obteniéndose resultados iguales o
mejores que varios reportados en literatura; para rendimientos volumétrico y
especifico, asi como productividad, los resultados fueron 759.00 mg/L, 15.47+0.65
mg/gDCW y 31.19+ mg/L h, respectivamente; lo que representa un aumento de 2
veces, respecto al cultivo control (solamente termo-inducido), al mismo tiempo que con
la estrategia propuesta, los productos relacionados al sobreflujo y carga metabdlica
fueron disminuidos, lo que podria impactar en los costos relacionados a la parte de
separacion y purificacion.

Estos resultados sugieren que el estrés basado proceso combinado de
temperatura y concentraciéon de kanamicina se puede aplicar para la produccién de
pDNA eficaz en E. coli proceso de cultivo, mostrando que hay todavia otras alternativas
a nivel del reactor, la modificacién de las condiciones de cultivo, sin la participacion de

modificaciones genéticas del microorganismo que han sido ampliamente propuestos.
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CAPITULO 6
ANEXOS
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Anexo Al. Protocolo para la cuantificacion de NPT Il mediante ELISA

Ensayo ELISA
e Agregar 100 uL por pozo de la dilucidn (en solucion de carbonatos) del extracto
proteico obtenido de la lisis de Escherichia coli DH5a de cada una de las
muestras de fermentacién, asi como los puntos de la curva estandar.
e Incubar a 4 °C durante 18 horas.

e Agregar 100 uL por pozo de solucion de blogueo e incubar a 37 °C durante 1
hora.

e Lavar 3 veces con 300 uL por pozo (con solucion de lavado).

e Quitar el exceso de liquido en una toalla absorbente (no golpear la placa para
evitar afectar la union del complejo Ag).

Adicion del Anti-cuerpo primario
e A cada pozo se agregan 100 pL del Ab primario (anti-NPT 1) a una
concentracion de 5 pg/mL, diluido en solucion de carbonato.
e Depositar el liquido en el centro del pozo, evitando la formacién de burbujas.
e Incubar durante 1 hora a 37 °C.
e Lavar 5 veces con 300 uL por pozo (con solucion de lavado).

Adicién del Anti-cuerpo secundario conjugado
e Agregar 100 uL por pozo de la solucion de Ab secundario (Anti-Conejo 1gG, H+L
conjugado con HRP) a una concentracion de 0.5 pug/mL.
Incubar a 37 °C durante 1 hora, cubrir de la luz.
Lavar 5 veces con solucion de lavado.
Quitar el exceso de liquido.
Agregar 100 pL por pozo de solucién de revelado.
Incubar en la oscuridad durante 8 minutos.
Parar la reaccion con 100 uL por pozo de solucion de paro.
Medir la absorbencia en un lector ELISA a una longitud de onda de 492 nm.

-Realizar estas actividades con la menor intensidad de luz posible.

Lavado de placas

Se adicionan 300 pL por pozo de buffer de lavado (PBS-Tween20 al 0.05 %)
con una pipeta multicanal (si se cuenta con ella). Agitar oscilatoriamente durante 15
segundos y desechar el liquido. Colocar la placa sobre un material absorbente (que no
suelte particulas) para retirar el exceso de liquido.
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