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RESUM

En I'ambit dels processos biotecnologics molts productes d'interés es produeixen
per fermentacio bacteriana i especialment, pel que fa a proteines recombinants, a
partir del cultiu d'especies com Escherichia coli. Aquest bacteri ha sigut fambé
protagonista en molts dels avengos realitzats tant en el camp dels processos de
fermentacié, com de la biologia molecular, i ha servit de model cel-lular per a
estudis tant bioquimics, genetics com fisiologics. La facilitat del seu cultiu al
laboratori, degut al relatiu baix cost dels medis emprats per al seu creixement i a
I'elevada velocitat de duplicacié que presenta, junt amb I'extens coneixement que
es disposa de la seva fisiologia i genética, fan que sigui un dels sistemes cel-lulars

preferits per a I'estudi i obtencié de proteines recombinants.

Entre els processos de cultiu de cel-lules, I'estrategia més emprada és el cultiu
discontinu en bioreactors de tanc agitat. Tot i que els bioreactors on es realitzen
els cultius proveeixen a la poblacié bacteriana les condicions fisiques i quimiques
optimes pel seu creixement, en els cultius en discontinu I'ambient va canviant al
llarg del procés i els nutrients van desapareixent a mesura que s‘acumulen al brou
de fermentacié els productes i metabdlits. Paral-lelament a I'obtencio de productes
bacterians I'acumulacié de subproductes del metabolisme moltes vegades resulta
toxica per a la cél-lula impedint continuar amb el creixement de la poblacié i
reduint I'eficiéncia el procés. Aquest darrer aspecte és un dels factors clau alhora

d'intentar millorar I'eficiéncia d'un procés.

La millora de l'eficiencia de processos es pot abordar tant des de l'enfoc de
I'enginyeria de processos com des de I'enfoc de I'enginyeria genética. En el primer
cas la millora passa en primer lloc, per I'adequacié de la composicié del medi de
cultiu i en segon lloc, per establir el mode d'operacié de cultiu en bioreactor més
apropiat. Cada cop més s'estan incorporant dins les disciplines de I'Enginyeria

Bioquimica les aproximacions que lliguen el coneixement quantitatiu del
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metabolisme de les cel-lules amb la seva utilitzacié en fermentadors i pretenen
també, mitjangant les tecniques del DNA recombinant, modificar les activitats
cel-lulars per tal de reconduir-les. A partir de modificacions genetiques que
afecten a enzims clau de les vies centrals del metabolisme es pot incidir en la
manera que la cellula creix a les condicions imposades pel seu cultiu en
fermentador. Aquesta disciplina de treball es coneix com Enginyeria Metabolica i
ha adquirit forga interés en els darrers anys com a estratégia complementaria per

la millora de I'eficiéncia de bioprocessos.

En aquest treball s'ha realitzat una caracteritzacié fisiologica i metabdlica d'
Escherichia coli en cultiu en bioreactor per tal d'obtenir les claus que permetin una
millora de l'eficiencia del procés des de I'enfoc de I'Enginyeria Metabdlica. Per a
realitzar aquesta caracteritzacio, s'han realitzat cultius en discontinu en diferents
medis, de composicié nutricional complexa, semicomplexa i definida, aixi com
cultius en discontinu-alimentat i cultius en continu en condicions de limitacié de la
font de carboni. Per contra de l'esperat, el cultiu en medis de composicio
nutricional complexa, que contenen tots els nutrients necessaris per al creixement
d'aquest bacteri, no suposa el millor medi per a l'obtencié de densitats cel-lulars
elevades. A partir dels resultats d'aquests estudis s'ha identificat un factor que
impedeix millorar I'eficiencia d'un procés: I'excrecié i acumulacié de subproductes.
L'acetat és el principal subproducte metabolic en cultius aerdbics d' Escherichia
coli en medis glucosats. L'acetat impedeix perllongar el creixement i assolir
elevades densitats cel-lulars, ja que inhibeix el creixement a partir de 5 g/l de
concentracid. El cultiu discontinu-alimentat i el cultiu en continu en condicions
limitants de la velocitat especifica de creixement permeten reduir, pero no
eliminar, la seva producciéo en soques d'Escherichia coli K12. En aquestes la
produccié d'acetat s'ha vist que és constitutiva. Per un altre costat l'acetat
inhibeix I'expressié de gens recombinants i, per tant, si aquest és el producte
desitjat, és del tot convenient reduir la seva formacié i acumulacié per tal de que

no es vegi reduida la produccid de proteines recombinants.
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Per tal de realitzar un estudi a nivell quantitatiu del metabolisme cel-lular i
esbrinar les causes de la formacié de subproductes cal caracteritzar el que
succeeix dintre la ceél-lula quan creix al fermentador. Els fluxos metabolics
intracel-lulars permeten relacionar la fisiologia i el metabolisme de la cél-lula en
creixement. Aquesta informacio sobre el comportament intracel-lular i la seva
quantificacié és necessdria per tal de poder orientar i plantejar modificacions
genetiques de la cél-lula per tal de redistribuir el seu metabolisme. La necessitat
de disposar d'una eina que permeti coneixer a fons el que succeeix dintre la cél-lula
quan es cultiva al laboratori va motivar el desenvolupament d'un model matematic
d'estimaciéo de fluxos metabdlics intracel-lulars d'Escherichia coli en cultiu en
discontinu, basant-se en les equacions de balang de materia, tot assumint la
hipotesi de |'estat quasi-estacionari. Només si es disposa d'aquesta informacio es
pot decidir quina o quines reaccions intracel-lulars del bacteri sén potencialment
interessants de modificar geneticament, ja sigui accelerant o disminuint el flux a

través d'elles.

Per tal de construir aquest model, s'ha establert la xarxa metabolica de la cel-lula
en qiiestié i s’han determinat experimentalment les velocitats especifiques de
creixement, de consum de substrats i de produccié de metabdlits. A partir del
model plantejat, el coneixement de la composicié cel-lular d'Escherichia coli i les
dades experimentals de consum i produccid, s’han obtingut els fluxos metabolics

intracel-lulars.

L'anadlisi dels resultats (distribucié dels fluxos a través de la xarxa metabdlica del
model) ha revelat que existeix un desajust entre la capacitat de captacid i
degradacié de la glucosa fins a piruvat, producte final de la glucdlisi, i la
d'incorporacié d'Acetil-CoA al cicle dels dacids tricarboxilics (CAT), cicle que
proveeix a la cél-lula dels intermediaris necessaris per a la formacié de nova
biomassa i I'energia necessaria per a la seva formacié. Aquest desajust impedeix a

la cel-lula aprofitar tota la glucosa captada per a funcions de biosintesi i I'excrecié
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d'acetat representa una valvula de seguretat pels excedents que la cél-lula no pot
aprofitar en la generacié de nova biomassa i CO,. L'acumulacié d'acetat al brou de
fermentacio representa un esforg creixent per al manteniment de la homeostasi
cellular i la céllula ha de destinar cada cop més recursos en aquesta tasca. Aquest
fet suposa una disminucié de I'eficiencia de conversié de substrats en biomassa i
productes, fet que es tradueix en un efecte d'inhibicié del creixement i reduccié

de la sintesi de proteines recombinants.

Aquest desajust metabolic no és un fet aillat d'Escherichia coli K12. La soca d'
Escherichia coli BL21 produeix lactat enlloc d'acetat com a subproducte majoritari.
Altres sistemes cel-lulars com els llevats del génere Saccharomyces o cél-lules
animals, com un hibridoma, presenten comportaments analegs quan les cultivem
fora del seu habitat natural. Saccharomyces produeix etanol com a subproducte
del metabolisme aerobic quan hi ha excés de glucosa al medi. L'hibridoma i altres
linies cel-lulars animals, produeixen una gran quantitat de lactat com a resultat del
seu metabolisme aerobi quan es cultiva en bioreactor. En tots els casos la ceél-lula
ha de dissipar I'excedent de glucosa en forma d'un o altre subproducte, que a
banda de resultar toxic a elevades concentracions, representa un malbaratament

de la font de carboni.

Per tal de modificar aquest comportament a Escherichia coli, s'han identificat els
enzims involucrats en les reaccions, suposadament causants del desajust
metabolic, s’han aillat els gens i regulat la seva expressié mitjangant plasmidis
d'expressio adequats, que es mantenen establement en la soca d'Escherichia coli.
Aixi, en base a l'andlisi de fluxos metabolics intracel-lulars realitzat en aquest
treball, s'han escollit com a dianes, la reaccié d'incorporacié de glucosa a la cél-lula
a través del sistema de transport de la fosfotransferasa depenent de
fosfoenolpiruvat (PTS) i la reaccié anaplerotica de reompliment del CAT
catalitzada per I'enzim fosfoenolpiruvat-carboxilasa (PEPC). En el primer cas es

pretén reduir la velocitat de captacio de glucosa, i en el segon cas, augmentar la
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velocitat de reompliment del CAT, alhora que reduir el col-lapse a nivell de I'Acetil-
CoA. En ambdds casos es pretén balancejar el creixement en cultiu discontinu,

reduint la formacié de subproductes.

Un cop obtinguts els clons recombinants, el cultiu discontinu aerobic en bioreactor
de les soques modificades genéticament i, l'andlisi dels fluxos metabolics
intracel.lulars estimats a partir del model desenvolupat, han revelat I'efecte de les
modificacions de manera quantitativa. La sobreexpressié o reduccié dels nivells
d'expressié dels gens diana, especifics de les reaccions escollides, ha permes
modificar el metabolisme cel-lular redistribuint els fluxos metabolics. El plasmidi
d'expressié induible del gen ptsG que codifica per el component EIICB®C del PTS
no ha permes reduir la velocitat de captacio de glucosa i la secrecié d'acetat. No
obstant, la reduccié dels nivells de traduccié del gen ptsG per técniques de RNA-
antisentit, i per tant la disminucio del nombre de components transportadors
EIICB®" disponibles, si que ha permés reduir lleugerament la velocitat de captacié
de glucosa i, de manera més apreciable, la formaciéo d'acetat respecte la soca
control, que expressa constitutivament el gen ptsG. Per un altra banda, la
redistribucié dels fluxos per sobreexpressié del gen ppc de la fosfoenolpiruvat-
carboxilasa, ha permeés reduir la formacié d'acetat a Escherichia coli K12 fins a un
20% respecte la soca salvatge, tot i que aquest fet no ha resultat en una millora de

I'eficiencia del procés, ja que també s'ha vist afectat el creixement.

La modificacio dels fluxos metabdlics, no sempre ha operat en el sentit desitjat

fent que la modificacié genética tingui un efecte favorable sobre el metabolisme
de la cel-lula. Malgrat tot, l'estratégia que ofereix |'Enginyeria Metabolica
demostra tenir un gran potencial, i s'ha de seguir explorant cada cop més,
desenvolupant models més fidedignes que tinguin en compte els mecanismes de
control i regulacié cel-lular, i realitzant modificacions genetiques miltiples, per tal

d'obtenir sistemes més eficients i senzills de cultivar.
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1. INTRODUCCIO

1.1. L'US DE MICROORGANISMES PER LA SOCIETAT HUMANA

Els microorganismes sén importants per varies raons, entre elles particularment,
perqué produeixen una gran quantitat de productes d'interés per a la societat humana
(Demain, 1990). Intervenen en l'elaboraciéo de molts productes alimentaris de consum:
el pa, el vi, la cervesa i qualsevol altre beguda alcohdlica, els derivats lactics, com el
iogurt, els formatges i els embotits, sén exemples ben quotidians de productes de les
transformacions per microorganismes. Gracies a l'accié de determinats
microorganismes es pot preservar la carn, la llet o la fruita de malmetres per efecte
de microorganismes no desitjats. Per exemple, l'accié de bacteéries productores d'acid
lactic com Lactobacillus o Streptococcus (que produeixen i toleren concentracions
relativament elevades d'acid lactic), impedeix la contaminacié per altres bacteries que
no tenen la capacitat de créixer en ambients acidificats (per acumulacié d'acid lactic).
D'aquesta manera els competidors sén eliminats, quasi per complert, a mesura que els
lactobacils colonitzen el medi, alhora que els aliments “fermentats” adquireixen
propietats organoleptiques addicionals. En aquest sentit es pot dir que I'home utilitza
els microorganismes des de l'inici de les civilitzacions, tot i que fos de manera

inconscient.

Fins al segle XIX es creia que aquestes transformacions que patien els aliments eren
generades per les condicions ambientals de manera espontania. Els treballs de
cientifics com Robert Koch (1843-1910) o Louis Pasteur (1822-1895) van demostrar
per primer cop que tant les transformacions que sofrien els aliments com la
descomposicié de la mateéria organica o el desenvolupament de les malalties

infeccioses eren conseqiiencia de I'accié de microorganismes, i van posar de manifest
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la importancia de desxifrar i coneixer la naturalesa i la forma d'actuar d'aquests
(Buican, 1994). El desenvolupament de meétodes microbiologics, sobre tot motivats per
aplicacions mediques, va permetre dillar-los i posteriorment mantenir-los en cultiu pur.
La identificacié en primer lloc, i el coneixement progressiu de la genetica, bioquimica i
fisiologia dels microorganismes, va permetre determinar en molts casos la relacié
causa/efecte d'una transformacié microbiana d'interés per a I'home. Aquesta fou la
base per al ds creixent dels microorganismes en la indldstria, i va impulsar el
naixement d'una nova disciplina que coneixem com a biotecnologia. Els camps medic i
farmacéutic, quimic, veterinari, agro-alimentari i medi ambiental entre d'altres, s’han
beneficiat dels avengos que s'han realitzat en I'area de la biotecnologia. L'is de
microorganismes o productes derivats del seu cultiu amb fins medics i terapéutics és
un camp en continua expansié i d'una importdncia capital, avui en dia, en la nostra

societat.

Tot i que pot tenir diferents lectures, en general s'entén per biotecnologia
I'explotacié de sistemes i processos biologics, aprofitant el seu potencial en catalitzar
un ampli ventall de reaccions bioquimiques amb un extraordinari nivell d'especificitat.
La biotecnologia integra les ciencies de la vida amb I'enginyeria per aconseguir que
I'aplicacié dels organismes, ceél-lules, parts de la cel-lula i/o molécules derivades,
reverteixi en la produccio de bens i serveis d'interes per a la societat humana

(European Federation of Biotechnology).

1.2. LA DIVERSITAT DELS MICROORGANISMES EMPRATS EN
BIOTECNOLOGIA

Dins el terme microorganisme s'hi inclouen organismes tant diversos que practicament
I'inic que tenen en comd és el fet de ser microscopics. La gran majoria d'organismes

utilitzats en biotecnologia sén membres del regne Protista. Aquest regne, inclou els
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bacteris, els fongs i dins aquests els llevats, les algues i els protozous. També inclou,
com a representants no cel-lulars, els virus, parasits intracel-lulars obligats.
Comparteixen freqiientment I'estructura unicel-lular que els fa necessariament petits i
per tant, son considerats microorganismes. Malgrat aquesta caracteristica comd, la
diversitat d'aquest Regne ve exemplificada per la preséncia de membres tant
d'estructura cel-lular procariota com eucariota. Fongs i llevats, i bacteris produeixen
de forma natural un ampli ventall de substancies amb aplicacié en mdltiples i variats
camps d'interes per a la societat humana. En general els microorganismes produeixen
aquests productes en molt baixes concentracions, les que necessiten per al seu propi
benefici. La principal raé en utilitzar els microorganismes per a l'obtencié de
productes, que també es poden dillar d'altres fonts naturals vegetals o animals, és que
es pot augmentar la seva produccié per modificacions en I'ambient on creixen o bé per
mutacid i per manipulacié genetica i, d'aquesta manera, fer més interessants els
processos, tant en termes de reproducibilitat com des del punt de vista productiu. Un
cop identificat un producte d'interes i la soca productora, es pot desenvolupar un
programa de millora que permeti augmentar l'obtencié del producte (Demain, 1988).
Els antibiotics en sén, per la enorme importancia medica i economica del seu Us, un bon

exemple.

A part dels avengos realitzats en la tecnologia de fermentacié que han estat
essencials en el desenvolupament de la biotecnologia, els avengos en geneética,
bioquimica i biologia molecular dels darrers vint-i-cinc anys, han estat els impulsors
del seu creixement actual. Els metodes de recombinacié del DNA, han proveit de
noves estratégies per augmentar |'eficiencia de processos, i han permeés l'obtencié d'un
gran nombre de substancies d'interes. Avui en dia, és possible introduir de manera
rutinaria gens d'origen divers en cel-lules hoste com bacteris i llevats per a obtenir-ne
un producte d'interes per a I'home. L'espectre de processos biotechologics que es

poden realitzar a escala industrial, per obtenir tant productes naturals dels
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microorganismes com nous productes recombinants augmenta de forma progressiva

(Murooka 1990; Demain i Solomon, 1981).

A tall d'exemple, i per tal d'il-lustrar la gran diversitat de microorganismes que
s'empren en miltiples bioprocessos, s'en fa a continuacié un recull. En aquest, es
diferencien quatre tipus de processos, segons si el producte sén les propies cel-lules,
si es tracta de biotransformacions degudes a elles, si es tracta de l'obtencié de
productes microbians de baix pes molecular, i finalment si es tracta de I'obtencié de

productes d'elevat pes molecular (Higgins et al. 1985; Demain, 2000).

Obtencio de cel-lules
Hi ha nombrosos exemples en que el producte desitjat sén les propies cel-lules o
transformacions degudes al metabolisme general d'aquestes.

Proteina unicel-lular: degut a que la produccié de proteina microbiana és més eficient i

assequible que la proteina animal (1 Kg d'aliment per a una vedella rendeix 68 grams de
carn, mentre que 1 Kg de sucre i algunes sals inorganiques de nitrogen rendeixen quasi
10 vegades més de biomassa cel-lular del fong Fusarium graminearum (Kharatyan,
1978)), en els anys 50 es va considerar la possibilitat de produir-la per a consum huma
i animal. Es va englobar dins el terme "single-cell protein” (SCP) qualsevol producte
alimentari format per cel-lules de bacteris, llevats, fongs, algues, o extractes proteics
d'aquests per ds alimentari huma i animal. Tot i I'elevat contingut en proteines també
conté greixos, carbohidrats, acids nucleics, vitamines i minerals. L'aplicacié al consum
huma no ha progressat sobretot per I'elevat contingut en acids nucleics presents en
aquest producte. Es van arribar a comercialitzar amb éxit varis productes per consum
animal (per ex. Pseudomonas methylotrophus o Candida utilis (Ciferri et al. 1985)).
Avui en dia sén suplements nutricionals comuns en pinso i aliments per animals, pero la
seva viabilitat depen en gran mesura del cost dels substrats utilitzats pel creixement

del microorganismes i del rendiment d'obtencié de biomassa a partir d'aquests. No
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obstant, la millora de la qualitat de I'alimentacié humana amb I'enriquiment d'aliments
amb cel-lules d'origen bacteria (flora intestinal humana: Bifidus) o de llevats (llevat de
cervesa: Saccharomyces), o amb cél-lules vives que milloren la flora intestinal, és un
factor cada dia més considerat, contraposat a la utilitzacié en massa de proteina
unicellular, pero que reforga la qualitat d'un aliment afegint un component de qualitat.

Cultius iniciadors (“starter cultures"): La inddstria alimentdria utilitza els cultius de

céllules com a desencadenant de tota una série de transformacions d'aliments. Els
cultius iniciadors per a la transformacié de la llet en iogurt (cultius de Lactobacillus
bulgaricus, Streptococcus thermofilus, i més recentment els bacteris d'origen huma
com Bifidobacterium bifidus), o en formatges (on son apreciats per exemple els
generes com Leuconostoc o Penicillium roquefortii i P.camembertii pel curat de
formatges blaus (Venema et al. 1987)) i altres derivats lactis permeten preservar els
nutrients de la llet fent-los més estables a la degradacié per microorganismes
indesitjats i representen un bon exemple d'aquests productes. Si bé antigament
aquestes transformacions les realitzaven els microorganismes contaminants de la
flora de la llet, avui en dia, un cop pasteuritzada, s'afegeixen de manera controlada.
Els llevats de panificacié o de produccié de begudes alcoholiques (Saccharomyces
cerevisiae i altres espécies relacionades) en sén un altre exemple de productes
d'enorme importancia per I'home. En el sector carnic sén també imprescindibles pel
curat i maduracié de la carn en la produccié d'embotits (moltes espécies del génere
Lactobacillus, Micrococcus o Staphylococcus sén exemples comuns de transformacions
de la carn en processos industrials (Walker Ed., 1988)).

Vacunes bacterianes i virigues: L'is de bacteris sencers inactivats per a la produccié

de vacunes és un altre exemple d'aquest grup de productes. Algunes vacunes com la de
la diftéria o el tetanus estan formades per exotoxines, produides per bacteris,
inactivades per calor (Corynebacterium diphteriae i Clostridium tetani
respectivament), altres per components cel-lulars, com flagels i fimbries de bacteris

Gram negatius, que un cop purificats s'utilitzen com immunogens. No obstant, moltes
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altres vacunes com la del colera, febre tifoidea i paratifoidea son suspensions de
bacteris inactivats amb agents quimics com el fenol o I'acetona. La vacuna contra la
tuberculosi usa bacteris vius atenuats (Mycobacterium bovis). El risc potencial
d'infeccié per I'hoste mostrat per algunes d'aquestes vacunes va fer que, amb
I'aparicié de la tecnologia del DNA recombinant, es comencessin a obtenir vacunes,
anomenades de nova generacid, que contenen només els antigens especifics que
indueixen la generacié d'anticossos per I'hoste, sense que aquest estigui en contacte
directament amb l'agent causal. L'exemple més caracteristic és el de la vacuna de
I'hepatitis B, formada per I'antigen de superficie del virus produit pel cultiu d'un llevat

(Saccharomyces cerevisiae) recombinant.

Biotransformacions

S'engloben en aquest apartat tots aquells productes obtinguts per biotransformacions
degudes a l'activitat cel-lular. També s'inclouen en aquest primer grup els compostos
de baix pes molecular obtinguts per bioconversié de substrats senzills L'aplicacio de
microorganismes en l'inddstria alimentaria, com sén la fermentacié de la llet (per
Lactobacillus i Streptococcus) o la produccié de CO; en la indistria de panificacié i la
fermentacié alcohdlica per llevats (com Saccharomyces) en la indistria enoldgica, son
exemples de productes obtinguts per l'activitat cel-lular o biotransformacio de

substrats. Les bioconversions son processos en els quals el microorganisme

transforma un substrat present en el medi en el producte desitjat i, en que no hi ha
un producte com a tal, siné que el resultat és producte de I'accié dels microorganismes
sobre un substrat que pateix una transformacié. La biotransformacié té lloc
mitjangant un petit nombre de reaccions enzimdtiques, per contraposicié amb els
productes obtinguts per fermentacié (mdltiples etapes de reaccions). Un dels
exemples més coneguts de bioconversié és la transformacio estereoselectiva de
molécules amb grups funcionals. La conversio d'acid fenilpirdvic en L-fenilalanina per

Escherichia coli, o la conversié de progesterona en II-a-Hidroxiprogesterona per
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Rhizopus nigricans i la conversié de D-sorbitol en L-sorbosa per Acetobacter
suboxydans son exemples representatius de bioconversions industrials.

Per una altra banda, perc també dins aquest grup, trobem un dels processos que més
efecte té en la qualitat de vida en els paisos desenvolupats, com és el tractament

daigiies residuals tant urbanes com agricoles i ramaderes o industrials. El tractament

biologic tant d'aigiies residuals urbanes com industrials s'ha estés d'una forma molt
notable en els darrers anys, de manera complementaria a les accions fisiques i
quimiques comunament emprades en les depuradores. L'eliminacié d'un substrat o
conjunt de substrats no desitjats per accié de microorganismes és cada dia més
utilitzada arreu, i continuament s'estan desenvolupant processos més especifics de
depuracié biologica d'aiglies residuals. S’han identificat varis gens responsables de la
degradacié d'olis (Jack, 1991), pesticides, surfactants i hidrocarburs, i s’ha modificat
geneticament géneres com Pseudomones per tal d'explotar aquestes possibilitats
(Bu'Lock et al. 1982). Els llots actius o conjunt de microorganismes resultants de la
depuracié de les aiglies residuals urbanes, sén alhora el cultiu iniciador pels
compartiments biologics de moltes estacions depuradores.

Una altra aplicacié coneguda del s de microorganismes o de la seva activitat és la

dissolucié de metalls a partir de minerals, principalment per recuperar coure, ferro i

urani. L'extraccié metal-ldrgica per biolixiviacio la realitzen géneres com Thiobacillus,

Leptosporillum i Sulpholobus (Hutchins et al. 1986).

Compostos de baix pes molecular

Els microorganismes s'utilitzen per a la produccié de compostos de baix pes molecular
com aminoacids, vitamines, acids orgdnics, alcohols i antibiotics (Walker Ed., 1988).
Aquests compostos, generalment produits de forma natural durant el creixement, es
poden subdividir en funcié de la fase del creixement en que sén produits en

metabdlits primaris i metabolits secundaris. Els primers son productes essencials pel
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creixement cel-lular. Els segons sén metabdlits que es produeixen en fase estacionaria
del creixement i, per tant, no van associats ni son essencials directament a aquest.

Metabdlits primaris: les vitamines i aminodcids sén exemples de productes associats al

creixement que es produeixen en petites concentracions (productes intermediaris del
metabolisme), mentre que dissolvents com l'etanol o dacids com l'acid lactic, es
produeixen en concentracions més elevades (productes finals del metabolisme). Els
productes finals del metabolisme com I'etanol, I'acetona o el butanol sén els productes
tradicionals per excelléncia de la inddstria biotecnoldgica. Sén productes obtinguts
per fermentacié en el sentit estricte ja que s'obtenen com a resultat del metabolisme
anaerobi de carbohidrats. Els llevats, per exemple Saccharomyces cerevisiae, son
freqlientment utilitzats per a la producciéo de dissolvents com l'etanol. El bacteri
Clostridium acetobutylicum produeixen acetona i butanol en diferent proporcié
depenent de la soca. Acetobacterium i Clostridium produeixen eficientment acid
acetic. Diverses espécies de Lactobacillus produeixen acid lactic. El génere
Aspergillus és utilitzat també per a la produccié d'acids organics com el citric,
gluconic i itaconic. Molts additius alimentaris, aromatitzants, preservants i acidulants
son productes primaris del creixement. El glutamat monosddic, potenciador del sabor
produit per Micrococcus glutamicus o Corynebacterium glutamicum, la treonina, la
lisina, el triptofan o la fenialanina s'obtenen del cultiu de soques sobreproductores
d'aquests aminoacids (géneres Brevibacterium i Corynebacterium principalment). La
riboflavina (vitamina Bz) és un altre exemple de producte usat com a suplement
alimentici dins d'aquest grup. Vitamines, aminoacids, i pigments son productes
comunment emprats en la indistria de I'alimentacié (Armstrong et al. 1986).

Metabolits secundaris: els antibictics van ser els primers metabdlits microbians

obtinguts industrialment que no eren productes finals del metabolisme (Strohl, 1997).
So6n productes inhibitoris del creixement de microorganismes diferents als
productors que els hi confereixen una avantatge ecoldgica davant de possibles

competidors. Sén una de les principals substancies terapéutiques humanes i animals.
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La majoria sén produits per fongs i bacteris i van constituir els primers processos
industrials que es van portar a terme a gran escala, degut a la elevada necessitat
d'antibiotics als anys 40. Sén un exemple dels inicis de la indlstria biotecnologica, amb
la produccié industrial de penicil-lina. Els generes Penicillium, Aspergillus i
Cephalosporium sén els més interessants i comunament cultivats per la indistria
farmaceéutica per a l'obtencié d'antibiotics antibacterians d'origen flngic (Aoki et al.
1980), mentre que el genere Streptomyces (bacteries filamentoses Gram positives de
la linia dels Actinomicets) és el principal productor d'antibidtics d'origen bacteria

(estreptomicina, eritromicina, tetraciclines, etc.) (Parenti et al. 1979).

Compostos d'elevat pes molecular

Els productes d'aquest grup inclouen basicament els polisacarids i les proteines. La
produccié comercial, sobretot de proteines, s'ha incrementat drasticament en els
Ultims anys gracies a la tecnologia del DNA recombinant. Actualment és possible
sobreproduir una proteina, que normalment era sintetitzada en molt baixes
concentracions, per sobreexpressié en un microorganisme diferent de l'original.
Aquest fet ha permes augmentar les productivitats i fer viables molts d'aquests
processos a hivell industrial.

Els polisacarids han estat tradicionalment extrets de plantes, especialment de les

llavors. L'obtencio d'aquest compostos mitjangant processos de fermentacié enlloc
dels teixits naturals on es troben, fambé ha facilitat molt la seva produccié. El valor
industrial dels polisacdrids resideix basicament en les seves propietats d'alterar el
comportament reoldgic de solucions aquoses. S'usen com a gelificants, emulsionants,
espesants, surfactants i tensioactius i tenen especial aplicacié en la inddstria
alimentaria i cosmetica (Byrom, 1987). També s'utilitzen en la inddstria del petroli per
a facilitar-ne la seva extraccio. Alguns exemples de polisacdrids en son el xanta,

additiu alimentari i gelificant en gelats (produit per Xanthomonas campestris), el
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gellan, solidificant d'aliments (Pseudomonas sp.), el pullulan (Aureobasidium pullulans),
o els dextrans (Leuconostoc mesenteroides).

Les proteines produides per microorganismes es poden subdividir segons el camp
d'aplicacié en dos grans grups: els enzims tecnics o d'utilitzacié industrial que es
produeixen en grans quantitats i les proteines terapéutiques, productes d'alt valor
afegit que es produeixen en quantitats relativament petites. Els enzims técnics o
industrials presenten una gran varietat d'aplicacions i representen un elevat volum de
negoci en l'ambit de la biotecnologia, sobretot en la indistria de l'alimentacid,
farmaceutica i quimica en general. El primer enzim que es va produir a nivell industrial
fou una a-amilasa d'Aspergillus oryzae per a la preparacié de xarops de glucosa
mitjangant la hidrdlisi del midé. A partir del 1960 es van comengar a incorporar als
detergents proteases obtingudes del cultiu d'Aspergillus oryzae i de Bacillus sp.
(proteasa alcalina). Les proteases alcalines representen el 25% de la produccié total
d'enzims d'origen microbid. Les amilases i la renina un altre 25%, i els enzims per a
diagndstic medic i andlisi clinica un 10% del mercat (Walker Eds. 1988). Altres
exemples son les isomerases com la glucosa isomerasa (Bacillus coagulans), les lipases
(Candida lipolytica), les pectinases (Aspergillus sp.), B-glucanases (Aspergillus niger) i
cellulases. Les endonucleases o enzims de restriccio de DNA han adquirit una gran
importdancia, i encara que en volum sén minoritaries respecte els altres enzims
esmentats, sén proteines d'alt valor afegit, donada la seva aplicacié a nivell de biologia
molecular.

Un gran nombre de proteines terapeutiques s'obtenen actualment de microorganismes
recombinants, és a dir soques o linies cel-lulars que expressen gens d'origen forani
introduits per tecniques de recombinacié de DNA (Anicetti et al. 1989). S'han
desenvolupat cel-lules que sintetitzen proteines humanes amb potencial Us terapéutic.
La majoria d'aquestes proteines es produeixen en concentracions traga en el cos,
particularment si son hormones, i abans de la utilitzacié de la tecnologia del DNA

recombinant, moltes no eren comercialitzades degut al seu elevat cost d'obtencio i
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purificacié a partir dels teixits productors naturals. Alguns exemples de proteines
recombinants amb aplicacions terapeutiques en humans son: els interferons per al
tractament d'infeccions viriques o del cancer (Baron et al. 1990), la hormona humana
del creixement, la insulina pel tractament de la diabetis, I'activador tissular del
plasmindgen (t-PA) i la uroquinasa per evitar la tfrombosi, l'interleuquina-2 i el factor
de necrosi tfumoral per a la terapia del cancer, l'aj-antitripsina pels enfisemes, i
I'eritropoietina pel tractament de I'anemia. Altres exemples serien les vacunes de nova
generacié on l'immundgen és un antigen o part d'ell obtingut pel cultiu in vitro d'una
cel-lula hoste (Shuster, 1991).

Tot i que la tecnologia del DNA recombinant ha permeés la introduccié de gens foranis
que codifiquen per proteines d'origen animal en bacteris i llevats, moltes d'elles
requereixen modificacions post-traduccionals per a ser funcionals, i en aquests
sistemes cellulars sovint no es poden realitzar (taula 1.1). Per exemple, els bacteris no
son capagos de produir proteines glicosilades, mentre que tant els fongs i llevats com
les cel-lules animals si. En molts casos els patrons de glicosilacio sén determinants per
a l'activitat bioldgica de les proteines, i els fongs i llevats els poden tenir diferents de
les cel-lules animals. Altres modificacions post-traduccionals caracteristiques dels
organismes eucariotes son I'amidacid, l'acilacié i el trencament proteolitic del peptid
precursor de la proteina (Bebbington i Hentschel, 1985). L'estructura tridimensional i
I'activitat resultant és potser I'aspecte més important per a la correcta funcionalitat
d'una proteina (Bermann i Lasky, 1985). Entre les glicoproteines que (nicament poden
dur a terme les respectives funcions en la seva forma nativa es troben, per exemple,
I'antitrombina III, I'eritropoietina, el Factor IV de coagulacié sanguini, I'normona del
creixement huma, l'activador del plasminogen (+-PA) i els anticossos monoclonals
(Werner, 1993). Aquesta configuracié tridimensional o no es pot formar o no es forma
correctament en bacteris, fongs i llevats. Fins i fot, en el cas que la proteina es
sintetitzi correctament, és possible que el bacteri no tingui capacitat de secretar-la

correctament a l'espai extracellular, dificultant aixi la recuperacié del producte.
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Bacteris Fongs i Llevats Cél-lules animals
Glicosilacié - + +
Fosforilacié - + +
Acilacié - + +
Amidacié - + +
Plegament +/- +/- +
Proteolisi +/- +/- +
Secrecio +/- + +

Taula 1.1: Comparacié del processament post-traduccional de proteines recombinats

expressades en bacteris, fongs i llevats i céllules animals (Hu i Dodge, 1985).

L'espectre de productes d'interes sobretot en el camp del diagnéstic clinic i
veterinari, aixi com pel tractament de malalties, ha augmentat considerablement
grdcies al cultiu de cél-lules animals en bioreactors a gran escala. Actualment s'estan
obtenint vacunes virals (vacuna de la poliomelitis, xarampid, varola, rdbia...), limfocines
(interferons i interleucines amb propietats antivirals i antitumorals), enzims
terapeutics (com l'activador tissular de plasmindgen (t-PA) farmac fibrinolitic en
I'infart de miocardi), hormones (com la eritropoietina o I'hormona del creixement),
antigens tumorals (pel diagnostic de tumors malignes) i anticossos monoclonals (per
recerca cientifica, diagnhostic, purificacio de proteines, terapia...). La linia més
utilitzada a nivell industrial, la CHO (cél-lules d'ovari de hamster xines) és forga
coneguda i s’han desenvolupat varis vectors d'expressié de gens per a l'obtencié de
productes recombinants en aquesta linia cel-lular. També cal destacar I'Us
d'hibridomes per a la produccié d'anticossos terapeutics. Molts d'ells estan en fases
avangades d'avaluacié clinica i tenen un Us potencial molt important en medicina

(Pharmaceutical Research and Manufacture of America: www.phrma.org).
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En general, qualsevol tipus de cél-lula adaptada a créixer en condicions de laboratori, i
que pugui ser mantinguda de forma estable en cultiu pur, és susceptible de ser
utilitzada en un procés industrial. Tot i la diversitat de sistemes cel-lulars emprats en
biotecnologia, I'lis de bacteris i llevats segueix sent majoritari degut a la facilitat de
cultiu que presenten, les elevades productivitats especifiques que s'obtenen i a I'is de
sistemes i medis de cultiu més barats que en el cas de cel-lules animals. Cada sistema
cellular presenta avantatges i inconvenients, i segons el producte i I'aplicacié que es

requereixi, sera més apropiat un determinat sistema cel-lular.

D'entre tots els organismes esmentats, s’ha de destacar la contribucié que ha suposat
en el camp de la biotecnologia el bacteri Gram negatiu Escherichia coli, sobretot per
la seva utilitzacié tant en estudis de desenvolupament i millora de bioprocessos, com
en estudis fonamentals per la innovacié en la metodologia de recombinacié del DNA
(Plickthun, 1991). Aquest bacteri, va ser protagonista del descobriment dels vectors
d'expressié plasmidics i pioner en el desenvolupament de la tecnologia de clonacio
génica. Es, avui en dia, la cél-lula hoste més ampliament utilitzada per a l'obtencio de
proteines recombinants, i model d'estudi per a molts investigadors en I'ambit de la
fermentacio bacteriana i genética molecular (Murooka, 1990). Convé destacar que, a
més a més, molts productes recombinants s'obtenen en els estadis inicials de
desenvolupament dels processos productius, en sistemes d'expressié basats en el
bacteri Escherichia coli i, posteriorment s'introdueixen en la linia cel-lular receptora
final. Aixi, en molts casos, el pas per Escherchia és quasi obligat, préviament a la

introduccio del gen heteroleg en la cel-lula hoste productora final.
En el segiient apartat es fa esment de la varietat de productes recombinants que

s'obtenen del seu cultiu i, es mostra una llista d'exemples de proteines recombinants

amb Us principalment terapeutic obtingudes pel cultiu d'Escherichia coli (taula 1.2).
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1.3. FERMENTACIO D'Escherichia coli

Un dels processos més coml en el camp de la biotecnologia és la fermentacié. El terme
fermentacié, derivat del llati fervere, prové de descriure l'aparent ebullicié o
efervescencia que es produeix per efecte del creixement de llevats al desprendre
CO; en extractes de fruites i gra maltejat durant la produccio de begudes
alcohodliques. El procés de fermentacié va ser descrit en primer lloc per L. Pasteur per
definir un tipus de metabolisme que es realitza en abséncia d'oxigen. Avui en dia
s'utilitza en dos sentits diferents tot i que sovint es solapen. Des d'un punt de vista
estricte el ferme defineix un grup de reaccions bioquimiques productores d'energia en
forma d'ATP, que es donen en una cel-lula creixent en condicions anaerobies, on tant el
donador com l'acceptor d'electrons sén compostos orgdnics. En un sentit més ampli,
sovint utilitzat a nivell industrial, s'entén per fermentacié tot procés en que el
producte desitjat és obtingut pel creixement controlat i/o per l'activitat d'un

microorganisme.

Els bacteris son organismes unicel-lulars que sovint presenten caracteristiques
compartides amb el mdn animal i vegetal. Possiblement des de el punt de vista evolutiu
siguin les cel-lules precursores dels Regnes Vegetal i Animal. Els bacteris existeixen a
la Terra des de fa 3500 milions d'anys, i han colonitzat qualsevol habitat, des del gel
de I'Antartida fins a les fonts hidrotermals al fons dels oceans. No hi ha practicament
cap habitat natural en el que no s'hi pugui aillar algun bacteri. Han desenvolupat la
majoria de rutes bioquimiques presents en els organismes vius actuals, aixi com rutes
especifiques restringides als bacteris, com per exemple la fixacié de nitrogen. D'entre
tots els protistes, els bacteris sén els més simples en organitzacio biologica. Les seves
ceél-lules sén d'estructura procariota. No presenten compartimentalitzacié interna, ni
organuls cel-lulars, tipics de les cél-lules eucariotes animals, vegetals, de protozous,

algues i fongs (figura 1.1).
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Procariota flagels membrana paret cel.lular

reticle endoplasmatic

Eucariota

T genofor
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Figura 1.1: representacié esquematica d'una cel-lula eucariota animal i d'una

cél-lula procariota bacteriana.

La membrana citoplasmatica és I'Unic sistema de membrana unitaria de la cel-lula
procariota. Tenen, a més a més, una grossa paret cel-lular, i alguns presenten una
segona envolta anomenada membrana externa. El material genetic no esta organitzat
en cromosomes, i presenta una disposicié irregular dins el citoplasma. Es parla de
genofor o cromosoma bacteria, per a diferenciar-lo del cromosoma de les cél-lules
eucariotes. Molts bacteris contenen també petites molécules circulars d'ADN
extragenoforic, que es poden replicar de forma autonoma: els plasmidis. Sovint els hi
confereixen propietats avantatjoses com resistencia a antibiotics o noves rutes
bioquimiques que els permeten viure fora del seu ambient natural o competir amb
avantatge per un substrat davant d'altres soques de la poblacié caracteristica de

I'habitat.

Escherichia coli, membre de les bacteries del grup entéric (Eubactéries Gram
negatives anaerobis facultatius no fotosintetics) fou dillat a finals del segle XIX per
un pediatra (Dr. Escherich) de les femtes d'un pacient malalt de cdlera. Es va

identificar posteriorment com a habitant natural de lintesti de I'home i altres
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vertebrats. Es troba universalment en les seves femtes i rarament en el sol i aigua. Es
un bacil de forma recta o corba (figura 1.2), petit, d'aproximadament 1 um de longitud
i 0.5 pm d'amplada. Es incapag d'esporular. Es d'estructura Gram negativa, i per tant,
presenta a més a més de la membrana cel-lular, una paret cel-lular o capa rigida de
peptidglicd més petita que la dels bacteris Gram positius, una segona capa anomenada
membrana externa i a vegades una segona envolta més laxa (que conté proteines,
lipopolisacarids i lipoproteines). Pel seu caracter anaerobi facultatiu pot metabolitzar
la glucosa i la lactosa tant en presencia com en abséncia d'oxigen. Escherichia coli esta
adaptada a créixer en I'habitat intestinal. La seva contribucié permet tenir una font
suplementaria de vitamines i permet aprofitar millor els aliments en el tram final del
sistema digestiu. En aquest hdbitat es troba en competicié directa amb un gran
nombre de microorganismes de la flora intestinal, i té que adaptar-se a la situacié
intermitent de limitacié nutricional imposada per I'hoste vertebrat. Per aixo utilitza
molt efectivament els recursos disponibles a l'intesti. Capta sucres com la glucosa i la

lactosa, petits peptids i aminodcids a més d'alguns acids carboxilics amb gran avidesa.

Figura 1.2 microfotografia
electronica de cél-lules d'Escherichia coli (Servei de M.E./UAB). La linia puntejada

correspon a 30 pM de longitud.
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El cultiu de cél-lules és un procés de tipus autocatalitic, ja que el producte del seu
metabolisme i creixement és l'augment de la seva concentracié. El metabolisme
cel-lular, a nivell bioquimic, es pot dividir segons si es tracta de reaccions de
degradacié o de biosintesi. En les reaccions de degradacié de substrats, el
catabolisme, es dona una serie de reaccions que subministren principalment I'energia i
els monomers que conformaran els precursors dels components cel-lulars i, en les de
biosintesi, I'anabolisme, tenen lloc les reaccions de sintesi de molécules complexes i
els seus precursors intermediaris. Aquestes dues activitats estan estretament
lligades a nivell metabolic. Trobem microorganismes que poden dur a terme aquestes
funcions utilitzant I'oxigen, parlant-se en aquest cas de microorganismes aerobis, o bé
sense utilitzar-lo, parlant-se en aquest altre cas de microorganismes anaerobis.
També hi ha microorganismes de metabolisme facultatiu, és a dir que segons la
disponibilitat d'oxigen o no, realitzen un tipus de metabolisme o altra. Escherichia coli
pertany a aquest darrer grup. Respecte la femperatura optima de creixement, trobem
microorganismes que creixen a temperatures per sota de 20°C (psicrofils), altres amb
una temperatura optima entre 20 i 45°C (mesofils) i altres per sobre de 45°C
(termofils). Escherichia coli creix optimament a 37°C. El pH optim pel creixement de
la majoria de microorganismes, Escherichia coli entre ells, es troba prop de la
neutralitat (pH 7.0) tot i que la majoria sén resistents a pH acids de fins a 5.0 i bdsics
de fins a 8.0. Hi ha algunes excepcions, com els bacteris de I'acid lactic que suporten
bé valors de pH inferiors a 5.0, o algues que viuen en ambients amb valors de pH per

sobre de 10 (Stanier et al. 1986).

Tots els microorganismes necessiten per a la seva activitat la presencia de varis
nutrients. Els carbohidrats sén els nutrients més utilitzats per tots ells. La glucosa és
el sucre emprat preferentment per la majoria com a font de carboni i energia. Les
necessitats de nitrogen sén també importants. L'obtenen fonamentalment de fonts

orgdniques proteiques pero també a partir de sals d'amoni. Els aminoacids, en la seva
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forma L-aminodcid, sén també requeriments nutritius pels microorganismes. També
requereixen lipids com l'acid linoleic o I'oleic (dcids grassos de cadena llarga) encara
que la majoria de microorganismes no els necessiten de forma essencial, ja que els
poden sintetitzar a partir d'altres fonts. Els requeriments de vitamines i factors de
creixement sén molt variables entre els microorganismes. La majoria requereixen
vitamines del grup B, més que no pas del grup A, C, D i K. Uns altres elements
necessaris son el sofre en forma de sulfats i el fosfor en forma de fosfats. Finalment
els elements minerals sén nutrients requerits per molts microorganismes a
concentracions traga com el Fe, K, Mg i Mn a més de Ca, Co, Cu, i Zn entre d'altres

(Gottschalk, 1979).

Aixi, pel cultiu de bacteris es requereix I'lis de medis apropiats que subministrin a les
cel-lules tots els nutrients i substancies necessaries per a la sintesi del seu material
cel-lular i per la generacié d'energia, en les quantitats apropiades als requeriments
especifics dels microorganismes pels quals han estat dissenyats. Donada la gran
varietat de microorganismes que existeixen s'han desenvolupat un important nombre
de medis especifics per assegurar el seu creixement (Gerhardt, 1981). Molts d'ells son
de composicié indeterminada donat que inclouen en la seva formulacié productes que al
seu temps estan formats per una gran varietat de compostos, sovint no coneguts
completament (exemples d'aquests composts son I'extracte de llevat, de malta, els
hidrolitzats de proteines...) i els seus fonaments sén empirics. Quan s'utilitza aquests
medis, es parla de medis de composicio complexa per contraposicié dels medis
sintetics o de composicié definida. De manera habitual, aquests medis han estat
formulats per operar només en cultius en discontinu, en que s'addicionen tots els
nutrients a l'inici del cultiu i la durada d'aquest depén del nutrient que s'esgota en
primer lloc o bé per la generacié d'un subproducte que resulta toxic per la cellula.
Aquest medis de cultiu solen incloure una o varies fonts de nitrogen organic, molt

riques en petits polipeptids, aminoacids i factors de creixement com vitamines. També
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porten moltes sals i poden suplementar-se amb una font de carboni. Tot i que molts
bacteris poden sintetitzar-se quasi tots els elements necessaris pel seu creixement,
I'is de medis complexes és el més habitual quan es cultiven al laboratori. Aquesta
composicio possiblement s'allunyi bastant de la que es troben els bacteris en el seu
habitat natural i, per tant, les condicions de cultiu a les que es sotmeten les cél-lules
que participen en processos, difereixen molt de les condicions de cultiu in vivo.

A diferéncia que molts altres procariotes i eucariotes, Escherichia coli ho requereix
de forma essencial pel seu creixement molecules complexes preformades. Pot
sintetitzar-se totes les molécules que necessita a partir d'ingredients simples: aigua,
aire, una font de carboni, que sovint és a més font d'energia, i alguns elements simples
com sals inorganiques de nitrogen, fosfor, sofre, potassi, sodi, calci, magnesi, clor i
alguns elements metal-lics addicionals, com el ferro. Ocasionalment algunes soques
poden requerir també alguna vitamina del grup B (B1), algun aminoacid, o una base
nitrogenada com a factors de creixement. Aquests trets nutricionals han fet que fos
molt facil aillar-la i cultivar-la al laboratori en medis simples definits. La glucosa és el
substrat energétic més comu en les formulacions de medis de cultiu, pero en principi

qualsevol carbohidrat pot ser utilitzat com a font de carboni i energia.

Els fermentadors sén els reactors on es realitzen de forma habitual les
fermentacions microbianes. Normalment es pot considerar que tenen fins a tres fases
diferenciades: sélid, liquid i gas. La fase liquida conté els nutrients i metabdlits en
dissolucid. La fase solida consisteix en les cél-lules individuals, els substrats insolubles
o metabodlits precipitats i la fase gasosa permet el subministrament d'oxigen i
I'alliberacio del CO, format per accié del metabolisme. El sistema d'agitacié permet
I'homogenitzacié del brou de fermentacio dins el bioreactor. L'agitacié permet la
dispersié i dissolucié de l'aire, la homogenitzacié de la temperatura i concentracio de
nutrients, la suspensio dels microorganismes i la dispersié dels liquids immiscibles. La

viscositat és el parametre més significant que afecta el comportament reologic del
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fluid. Aquest pardmetre té importancia sobretot pel que fa a les seves propietats de
mescla, transferéncia de calor i de materia, i aireacio. Un dels parametres més critics
en l'operacié dels bioreactors és la provisié de I'adequat intercanvi gasos. L'oxigen és
el substrat més important pel metabolisme microbia que es subministra per la fase
gas i, el CO;, el producte metabdlic més caracteristic de la fermentacio. L'oxigen, quan
és requerit com a substrat pel creixement, pot esdevenir un factor limitant degut a la
seva baixa solubilitat, sobretot en metabolismes aercbics. Per aquesta rad, el consum
d'oxigen s'ha de mantenir mitjangant un aport constant des de la fase liquida,
normalment per bombolleig d'aire (o inclés oxigen pur). També es pot millorar
augmentant l'agitacié, fet que promou que les bombolles d'aire siguin més petites (i
per tant es millori I'area d'interfase gas-liquid i que el coeficient de transferéncia
gas-liquid (K.a) sigui més elevat. Generalment, concentracions per sota el 25% de
saturacié d'oxigen en el medi sén critiques per la respiracié dels microorganismes
(Andersen i von Meyenburg, 1980). Per sobre d'aquests valors es considera que no hi
ha dependéncia entre la velocitat de respiracié i la de dissolucié d'oxigen. Els
fermentadors operen normalment amb velocitats d'aireacié d'entre 0.5 i 2 vwm (volum
d'aire/volum liquid per minut). Un altre factor important en els sistemes de cultiu és
el manteniment de la temperatura. La produccié de calor deguda a l'agitacio, I'aireacié
i l'activitat metabolica del microorganisme es compensa mitjangant I'evaporacié i el
refredament del sistema. Per evitar la pérdua d'aigua per evaporacio els bioreactors
disposen de sistemes de condensacié de vapor. L'evolucié de la formacié de calor
durant una fermentacié es relaciona amb la utilitzacié de la font de carboni i
d'energia, i per tant es relaciona amb l'activitat microbiana. Quan la font de carboni
s'esta incorporant activament a la cel-lula durant el creixement, fins el 40-50% de
I'entalpia del substrat es conserva en forma de biomassa i la resta es dissipa en forma

calor.
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Una caracteristica comd de tot procés de fermentacié és l'esterilitat. S'ha de
prevenir la contaminacio en tots els estadis de desenvolupament d'un cultiu, des dels
cultius preliminars fins al fermentador. El fermentador es pot esterilitzar per calor
en un autoclau a 121°C durant 20 o 30 minuts si té un volum petit, o mitjangant
esterilitzacié “in situ" quan el volum és més gran. Molts components del medi de cultiu
es poden esterilitzar conjuntament amb el vas del bioreactor, altres s'han
d'esterilitzar separadament per filtracié. L'aire s'ha de filtrar també a I'entrada per a
que el seu subministrament sigui esteril. L'aire conté, com a mitjana, uns 2000
microorganismes per m®, dels quals el 50% sén espores de fongs i el 40% bactéries

Gram negatives.

En tot procés de fermentacio es contemplen 3 etapes: la preservacio del cultiu inocul,
el desenvolupament del cultiu inocul, i el cultiu en fermentador. La primera etapa
permet mantenir les soques durant llarg temps sense divisio cel-lular. Els metodes més
comuns de preservacié sén la congelacié i la liofilitzacié. La segona etapa permet
revificar la soca i adaptar-la al cultiu en bioreactor. Comunament es realitza en
matrassos Erlenmeyer amb agitacio en un incubador de temperatura controlada.
Generalment, aquesta etapa inclou un parell de passos en matrassos de volum creixent
fins a disposar del volum necessari per a inocular el bioreactor (2 a 10% v/v). Per
Ultim, en el cultiu en bioreactor, s'opera amb el medi apropiat i en les condicions

d'operacié més adequades pel microorganisme.

La soca més coneguda i utilitzada d' Escherichia coli és la soca K12, una de les
primeres que va ser emprada en treballs de clonacié de gens i que va permetre
descobrir la resisténcia a antibidtics per part dels plasmidis. Aquest fet ha afavorit la
seva utilitzacié a nivell industrial en un gran nombre de processos, com ara els
reflexats a la taula 1.2, en que es mostren alguns exemples de proteines recombinants

amb Us terapeutic obtingudes mitjangant el cultiu d'Escherichia coli.
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Taula 1.2: Proteines recombinants amb Us terapeutic huma obtingudes mitjangant el

cultiu de soques d'Escherichia coli recombinants.
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Com ja s’ha comentat, en l'apartat 1.2 d'aquest mateix capitol, un cop identificat un
producte d'interés i la soca productora, i atés a que normalment s'obtenen
concentracions molt baixes de producte, es convenient desenvolupar un programa de
millora que permeti augmentar I'eficiéncia dels processos, per a que siguin

interessants des del punt de vista economic.

1.4. ESTRATEGIES DE MILLORA DE L'EFICIENCIA DE PROCESSOS DE
FERMENTACIO

L'objectiu fonamental en els processos de fermentacié és controlar el creixement del
microorganisme productor per tal d'obtenir la maxima concentracié (i productivitat)

del producte desitjaft.

Donat que de forma general l'obtencié de quantitats importants de productes
recombinants del cultiu de bacteris és proporcional a la concentracié de cél-lules
presents al cultiu, una manera d'augmentar la productivitat d'un procés d'obtencié de
proteines recombinants és augmentant la concentracié maxima de cél-lules i la durada
total del cultiu. Les estratégies de millora del creixement i, per tant, de I'obtencié de
proteines recombinants es poden englobar en dos grups segons les metodologies que
s'apliquen. Per un costat trobem les estratégies de millora del creixement per
actuacio sobre variables extracel-lulars, és a dir per actuacio sobre factors externs a
la cel-lula o ambientals, que permeten millorar el creixement i conseqiientment la
produccié del producte desitjat. Aquestes estratégies s'aplicarien a tot tipus de
cel-lules, tant salvatges com recombinants. Per un altre costat, es troben les
estrategies de millora del creixement per actuaciéo sobre variables intracel.lulars.
Aquest tipus d'estratégies, que s'apliquen sobretot en soques recombinants,
consisteixen en augmentar la dotacié génica, modificar la informacié genética de la

céllula hoste o dels vectors d'expressio per tal de millorar I'expressiéo dels gens
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recombinants, la seva traduccid, I'estabilitat dels productes genics intermediaris, etc.,

i que en Ultim terme, incideixen en l'augment de la sintesi de producte.

La primera d'aquestes dues aproximacions consisteix en la forma més classica de
tractar el problema des del punt de vista de I'Enginyeria Bioquimica. La segona
aproximacié, en la que s'intenta augmentar la produccié a nivell de transcripcid i
traduccié de la proteina d'interés son aquelles accions que es troben englobades dins
de la disciplina de I'Enginyeria Genetica. La modificacié genética de les cel-lules no es
limita a la millora de I'excrecié del producte, si no també a la d'altres activitats

cel-lulars, el que es coneix com Enginyeria Metabolica.

L'Enginyeria Metabolica ha estat definida com la millora directe de la formacio de
productes o propietats cel-lulars mitjan¢ant modificacions genétiques que afecten
reaccions bioquimiques especifigues, o que comporten la introduccié de noves

reaccions per técniques de recombinacio de DNA (Stephanopoulos, 1999).

Estrategies de millora per intervencio sobre les variables extracel - lulars

Quan es realitza I'aproximacié a nivell extracel-lular hi ha diferents punts a
considerar. En primer lloc la millora es pot obtenir reformulant el medi de cultiu de
manera que s'ajusti a les necessitats cel-lulars, establint la concentracié més adequada
dels nutrients requerits per tal d'afavorir el creixement. Podria semblar raonable, a
primera vista, que preparant un medi de cultiu el més ric possible, és a dir aportant
tots els nutrients en excés, s'obtingués un bon creixement. No obstant, com es veura

més endavant en el capitol 3, aquest plantejament no sempre s'acompleix.

Una correcta formulacié del medi és un dels aspectes inicials en que cal comengar a
treballar a I'hora de millorar el creixement del cultiu de cél-lules i, de manera

concomitant, I'obtencio de productes. Per arribar a assolir aquesta optimitzacié cal
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realitzar una serie d'estudis previs que permetin determinar quins sén els medis de
cultiu més apropiats, i els suplements requerits per tal de millorar el creixement. S'ha
de coneixer bé el metabolisme de la cél-lula en estudi, i quins dels substrats del medi
s'esgoten en primera instancia i poden arribar a limitar el creixement del cultiu, i
també quins d'aquests nutrients originen subproductes cel-lulars que al acumular-se al

medi poden resultar toxics per a la cél-lula, impedint allargar la durada del procés.

En segon lloc s’ha de proveir a la cel-lula de les condicions fisico-quimiques optimes de
cultiu. El cultiu en bioreactor compleix aquest requisits i permet cultivar les cél-lules
dins els rangs dptims de temperatura, oxigen dissolt i pH. Cal congixer quins sén els
valors optims de cadascun d'aquest parametres per la soca d'estudi i disposar d'un
sistema que pugui mantenir-los. Aquests parametres s'’han de completar sovint amb
mesures més complexes com la velocitat de consum d'oxigen (OUR), la de produccié de
CO; (CER), el consum de substrats i l'andlisi de metabolits. La preséncia de sistemes
de monitoritzacié en linia que permeti conéixer en cada moment la concentracié
cel'lular, la activitat de la poblacié, la concentracié de substrats, de productes i
subproductes, i en general I'evolucié del cultiu permet definir estratégies de control
del procés que ajudin a mantenir durant més temps les condicions apropiades de
cultiu, millorant-ne el seu rendiment. Tot i que el cultiu en bioreactor permet
controlar els principals pardmetres del cultiu i que, de per si suposa una millora, s'ha
de caracteritzar molt bé cada sistema cel-lular per tal d'ajustar les condicions de
cultiu i establir mecanismes de control apropiats per obtenir un bon rendiment. Per
altra banda, també cal tenir en compte que la monitoritzacié de processos és una

disciplina cada cop més complexe i tecnificada i requereix d'un elevat nivell d'esforg.

En tercer lloc s'ha de determinar quin és el mode d'operacié més adequat per tal de
portar a terme el procés. Els processos de fermentacié es poden categoritzar

basicament en tres modes d'operacid, segons si hi ha o no addicié de nutrients i
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recuperacié del brou de fermentacié durant el procés de cultiu: cultius en discontinu
(batch), cultius en discontinu-alimentat (fed-batch) i cultius en continu. Si tenim en
compte, en canvi, la localitzacié de les cél-lules respecte els nutrients o el brou de
fermentacié, podem categoritzar els processos en dos grups: en el primer trobariem
els cultius de cel-lules en suspensié o cel-lules lliures. En aquest cas es poden aplicar
els tres modes d'operacié anteriors. En el segon hi trobariem aquells processos en que
les cel-lules estan immobilitzades o bé confinades en un sistema que les separa
fisicament del medi de cultiu. El confinament de les cél-lules dins d'una matriu sclida
implica l'aparicié de limitacions difusionals. En aquest cas, tot i que també es pot
operar en discontinu, s'utilitzen habitualment estrategies de cultiu en perfusié en llit
fix, llit fluiditzat o bé cultius amb moduls de perfusié interns o externs al vas de
cultiu, que permeten retirar el brou de fermentacié sense ceél-lules augmentant-se
d'aquesta manera la concentracié de cel-lules dins el compartiment de cultiu (figura

1.3).

En els processos en discontinu tots els nutrients requerits pel creixement s'afegeixen
inicialment al vas de cultiu del bioreactor i els productes sén recuperats després de
completat el creixement. Durant el cultiu només s'addicionen gasos (aire, Oz, CO; i
N2), agents correctors del pH com acid o alcali, i antiescumejant si cal. Com que no hi
ha addicié de nutrients durant el procés, el creixement maxim que s'obté és el que

permet el substrat que s'esgota en primer lloc i que és imprescindible pel creixement.
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Medi
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3) Continu 4) Perfusio

Figura 1.3: Representacié esquematica dels diferents modes d'operacié de cultiu en
bioreactor segons si hi ha o no alimentacié de medi fresc i recuperacié del brou de

fermentacid.

El cultiu discontinu és un mode de cultiu on el creixement és limitat en el temps, i per
tant s'obtindrd com a molt una concentracié de biomassa relativa al nivell d'indcul, al
temps de duplicacié cel-lular i a la durada del cultiu. El cultiu discontinu en matras
agitat permet obtenir concentracions d'Escherichia coli d'entre 1i 3 g PSC/I (PSC/I:
mesura de la concentracié de biomassa en grams de Pes Sec Cel-lular per litre de

medi) mentre que en bioreactor s'obtenen fins a 10 g PSC/| (Riesenberg, 1991).
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En els cultius en continu els nutrients sén continuament addicionats al vas de cultiu i
els productes continuament retirats d'aquest. Els cabals d'addicié de medi fresc i
d'extraccié de medi exhaurit sén iguals i el volum de liquid al vas de cultiu del
bioreactor es manté constant al llarg del cultiu. No es solen aplicar a nivell industrial
donada la baixa concentracio de cél-lules que s'assoleix degut a I'eliminacié continuada
de cel-lules en el corrent de sortida. Una manera de paliar aquest desavantatge és la
utilitzacié d'elements externs al reactor (sedimentadors, moéduls d'ultrafiltracié o
sistemes de didlisis...) o interns (sistemes de confinament de cél-lules en suspensio o
immobilitzades) que permeten obtenir cultius amb elevada concentracié cel-lular
operant en continu. Per altra banda, sén una eina valuosa en recerca basica a nivell de
laboratori ja que permeten obtenir dades cinetiques en un cultiu en estat estacionari
on totes les ceél-lules experimenten les mateixes condicions. L'establiment de la
composicié més adequada del medi i de les concentracions idonies de nutrients d'un
cultiu és un dels exemples tipics d'aplicacié del cultiu continu. També sén una eina
destacada en I'establiment de la millor estrategia d'alimentacié en cultius discontinu-

alimentat.

El cultiu discontinu-alimentat esta a cavall entre els dos anteriors. En aquest cas es
carrega amb un determinat volum de medi el fermentador. Durant una primera fase
del cultiu, aquest es manté sense addicionar nutrients (fase de cultiu discontinu), i les
ceél-lules creixen a la seva maxima velocitat especifica de creixement. Posteriorment
s'alimenta el bioreactor, mitjangant I'addicié d'un o més nutrients al llarg del temps
que es perllonga l'operacié (fase de cultiu alimentat), i el producte és recuperat al
completar-se el procés. Com a resultat de I'addicié controlada de nutrients i de la seva
concentracio en l'aliment es pot regular la velocitat especifica de creixement i la
concentraciéo de substrat més apropiada. El cultiu discontinu-alimentat és un dels
modes d'operacié de cultius més usat a nivell industrial i és especialment indicat quan

es produeixen inhibicions per substrat o quan es vol assegurar que un determinat
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compohent no quedi exhaurit. Els cultius en discontinu-alimentat sén sovint utilitzats
per a obtenir altes concentracions cel-lulars i per a millorar la productivitat d'un
procés, donat que la concentracié final del producte que s'obté és proporcional a la
concentracié final de cel-lules que s'assoleix (Yamane i Shimizu, 1984; Lee i Blanch,
1992). El cultiu discontinu-alimentat permet assolir concentracions de biomassa de
fins a 55 g PSC/I d'Escherichia coli (Bauer et al. 1974; Riesenberg, 1991) i en alguns
casos esta descrit que s'aconsegueixen fins a 100 g PSC/I. (Mori et al. 1979; Cutayar i
Poillon, 1989). L'obtencié de concentracions de biomassa tant elevades no s'ha pogut
obtenir amb soques d'Escherichia coli recombinants. Per aquestes la maxima
concentracio de biomassa descrita és de l'ordre de 60 g PSC/I. (Riesenberg et al.

1990; Strandberg i Enfors, 1991; Fieschko i Ritch, 1986).

Els sistemes de cultiu d'alta densitat cel-lular presenten limitacions que poden afectar
a la productivitat general del cultiu (Kleman i Strohl, 1992). La limitacié de I'oxigen
dissolt, I'augment de la viscositat, la generacié de calor o els elevats nivells de CO; que
s'assoleixen en aquest sistemes poden fer disminuir la velocitat de creixement i
afavorir la formacié de subproductes del metabolisme toxics per a la cel-lula, i
conseqlientment reduir l'eficiéncia de la fermentacio (Meyer et al. 1985). Un altre
factor limitant és que al augmentar la densitat cel-lular disminueix la productivitat
especifica (DeLisa et al. 2000). Per aquest motiu és desitjable caracteritzar cada
sistema cel-lular en diferents condicions, i valorar els resultats per obtenir un
coneixement més ampli de les causes metabdliques que impedeixen millorar I'eficiencia

del procés.

S'ha de tenir en compte que les estrategies de millora de processos per optimitzacié
de les variables extracel-lulars, en realitat, afecten la fisiologia cel-lular, i tant el
creixement, la traduccié de les proteines (tant cel-lulars com recombinants),

I'activitat proteolitica i la secrecié i nivells de produccié d'aquestes es veu afectat per
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aquestes intervencions. Per tant, tot i que no hi ha una intervencié dirigida a nivell
intracel-lular, s'intervé en aquestes variables de forma empirica a partir de

I'observacioé del comportament de les cellules en cultiu.

Estrategies de millora per intervencio sobre variables intracel - lulars

Tota resposta fisiologica és en dltim terme resultat de I'expressié de determinats
gens i del control inherent de la cel-lula sobre els nivells d'expressié d'aquests. Es pot
millorar I'obtencié d'un producte per modificacié dels processos genetics i bioquimics a
diferents nivells:

Millora per mutacid i seleccié natural in vivo: Cada cop que una cél-lula es divideix hi ha

una petita probabilitat de que es produeixi un canvi a nivell genetic. Si el canvi no li és
desfavorable la soca resultant és una soca viable mutant. La probabilitat de que es
produeixi una mutacié es pot incrementar exposant el cultiu a un agent mutagen, com
la llum U.V. o varis agents quimics (com per exemple la nitrosoguanidina o I'dcid nitrés).
Segons la dosi s'obtindran més o menys mutants que hauran sobreviscut, i algun d'ells
pot haver adquirit propietats favorables en termes de produccié del producte
d'interés. Aquesta tecnica s'ha utilitzat forga a nivell industrial per augmentar la
produccio de metabdlits tant primaris, per exemple aminodcids, com secundaris,
tipicament antibiotics. Per exemple, la millora i seleccié genética de Penicillium
chrysogenum ha permes que en els Ultims 40 anys s'hagi passat d'obtenir 2 U/ml a
obtenir 50.000 U/ml de penicil-lina.

Millora per manipulacié del DNA in vitro dels sistemes d'expressid: L'expressié

eficient de gens recombinants a Escherichia coli depen de les caracteristiques
estructurals dels diferents gens i dels transcrits de mRNA generats. Per aixo, és
dificil establir unes pautes generals de millora de I'expressio génica. Les estrateégies
de millora de l'expressié de proteines heterdlogues a Escherichia coli es troben
descrites ampliament a la bibliografia (Hannig i Makrides, 1998). Els vectors

d'expressidé procariotics contenen una série d'elements genétics que afecten a la
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transcripcié i traduccio de les proteines. Es pot optimitzar I'eficiéncia dels
mecanismes de sintesi de les proteines recombinants a E. coli modificant
geneticament els sistemes d'expressié. La manipulacié genetica dels sistemes
d'expressio per augmentar l'eficiéncia de transcripcié i traduccié son:

- 'augment de la dotacio génica, per ex. més nombre de copies plasmidiques.

- el disseny de sistemes promotors de I'expressié génica més forts.

- la modulacio de I'estructura secundaria del mRNA.

- la modificacié del lloc d'unié ribosomal.

- 'augment del nombre de ribosomes.

- 'augment de I'estabilitat plasmidica, del mRNA, de la proteina recombinant.

- la inhibicié de la proteolisi per deleccié dels gens de sintesi de proteases.

- la reduccié de la formacié de cossos d'inclusié.

Per dltim es pot incidir sobre la maquinaria cel-lular, modificant el genoma de la cél-lula
per tal de que sigui més apte fisiologicament en I'ambient on creix (el fermentador) i
aixi poder augmentar la productivitat general del cultiu. Per la rellevancia que té
aquesta darrera metodologia emergent coneguda com Enginyeria Metabdlica i, per la
novetat que suposa en l'enfoc d'estratégies de millora de processos, s'exposen alguns
conceptes importants en aquest context, els trets més caracteristics i alguns

exemples en el segiient apartat.

1.5. ENGINYERIA METABOLICA

Com ja s'ha comentat anteriorment, en un bioprocés les cél-lules es cultiven
normalment fora del seu context natural, el que provoca a la cél-lula haver d'adoptar
un comportament metabolic diferent a I'habitual. Aquest fet requereix que les
cel-lules s'adaptin modificant les seves reaccions bioquimiques intracel-lulars. Tot i que
hi ha molta informacié sobre regulacié genetica i bioquimica del metabolisme cel-lular

en condicions in vitro, en realitat es coneix poca cosa sobre la distribucié i els
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mecanismes de regulacié dels fluxos metabolics d'una cél-lula in vivo. Aquest
coneixement és bdsicament dificil d'obtenir degut a I'enorme complexitat del
metabolisme d'un organisme. L'activitat metabodlica d'una cél-lula viva compren
multiples reaccions catalitzades per enzims i sistemes selectius de transport de
membrana que permeten el pas dels substrats a l'interior de la cél-lula. Les mdltiples
reaccions estan enllagades a través d'una xarxa de metabdlits que interactuen a
diferents nivells genetics i metabdlics. La informacié obtinguda de processos cel-lulars
aillats no té perque coincidir necessariament amb la dels processos que es donen en
sistemes in vivo en els que les reaccions no funcionen independentment unes de les
altres (Emmerling et al. 1999). De la mateixa manera, les reaccions que es donen en
condicions naturals no tenen perqué afavorir els interessos d'un bioprocés, sind que
son les que la cel-lula ha desenvolupat al Ilarg dels anys per competir amb exit i
sobreviure, per exemple per créixer en un habitat determinat, o a unes condicions
donades a les que s'hagi hagut d'adaptar. Cal observar que moltes vegades el producte
final que s'identifica com l'objectiu del procés, no deixa de ser més que un producte
final natural del metabolisme de la cél-lula. Segurament els exemples més clars
d'aquest fet es froben a les fermentacions bacterianes, on el producte natural final
del metabolisme de la cél-lula és el producte desitjat del bioprocés. Des d'aquest punt
de vista, I'enginyeria metabolica pretén modificar genéticament l'activitat metabolica
d'una céllula per tal de re-distribuir el seu metabolisme i millorar-ne el creixement

i/o0 l'obtencio d'un producte d'interes, sigui natural o recombinant.

El concepte de modificacié del metabolisme per tal de millorar el comportament de
microorganismes amb propietats més desitjables no és nou. Hi ha molts exemples en
que aquesta estratégia ha sigut emprada per a la millora de produccié d'aminoacids,
antibictics, vitamines, solvents, etc. Aquests métodes s'han basat en I'is de mutagens
quimics i tecniques de seleccié per identificar les soques més productives, com s'ha

exposat en l'apartat 1.4.2. Malgrat I'éxit d'aquestes tecniques en la millora de
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processos, el perfil genétic i metabolic de la soca mutant ha quedat poc o gens

caracteritzada.

El desenvolupament de les tecniques de biologia molecular i en especial de
recombinacié del DNA van introduir una nova dimensié en la manipulacié del
metabolisme. L'enginyeria genética ha permeés la modificacio precisa i especifica de
reaccions enzimatiques en vies metaboliques concretes i la construccié de clons
recombinants completament caracteritzats amb propietats més desitjables en termes
d'eficiencia de produccid. Una caracteristica essencial de la definicié d'Enginyeria
Metabolica (apartat 1.4) és l'especifitat de la reaccié bioquimica modificada o
introduida de nou. Un cop identificada aquesta reaccid, s'’han d'establir les técniques
que s'aplicaran per a amplificar, inhibir o deleccionar, transferir o desregular els
corresponents gens o enzims. Les técniques de recombinacié del DNA s'utilitzen
rutinariament en varies etapes d'aquest procés de modificacié del metabolisme

cel-lular.

La direccionalitat o especifitat de la modificacié és un aspecte clau en I'enginyeria
metabdlica en comparacié amb els processos de millora genetica classics. Tot i que els
primers esforgos d'enginyeria metabdlica aplicada es van centrar en obtenir cel-lules
modificades especificament en reaccions bioquimiques escollides com a determinants
per a millorar alguna caracteristica, fent-les més interessants per algun procés
productiu, I'andlisi de les conseqiiencies de la modificacio genética va resultar
igualment important. Una simple modificacio genetica que afecti a l'actuacié d'un
enzim no és suficient per tal d'obtenir soques millorades. Sovint la cel-lula
redirecciona alguna altra reaccié per contrarestar I'efecte de la nova modificacié.
Aixi, I'andlisi de I'efecte de les modificacions és igualment important en el camp de
I'enginyeria metabolica. Per aixo, s’ha de considerar el conjunt de reaccions que

conformen les vies metaboliqgues més que no pas les reaccions aillades. El control
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sobre els fluxos metabdlics de la cél-lula és un aspecte important a tenir en compte
des d'aquest punt de vista. De fet, la millor guia per a un andlisi racional de la xarxa
metabdlica sén les observacions sobre el comportament de la cél-lula. L'estudi dels
mecanismes de control de fluxos a través de la xarxa de reaccions és, també, un
aspecte important de l'enginyeria metabolica, tot i que la seva determinacié és
complexa, i per tant, els models actuals sén encara forga reduccionistes i es tenen que
considerar com a simplificacions del que succeeix realment. La major contribucié de
I'enginyeria metabolica és potser I'enfoc de I'estudi dels fluxos metabdlics in vivo. La
combinacié dels metodes analitics de determinacié de fluxos i el seu control per
técniques de biologia molecular per implementar les modificacions genétiques
suggerides és l|'esséncia de l'enginyeria metabdlica. Quan es practica de manera
iterativa proveeix d'un métode per a la millora sistematica de les propietats cel-lulars

en un ampli ventall d'aplicacions i contextos.

Una eina molt apropiada per a l'andlisi del metabolisme cel-lular és el coneixement dels
fluxos metabolics intracel-lulars dels principals compostos, el que permet saber de
quina manera la cél-lula utilitza els diferents nutrients necessaris pel seu creixement.
Aquestes dades poden ser utilitzades a I'hora de millorar d'una manera racional el
medi de cultiu, o bé poden donar indicacions sobre quins sén els fluxos metabolics
importants que pot ser interessant modificar per tecniques de biologia molecular, per
tal d'obtenir un comportament diferent de les cél-lules, és a dir, un re-direccionament

del seu metabolisme.

Degut a que l'espectre de possibilitats de modificacions genétiques és tan ampli i el
seu efecte sobre |'expressio d'altres activitats diferents de la manipulada és incert,
s'ha fet necessari sovint utilitzar metodes empirics per tal d'escollir un pas concret
d'una via de la xarxa, susceptible de ser modificat. La iteracié modificacié genética,

andlisi de les conseqiiéncies i disseny d'un futur canvi és el cami emprés sovint per tal
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d'obtenir un sistema de cél-lula hoste optim. Si bé la modificacié genetica és
freqlientment assolida, I'andlisi de les conseqiiéncies és més complicat. Sovint els
resultats sén inesperats, i no sempre en la direccié desitjada (Stephanopoulos et al.
1998). Per a analitzar les conseqiiéncies d'una modificacio genética es requereix en
primer lloc un bon coneixement de l'estructura de la xarxa de reaccions metabdliques,
de la seva cinética i regulacié i en molts casos aquest coneixement només és parcial,
sobretot en condicions in vivo. En segon lloc cal quantificar la mesura del canvi, i per
aixd és necessari realitzar una descripcié matematica del metabolisme. Les vies
centrals del metabolisme (VCM) de la majoria de microorganismes freqiientment
utilitzats en l'obtencio de productes esta ben definida i es tfroba ampliament descrita
a la bibliografia. La modificaciéo d'aquestes vies per a la produccié d'una substancia
d'interés parteix de la identificacié dels enzims involucrats en la transformacid, del
rendiment de formacio i de I'optima distribucio dels fluxos de components a través de
la via. En la majoria de casos la identificacié de les vies involucrades s'obté de I'estudi
dels mapes metabdlics, definint les possibles vies que porten a la formacié del
producte. Un cop les reaccions han sigut determinades, s'han de calcular el fluxos a
través d'aquestes, per cadascun dels components involucrats, mitjangant un balang

estequiometric.

Un cop seleccionada la reaccid o reaccions bioquimiques que es vol modificar, eliminar
o introduir de nou, les tecniques de biologia molecular han de permetre:

- amplificar I'expressié d'un o varis gens per augmentar la velocitat d'una reaccié.

- inhibir I'expressio d'un o varis gens d'una via per reduir la velocitat d'una reaccié.

- deleccionar un o varis gens per eliminar una reaccio.

- regular l'expressié d'un o varis gens per adaptar l'accié cataléptica de I'enzim o

enzims implicats en una reaccié a les condicions de cultiu.
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L'éxit d'una modificacié s'haura de comprovar comparant el comportament de la
cel-lula abans i després de la modificacio genética. No obstant, la cel-lula és un
element molt flexible i la xarxa de reaccions metabdliques és prou dinamica per
respondre a la modificacié introduida en molts punts diferents i no només en el
modificat i sovint I'efecte de la modificacié és compensat pels mecanismes reguladors
de la propia cel-lula impedint observar canvis en els seu comportament

(Stephanopoulos i Vallino, 1991).

L'enginyeria metabolica ha estat aplicada a la millora de l'obtencié de productes
naturals sintetitzats per microorganismes. Trobem, com a exemples d'aquesta
aplicacid, la sobreproduccié d'aminoacids aromdtics o de succinic a Escherichia coli
(Patnaik i Liao, 1994; Flores et al. 1996; Sanville et al. 1996), de tirosina i fenilalanina
a Corynebacterium glutamicum o d'isoleucina a Corynebacterium lactofermentum
(Tkeda i Katsumata, 1992). Una altra aplicacié ha sigut augmentar el rang de substrats
metabolitzables per microorganismes, per exemple la utilitzacié de lactosa per part
de Corynebacterium glutamicum (Cameron i Tong, 1993; Stephanopoulos, 1999). Un
altre aplicacié de I'enginyeria metabolica és la produccié de productes nous per la
céllula hoste, com per exemple la produccié de nous antibiotics a Streptomyces, la
sintesi d'indigo per E. coli o del pigment melanina fambé per E. coli. (Bailey, 1991).
També podem trobar aplicacions de millora de les propietats cel-lulars a nivell de
millorar el comportament en condicions hipoxiques: per exemple la clonacié a E. coli
del gen VHb de Vitreoscilla (Khosla i Bailey, 1988; Tsai et al. 1995), o la prevencié de
I'excrecié de subproductes (Aristidou et al. 1994). Cada cop apareixen més aplicacions
de l'enginyeria metabdlica i s'en troben exemples en les diferents linies cel-lulars

comunament emprades en processos biotecnoldgics.

En el present treball s'apliquen i discuteixen les diferents estratégies de millora del

creixement i d'obtencié de productes en base als resultats fisioldgics i metabolics
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observats del cultiu d'Escherichia coli K12 en diferents condicions. El comportament
observat durant el seu creixement, tant en diferents medis de cultiu de composicié
complexa o definida, com per diferents modes d'operacié permet identificar un
problema associat al seu creixement que impedeix millorar I'eficiéncia de processos, la
produccié de subproductes toxics del metabolisme. L'andlisi dels fluxos metabolics
intracel-lulars, realitzat a partir d'un model matematic, permet aprofundir en les
causes d'aquest comportament observat i, alhora, relacionar el coneixement

quantitatiu del metabolisme de les cel-lules amb la seva utilitzacio en fermentadors.
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2. OBJECTIUS

L'objectiu general d'aquest treball és caracteritzar fisiologica i metabdlicament el
comportament del bacteri Escherichia coli en cultiu en bioreactor, quantificant el
seu metabolisme a nivell intracel-lular, per tal d'identificar estratégies de millora
de l'eficiencia d'un procés, mitjangant técniques d'enginyeria metabolica, i a partir
d'aquesta analisi realitzar les modificacions seleccionades i observar els efectes

sobre el creixement, consum de glucosa i secrecié de subproductes.

Per tal d'assolir aquest objectiu cal:

- Caracteritzar el creixement d'Escherichia coli en cultius en suspensié en
diferents medis de cultiu per tal d'establir les diferéncies metabdliques,
segons la composicié nutricional del medi de cultiu.

- Caracteritzar el creixement d'Escherichia coli en cultius en suspensié per
diferents soques, salvatges o recombinants.

- Caracteritzar el creixement d'Escherichia coli segons les diferents
estrategies d'operacié de cultiu en bioreactor. Es tracta de veure quines
son les claus per assolir elevades densitats cel-lulars en cultiu discontinu i
discontinu-alimentat, i quines limitacions es poden trobar segons el mode
d'operacié i la concentracié dels principals substrats del medi de cultiu.

- Estudiar I'efecte de I'acumulacié de subproductes metabolics en el brou de
fermentacié sobre el creixement, i quins factors afavoreixen la seva
formacio.

- Estudiar I'efecte de I'acumulacié de subproductes metabdlics en el brou de
fermentacio sobre l'expressio de gens recombinants, i com afecten
I'obtencio de proteines recombinants.

- Comparar el comportament de diferents soques d'Escherichia (K12 i BL21),
per veure si hi ha diferencies que facin que siguin més apropiades unes que

altres, en l'objectiu d'assolir elevades densitats cel-lulars.
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Realitzar un estudi quantitatiu del metabolisme d'Escherichia coli per tal
d'identificar possibles colls d'ampolla metabdlics i les causes de la formacié
de subproductes. El tractament quantitatiu ha de permetre ftambé,
comparar els diferents resultats experimentals per les soques salvatges i
recombinants. Per tal d'assolir aquest objectiu s'ha de desenvolupar un
model matematic d'estimacié de fluxos metabdlics intracel-lulars, realitzar
una analisi dels mateixos, i identificar potencials llocs d'actuacié (enzims
clau) per tal de, mitjangant modificacions genetiques, redistribuir el
metabolisme, en el sentit desitjat: reduir la formacié de subproductes fent
la cel-lula més eficient en l'aprofitament dels recursos (glucosa).

Realitzar modificacions genétiques senzilles sobre gens que codifiquen per
enzims clau del metabolisme d'Escherichia coli que permetin redistribuir els
fluxos metabolics segons els resultats de l'andlisi realitzat, i estudiar
I'efecte sobre el creixement, el consum de glucosa i la secrecio de

subproductes.
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