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DESCRIPCION
Produccién de productos recombinantes usando membranas capilares
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a la produccion de productos recombinantes. En particular, se refiere a un método para
producir productos recombinantes en condiciones aerobias y a un aparato para producir dichos productos recombi-
nantes en condiciones aerobias.

Técnica anterior

Se ha descrito previamente la aplicacion de cartuchos de membranas de fibras huecas para cultivos microbianos. El
objetivo principal del uso de cartuchos de membranas para el cultivo de células es permitir el cultivo celular continuo
de alta densidad para mejora de la productividad. Sin embargo, lo que en Ultima instancia distingue unos de otros a
los diferentes procesos de cultivo celular es la configuracion, el funcionamiento y la aplicacién de estos cartuchos de
membranas. Por ejemplo, Canovas et al., (2005) utilizan un recipiente de reactor estandar conectado a un cartucho
de filtracion por membranas de flujo transversal para el reciclaje y la concentracién de E. coli dentro del recipiente
del reactor. En contraste, Inloes et al., (1983) buscaron utilizar el cartucho de membranas en si mismo como el reci-
piente de cultivo celular por el atrapamiento de E. coli en crecimiento activo dentro de la matriz de la membrana
macroporosa, reponiendo los nutrientes por difusién desde el lumen de las membranas; mientras que Leukes et al.,
(EP 0761608, publicada el 12 de marzo de 1997) inmovilizaron el hongo filamentoso P. chrysosporium como una
biopelicula sobre la superficie exterior de las membranas, suministrando los nutrientes suministrados a las células
inmovilizadas desde el lumen por el flujo de conveccidn a través de la pared de las membranas hasta la biopelicula
de células

Antecedentes de la invencion

Los productos recombinantes incluyendo, aunque sin limitacion, enzimas, hormonas, anticuerpos, fragmentos de
anticuerpos, particulas similares a virus, péptidos, fragmentos de DNA y RNA son producidos por una variedad de
sistemas de expresion microbianos. Los productos también pueden incluir productos quimicos resultantes de la
expresion de enzimas sintéticas recombinantes.

El mercado de productos recombinantes para la industria farmacéutica, asi como otras industrias ha aumentado en
los dltimos afios. Los productos comerciales incluyen tanto productos recombinantes expresados en hospedantes
recombinantes como productos quimicos producidos por enzimas biosintéticas recombinantes.

La produccion eficaz de tales productos recombinantes se basa tipicamente en el uso de hospedantes de expresion
eficaces, asi como una buena tecnologia de bioprocesos. Los hospedantes de expresion incluyen cierto nimero de
especies de bacterias de las cuales Escherichia coli es la mas prominente, asi como hongos, protozoos, plantas,
insectos y células de mamiferos. Algunos de los productos son intracelulares, pero se prefiere que los productos
sean excretados en el medio para facilitar la purificacién. La mayoria de los sistemas de expresidon son aerobios,
requiriendo una considerable aportacién de energia para aumentar la transferencia de masa de oxigeno en bio-
reactores de cultivos sumergidos. La mayoria de la tecnologia de bioprocesos se centra en la produccién de concen-
traciones muy altas de células en el bio-reactor, por lo general por el modo de cultivo de alimentacién discontinua.
Los hospedantes de produccion estan modificados por ingenieria genética para producir productos recombinantes
de interés constitutivo o una vez esta presente suficiente biomasa los hospedantes de produccion son inducidos a
expresar los productos recombinantes de interés. Esta induccion es tipicamente una molécula que se afiade en el
momento apropiado o es un metabolito producido por el hospedante de produccion como un producto de desecho
metabdlico o un metabolito secundario.

La estrategia para inducir la produccion de proteinas recombinantes una vez que el cultivo estd en fase estacionaria
es tipica puesto que:

1) Permite la produccién de productos que son toxicos para el organismo que los produce.

2) Se mejora la productividad volumétrica si la concentracién de biomasa en el reactor es muy alta.

3) Los precursores para la formacion del producto son tipicamente metabolitos primarios, que se acumulan

durante la fase de crecimiento primario.

En cultivos discontinuos sumergidos frecuentemente es dificil programar 6ptimamente en el tiempo la adicion de
inductores de proteinas recombinantes, de modo que los inductores se afiadan cuando el cultivo alcance la fase
estacionaria y no demasiado pronto o demasiado tarde. Es particularmente dificil cuando se realizan mdltiples culti-
vos en paralelo en diferentes condiciones durante los experimentos de optimizacion.

Aungue la mayoria de los hospedantes de expresion de proteinas recombinantes son organismos aerobios, el cultivo
de alta densidad esté limitado debido a las limitaciones de transferencia de la masa de oxigeno y a la toxicidad o las
limitaciones de solubilidad de los nutrientes suministrados al medio de crecimiento. Los factores que afectan a la
productividad volumétrica de los bio-reactores para producir proteinas recombinantes incluyen: entorno de baja ciza-
lladura, alta concentracion de biomasa, amplia fase de produccion y buena transferencia de masa de nutrientes.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2438590 T3

Por lo general, en los cultivos de alta densidad la transferencia de masas de oxigenos y de nutrientes esta influen-
ciada por la morfologia y/o la reologia del cultivo. En cultivos sumergidos, la expresion de los productos recombinan-
tes en organismos filamentosos, tales como Aspergillus estan especialmente afectados por la diferenciacion morfo-
I6gica y la formacién de pelets y la productividad se ha mejorado por la inmovilizacion del organismo recombinante.
La inmovilizacién no sélo limita la tensién de cizalladura y reduce la viscosidad del caldo, mejorando el suministro de
oxigeno y la transferencia de masa de nutrientes, sino que también ha demostrado inhibir la produccién de proteasa
extracelular en Aspergillus niger, limitando de ese modo la degradacion de las proteinas recombinantes producidas
por este organismo (Wang et al., 2005). En la mayoria de sistemas inmovilizados las limitaciones de transferencia de
masa de oxigeno mantienen una etapa limitante de la velocidad en la productividad.

Inloes et al., (1983) trataron de mejorar la produccién de proteinas recombinantes por el atrapamiento de E. coli en
crecimiento activo dentro de la matriz macroporosa de la pared de las membranas de fibras huecas. Esta solucién
dio como resultado un entorno de baja cizalladura con alta concentracién de biomasa; sin embargo, la transferencia
de masa de nutrientes estaba limitada a la difusion desde el lumen de las membranas hasta las células atrapadas,
mientras que el atrapamiento de las células en crecimiento activo resultd problematico, puesto que se rompio la
pared de las membranas y llegd a contaminarse la alimentacion de nutrientes.

La presente invencién supera los problemas encontrados por Inloes et al., (1983) inmovilizando el microorganismo
sobre la superficie de la membrana en forma de una biopelicula de células y controlando la velocidad de suministro
de nutrientes a los microorganismos, de tal manera que una porcién de células inmovilizadas se mantenga como
células en crecimiento activo, mientras que una porcién adicional entre en la fase estacionaria de crecimiento y se
mantiene en ella, como describen Leukes et al., (EP 0761608, publicada el 12 de marzo de 1997) de tal manera que
las células en fase estacionaria puedan ser inducidas a producir productos recombinantes que puedan ser cose-
chados de forma continua desde estas células en fase estacionaria.

Cualquier referencia en la presente memoria a un "microorganismo" debe interpretarse que significa una referencia a
organismos que son miembros del grupo de bacterias, hongos, protozoos e incluye células de mamiferos o plantas
que han sido modificadas por ingenieria genética para producir productos recombinantes en condiciones aerobias.

Cualquier referencia en la presente memoria a una "fase estacionaria" debe interpretarse que significa un periodo de
crecimiento limitado o el crecimiento y la muerte sustancialmente en equilibrio que normalmente sigue inmediata-
mente después de la fase de crecimiento primario en cultivos en discontinuo o en continuo de microorganismos.

Cualquier referencia en la presente memoria a "proteina recombinante" se debe interpretar como sinénimo de "pro-
ducto recombinante” y significa cualquier producto o el producto de dicha proteina si se trata de un producto biosin-
tético, homologo o heterdlogo para el hospedante de expresion, cuya produccién puede ser inducida por algin me-
canismo al inicio de la fase estacionaria o durante la misma de un tipico proceso en discontinuo. El producto puede
ser secretado por el hospedante de expresion en el entorno extracelular o retenido intracelularmente. Los productos
recombinantes no se limitan a las proteinas.

Cualquier referencia en la presente memoria a una "solucion de nutrientes" debe interpretarse que significa una
solucién liquida que contiene uno o mas nutrientes necesarios para el crecimiento de microorganismos y que incluye
al menos un nutriente que limita el crecimiento. La solucion de nutrientes puede llevar también un inductor requerido
para iniciar la expresion de productos recombinantes.

Cualquier referencia en la presente memoria a un "inductor" debe interpretarse que significa un producto quimico
bioldgico o sintético incluido en la solucién de nutrientes o un producto biosintético producido por el hospedante de
expresion inmovilizado durante el crecimiento y utilizado como un medio de regulacion de la produccién de produc-
tos o proteinas recombinantes bajo el control de un promotor relevante que regula la expresion de dichos productos
0 proteinas recombinantes.

Cualquier referencia en la presente memoria a "permeado” debe interpretarse que significa soluciéon de nutrientes
agotada o corriente de producto que ha pasado a través de un sustrato y biopelicula y puede llevar producto secre-
tado, productos residuales metabdlicos y/o el resto de los nutrientes no metabolizados por el microorganismo duran-
te el paso de la solucion de nutrientes a través de la biopelicula.

Cualquier referencia en la presente memoria a "condiciones aireadas" debe interpretarse que significa cualquier
estado de cultivo en el que se hace pasar un gas, que contiene oxigeno, a través de un bio-reactor y a su vez a
través de una superficie de biopelicula, y que proporciona a los microorganismos el oxigeno para su crecimiento.

Sumario de la invencion

De acuerdo con un aspecto de la invencion se proporciona un método de produccion de al menos un producto re-

combinante en condiciones aireadas, incluyendo dicho método:

proporcionar un sustrato poroso que tiene un primer lado y un segundo lado y que tiene una biopelicula de microor-

ganismos unida al primero de sus lados, estando configurado el sustrato para permitir el paso de una solucién de

nutrientes a su través y para impedir el paso a su través de las células del microorganismo; y

hacer que fluya una solucion de nutrientes a través del sustrato y de la biopelicula en una direccion desde el segun-
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do de sus lados al primero de sus lados en condiciones aireadas, a un caudal que sea suficientemente bajo para que
se establezca un gradiente de nutrientes a través de la biopelicula, en donde la concentracion de nutrientes es rela-
tivamente mayor mas cerca del sustrato y suficientemente alta para soportar el crecimiento primario de los microor-
ganismos y en donde la concentracion de nutrientes es relativamente menor mas lejos del sustrato y suficientemente
baja para entrar y mantener una fase estacionaria de los microorganismos, siendo inducidos los microorganismos
para producir un producto recombinante.

La induccion puede ser causada de varios modos, tales como por agotamiento de nutrientes, adicion de una molécu-
la inductora, acumulacién de un producto metabdlico primario 0 metabolito secundario producido en condiciones
limitantes nutrientes, auto-induccién o similares. En otras palabras, el método puede utilizar la des-represion y/o la
induccién de la expresién de genes recombinantes. En otras palabras, la inducciéon puede producirse por la adicién
de una molécula inductora a la solucién de nutrientes o por la acumulacion de un producto metabdlico primario o
metabolito secundario producido en condiciones limitantes de nutrientes.

La induccion puede ocurrir por la adicion de una molécula inductora a la solucién de nutrientes, de modo que el flujo
de la solucién de nutrientes desde el segundo lado a través del sustrato y la biopelicula hasta el primer lado lleve
dicho inductor al microorganismo induciendo con ello la produccion por los microorganismos de al menos una pro-
teina o producto recombinante. La induccion también puede ocurrir por la acumulacion de metabolitos primarios o
secundarios en la biopelicula, de tal modo que sean llevados a través de la biopelicula en la solucion de nutrientes
dando como resultado un gradiente de concentracion, en el que la concentracion del inductor es menor mas cerca
del sustrato y mayor mas lejos del sustrato y suficientemente alta para inducir la expresion de productos recombinan-
tes.

El producto recombinante se puede recoger en el permeado en el primer lado si es secretado por los microorganis-
mos o se puede cosechar en la biopelicula si es retenido intracelularmente por los microorganismos.

El inductor puede ser cualquier inductor adecuado, tal como isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG) (0,1-1 mM), metanol
(0,5 - 1,5%) o acidos organicos producidos por el microorganismo que interaccionan con el promotor especifico con
el que esta modificado por ingenieria genética el sistema de expresion recombinante. La concentracion del inductor
se puede variar con el fin de optimizar la expresion de productos proteinicos correctamente plegados solubles.

El método puede incluir poner en contacto la biopelicula con un gas. El gas puede ser inyectado en una superficie
exterior de la biopelicula arrastrando con ello las esporas y células muertas de los microorganismos, asi como elimi-
nando la solucién de nutrientes agotada que puede contener el producto secretado. El gas puede proporcionar oxi-
geno para el metabolismo. El gas puede ser aire.

Los microorganismos pueden ser un cultivo sustancialmente puro de una cepa de un microorganismo o un cultivo
mixto de diferentes microorganismos. Los microorganismos se pueden seleccionar del grupo que consiste en Asper-
gillus sp., Trichoderma sp., Mucor sp., Pichia sp., Fusarium sp., Neurospora sp., Penicillium sp., Streptomyces sp.,
Chrysosporium lucknowense y Mortierella alpinis.

El método de produccién del producto recombinante se puede realizar a una temperatura en el intervalo entre la de
crecimiento y la de formacion del producto de los microorganismos. El método de produccién del producto recombi-
nante se puede realizar a una temperatura de 2 - 109°C, preferiblemente 20 - 40°C, por ejemplo 30°C.

El método de produccion del producto recombinante se puede realizar a un pH inicial en el intervalo entre el de cre-
cimiento y el de la formacion del producto de los microorganismos. El método de produccion del producto recombi-
nante se puede realizar a un pH inicial de 1 - 13, preferiblemente 4 - 8, por ejemplo 7.

El método de produccion del producto recombinante se puede realizar durante un periodo suficientemente largo para
que la biopelicula o el cultivo permanezcan viables y productivos y no demasiado densos que evite el flujo de pro-
ducto a través de la membrana. El método de produccién del producto recombinante se puede realizar durante un
periodo de 2 - 60 dias, preferiblemente 2 - 30 dias, por ejemplo 25 dias.

El producto recombinante puede ser producido intracelular o extracelularmente por los microorganismos. El producto
recombinante se puede recoger en el primer lado si es secretado por los microorganismos o se puede cosechar en
la biopelicula si es retenido intracelularmente por los microorganismos. Los metabolitos intracelulares pueden ser
retenidos en el citoplasma o secretados al espacio periplasmico y extraidos usando procedimientos de lisis celular o
permeabilizacion celular, tal como choque osmético.

La solucion de nutrientes se puede hacer pasar a través de la biopelicula y el sustrato a un caudal que sea suficiente
para retener e inmovilizar el microorganismo manteniendo mientras un gradiente de nutrientes a través de la biopeli-
cula. Los caudales pueden diferir dependiendo del contenido en nutrientes de la solucién de nutrientes y/o del tipo
de microorganismo cultivado. Los caudales pueden variar entre 0,001 - 10 volimenes de solucién de nutrientes por
volumen de reactor por hora.

El espesor de la biopelicula puede depender del contenido en nutrientes de la solucion de nutrientes y del tipo de
microorganismo cultivado. La biopelicula puede tener un espesor de 0,1 - 10 mm y debe estar limitado de modo que
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la transferencia 6ptima de masa de oxigeno entre el aire humidificado y la biopelicula se mantenga en un intervalo
adecuado para que la biopelicula o el cultivo permanezca viable y productivo.

También se describe en la presente memoria un aparato para producir un producto recombinante en condiciones
aireadas, que incluye:

al menos un sustrato poroso que tiene un primer lado y un segundo lado; y

una disposicién de alimentacién para suministrar una solucién de nutrientes en condiciones aireadas en contacto
con los microorganismos que llega a unirse y formar, durante su uso, una biopelicula sobre el primer lado del sustra-
to, estando operativa la disposicion de alimentacién para hacer que la solucion de nutrientes fluya a través del sus-
trato y la biopelicula en direccién desde su segundo lado hasta su primer lado a una velocidad suficientemente baja
para que se establezca un gradiente de nutrientes a través de la biopelicula en el que la concentracién de nutrientes
es mayor mas cerca del sustrato y suficientemente alta para mantener el crecimiento primario de los microorganis-
mos y en el que la concentraciéon de nutrientes es menor mas lejos del sustrato y suficientemente baja para entrar y
mantener una fase estacionaria de los microorganismos, siendo inducidos los microorganismos para producir un
producto recombinante. La induccién también puede ocurrir por la acumulacion de metabolitos primarios o secunda-
rios dentro de la biopelicula, de tal modo que son llevados a través de la biopelicula en la solucion de nutrientes
dando como resultado un gradiente de concentracion en el que la concentracion del inductor es menor mas cerca
del sustrato y mayor mas lejos del sustrato y suficientemente alta para inducir la expresion por el organismo de al
menos un producto recombinante.

La disposicion de alimentacion puede incluir al menos una fuente mecanica, tal como una bomba, y una fuente neu-
matica, tal como aire comprimido, para alimentar la solucidon de nutrientes en contacto con el sustrato en el segundo
lado y hacer que la solucién de nutrientes fluya a través del sustrato y la biopelicula hasta el primer lado.

El aparato incluye una fuente neumatica, tal como aire comprimido suministrado en el primer lado que puede fluir y
ser dirigido en contacto con la parte exterior de la biopelicula. El gas debe incluir oxigeno para el crecimiento y me-
tabolismo y se puede usar también para arrastrar esporas y células muertas del microorganismo y para separar el
permeado que puede contener el producto secretado.

El aparato puede incluir medios de recogida de producto para recoger el gas y el permeado, que puede contener
producto, en el primer lado de la biopelicula. Los medios de recogida de producto pueden incluir también una salida
gue incluye medios creadores de contrapresion tal como, aunque sin limitacién, una restriccibn mecanica, que se
puede usar para regular la presion del gas en el primer lado alterando con ello la transferencia de oxigeno del gas a
la biopelicula bajo la contrapresion aplicada resultante.

El sustrato puede comprender una membrana porosa que tenga aberturas suficientemente grandes para permitir el
flujo de la solucion de nutrientes a su través, pero que dichas aberturas sean suficientemente pequefias para evitar
el paso o crecimiento a su través de células de microorganismos. La configuracién exacta de la membrana puede
variar mucho. En realizaciones particulares, la membrana puede tener la forma de una membrana de fibras huecas,
una membrana capilar o puede tener una configuracion tubular o de lamina plana.

El aparato puede incluir un alojamiento para el sustrato, estando el alojamiento separado del sustrato. El alojamiento
puede incluir una entrada para la solucién de nutrientes, una entrada para la solucion del gas y una salida para des-
cargar el permeado del alojamiento.

Salvo definicién contraria, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el mismo
significado que el aplicado usualmente por los expertos en la técnica a la que pertenece la invencién. En caso de
conflicto, el presente documento, incluyendo las definiciones, ignorara los términos entendidos usualmente por los
expertos en la técnica. A continuacion se describen los métodos y aparatos preferidos, aunque en la practica o reali-
zacion de la presente invencion se pueden usar métodos y aparatos similares o equivalentes a los descritos en la
presente memoria. Todas las publicaciones, solicitudes de patentes, patentes y otras referencias mencionadas en la
presente memoria se incorporan como referencia en su totalidad. Los métodos, aparatos y ejemplos descritos en la
presente memoria tienen solo fines ilustrativos y no se pretende que sean limitativos.

Breve descripcion de los dibujos

A continuacion se describen otras caracteristicas de la invencién como ejemplo no limitativo de dicha invencion, con
referencia a los dibujos esquematicos que se acompafian para su ilustracién. En los dibujos:

La Figura 1 muestra una vista esquematica en alzado lateral de un aparato de acuerdo con el método de la inven-
cion;

La Figura 2 muestra una vista en planta en corte esquematica del sustrato poroso y la biopelicula, cortes I, Il y 1l
suministrados con nutrientes desde el segundo lado hasta el primer lado y oxigeno suministrado en el primer lado,
de tal modo que se establezca un gradiente de nutrientes a través de la biopelicula que sea el mayor en el segundo
lado y el menor en el primer lado, y que se establezca un gradiente de oxigeno que sea el mayor en el primer lado y
el menor en el segundo lado;
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La Figura 3 muestra una vista esquematica de una pluralidad de bio-reactores de membranas de una sola fibra que
forman una realizacion efectuada a mayor escala del aparato usado en la invencion.

Breve descripcion de la realizacién preferida

Con referencia a las Figuras 1 a 2 de los dibujos, se designa generalmente por el nimero de referencia 10 a un
aparato para producir una proteina recombinante en condiciones aireadas, de acuerdo con el método de la inven-
cion. El aparato esta en forma de un bio-reactor 10 mostrado en la Figura 1 de los dibujos a escala de laboratorio,
sin embargo, se apreciara que los principios aplicados en el bio-reactor 10 se pueden aplicar en una realizacion
comercial o a mayor escala.

El bio-reactor 10 incluye una membrana capilar ceramica de fibra hueca 12, estando los extremos de la membrana
acoplados en inserciones de plastico 14, 16 con resina epoxi 18. El alojamiento o carcasa del reactor 20 de vidrio
esta dispuesto coaxialmente con la membrana capilar 12 y esta provisto de tapas 22 and 23 en los extremos que
estan ensartadas en el alojamiento de vidrio 20. El alojamiento 20 incluye una entrada de aire 26 para introducir
oxigeno en el espacio 24 entre la membrana capilar 12 y el alojamiento 20, una entrada de inoculacion 25 para in-
troducir un indculo en el espacio 24 entre el alojamiento 20 para su fijacion a la membrana 12. El alojamiento incluye
ademas una salida para el permeado y el aire, 27, para descargar la solucién de alimentacion y hacer fluir aire desde
el alojamiento.

Durante su uso, se establece una biopelicula 32 sobre una superficie externa 30 de la membrana capilar 12. Esto se
consigue introduciendo una espora o inéculo vegetativo del microorganismo deseado en el espacio 24 entre la su-
perficie de la membrana 30 y el alojamiento de vidrio 20 en el primer lado y filtrando el inéculo por la membrana
capilar 12 desde la superficie externa 30 hacia el lumen de la membrana 34 en el segundo lado, y drenando el per-
meado del lumen 34 a través de la salida 29. Por tanto, el lumen 34 esta en comunicacion de flujo con la salida 29.
El inéculo es por consiguiente inmovilizado sobre la superficie de la membrana 30. La membrana 12 tiene una piel
porosa relativamente delgada 36 en el interior y una estructura de huecos externamente despellejados, porosa y
relativamente grande 38 radial externamente desde la piel 36. Tipicamente, la membrana 12 tiene un diametro exte-
rior de aproximadamente 2 mm.

Durante la operacion, se introduce una solucion apropiada de nutrientes para el microorganismo en el alojamiento
por la entrada del medio 28. La solucién de nutrientes se hace fluir a través de la membrana 12 en direccién desde
el segundo lado o lumen de la membrana 34 hasta el primer lado o su superficie exterior 30. El aire es desplazado
del lumen de la membrana 34 o segundo lado por la salida del medio 29 que esta cerrada durante la operacion para
facilitar la permeacion de la alimentacion de nutrientes desde el lado del lumen, a través de la pared de la membrana
capilar 36 y 38, hasta el espacio 24 entre la superficie de la membrana 30 y el alojamiento de vidrio 20.

En la Figura 3, se ilustran una pluralidad de bio-reactores 10. Un suministro de aire comprimido, indicado con el
numero de referencia 40, esta conectado por medio de dos valvulas reguladoras 42 a dos filtros 44 de 0,22 um. Se
dispone un vaso para humidificacién 46 y se mide la presion por medio de los mandmetros 48. Los recipientes ceba-
dores 50 y los recipientes suministradores del medio 52 se muestran conectados a los bio-reactores 10. Los
recipientes de recogida del permeado 54 estan conectados a filtros de ventilacion 56 y a reguladores de flujo 58.

Con referencia a la Figura 3, la tuberia al recipiente de recogida del permeado 54 esta cerrada mecanicamente por
medio de una pinza 60 antes de que el microorganismo sea introducido directamente en el espacio entre la superfi-
cie de la membrana y el alojamiento de vidrio de cada bio-reactor 10 en una entrada de inoculacién 62, de tal forma
que el espacio entre la superficie de la membrana y el alojamiento de vidrio se llene de in6culo. La entrada de inocu-
lacion 62 esta cerrada mecanicamente con la pinza 60 y el indculo esta inmovilizado sobre la superficie de la mem-
brana bajo presion, suministrada por el compresor 40 a través de la tuberia B. La presiéon de aire comprimido es
controlada por la valvula reguladora de la presion 42 y monitorizada por el manémetro 48. Las piezas en forma de T
64 distribuyen uniformemente la presion entre los diversos bio-reactores 10. El aire presurizado procedente de la
tuberia B se esteriliza haciendo pasar el gas a través del filtro 44 de 0,22 um y a continuacién se humidifica burbu-
jeando la corriente de aire a través de agua destilada estéril en un recipiente para humidificacion 66 antes de que
entre en el bio-reactor 10, con el fin de evitar la desecacion del microorganismo y mejorar la tasa de transferencia de
oxigeno entre la corriente de aire y la biopelicula. El filtrado de inoculacién se recoge en el lado del lumen en el reci-
piente cebador 50. Una vez llena se abre la tuberia que va hasta el recipiente de recogida del permeado 54 y se
ajustan la presion de aire y el caudal de aire de la tuberia B en la salida de aire del recipiente de recogida del per-
meado 54 usando el regulador de flujo 58.

Durante la operacion, se suministra solucién de nutrientes desde el recipiente de suministro de medio 52 bajo la
presiéon suministrada por el compresor 40 a través de la tuberia A. La presion de aire comprimido es controlada por
la valvula reguladora de presién 42 y monitorizada usando un manémetro 48. Las piezas en forma de T 64 distribu-
yen uniformemente la presion entre los diversos bio-reactores 10. El aire presurizado procedente de la tuberia A se
esteriliza pasando el gas a través del filtro 44 de 0,22 pm. La solucion de nutrientes se alimenta neumaticamente
desde el recipiente de suministro de medio 52 al lumen de la membrana capilar, desplazando el aire del lumen en el
recipiente cebador 50. Durante la operacion, la tuberia que va hasta el recipiente cebador 50 esta cerrada mecani-
camente con las pinzas 60. El caudal al que la solucién de nutrientes se suministra desde el lumen de la membrana
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en el segundo lado hasta la biopelicula inmovilizada sobre la superficie de la membrana en el primer lado se deter-
mina por la diferencia de presién entre el suministro de aire comprimido de la tuberia B y el suministro de aire com-
primido de la tuberia A. El permeado se puede retirar a intervalos del recipiente de recogida de permeado 54 a tra-
vés de un orificio de toma de muestras 68.

Es fundamental para la produccion de proteinas recombinantes la regulacion de la expresion génica por moléculas
gue reprimen o inducen la expresién génica actuando sobre un elemento promotor que controla la expresion del gen
extrafio. Ademas de los inductores mejor conocidos, tales como IPTG y metanol, nutrientes tales como carbono o
nitrégeno pueden servir para sub-regular (reprimir) o sobre-regular (inducir) la expresién de un producto recombinan-
te. Por agotamiento de los nutrientes se puede des-reprimir y/o inducir el elemento promotor, iniciando asi la expre-
sion génica y la produccién de proteinas recombinantes. Esto se consigue con el bio-reactor con biopelicula inmovi-
lizada con membranas 10 por la produccién de gradientes radiales de concentraciéon de nutrientes a través de la
biopelicula 32. Como resultado, la concentracion de nutrientes en la interfase membrana/biopelicula es alta, mien-
tras que la concentraciéon de nutrientes en la superficie exterior expuesta de la biopelicula 32 es baja. En la Figura 2
de los dibujos, con fines de ilustracion, un gréafico representa el nivel de concentracion de nutrientes C (eje y) frente a
la distancia desde la superficie de la membrana (eje x), mientras que las zonas de concentracion de nutrientes des-
de valores altos a bajos se designan con los numeros de referencia | a lll, respectivamente. En la zona | la concen-
tracion de nutrientes es suficientemente alta para mantener el crecimiento primario de los microorganismos, en la
zona |l la concentracion de nutrientes es suficientemente baja para provocar el agotamiento de los nutrientes que
estresa a los microorganismos induciendo y manteniendo por ello una fase estacionaria de los microorganismos,
mientras que en la zona Ill se puede agotar la concentraciéon de nutrientes dando como resultado la muerte y lisis
celular.

Debido a la toxicidad de muchos productos recombinantes y a las altas densidades celulares requeridas para au-
mentar la productividad, la mayoria de los sistemas de expresion han sido modificados por ingenieria genética para
producir productos recombinantes durante el crecimiento en fase estacionaria por auto-induccion o por la adicién de
un inductor durante el crecimiento en fase estacionaria. La auto-induccion puede resultar de:

1) los gradientes de nutrientes descritos en la presente memoria; o

2) que la concentracion de producto residual metabdlico aumente a medida que la solucién de nutrientes
perfunda la biopelicula, lo que puede inducir también la formacién de productos en cultivos en los que la
acumulacion de residuos metabdlicos induce la formacion de productos; y

3) esto podria dar también como resultado la produccion de un metabolito secundario que induzca la pro-
duccion de un producto recombinante. Se apreciard que después del establecimiento del gradiente de nu-
trientes, la formacién de productos también puede ser inducida por la alteracién del pH como resultado de
una acumulacién de acido organico.

En esta invencion pueden mantenerse condiciones éptimas para la expresion limitando mientras la exposicion del
hospedante recombinante a productos téxicos. Cuando funciona el bio-reactor, permite la produccién prolongada de
proteinas recombinantes y a medida que es retenida la biomasa, permite la recuperacion de un producto libre de
biomasa de pureza relativamente alta. Ademas, se reducen la degradacién y descomposicion de productos recombi-
nantes por enzimas proteoliticas por medio de la retirada continua del producto.

En un hospedante recombinante en el que la expresion esta auto-regulada por condiciones de los nutrientes o pro-
ductos metabdlicos producidos por el organismo hospedante propiamente dicho, la produccién de proteinas recom-
binantes se puede mantener en la zona I, por ejemplo la produccién de xilanasa en Aspergillus niger bajo el control
del promotor de gliceraldehido-6-fosfato-deshidrogenasa (gpd) (Rose and van Zyl, 2002).

En un hospedante recombinante en el que la expresion esta regulada por un compuesto quimico sintético o biosinté-
tico, la produccion de proteinas recombinantes puede ser inducida a través de la biopelicula en ausencia de un in-
hibidor o la produccién de proteinas recombinantes puede ser mantenida en la zona Il donde dicho inhibidor puede
ser metabolizado por el microorganismo, por ejemplo la producciéon recombinante en Pichia pastoris bajo el control
del promotor de AOX es inducida por metanol en condiciones limitantes de carbono. En este sistema de expresion,
la albumina es un producto secretado y la B-galactosidasa es un producto intracelular.

Se apreciara que la regulacion de la produccion de proteinas recombinantes es un sistema hospedante y de expre-
sion especifico y que los medios por los que se consigue la produccion de proteinas recombinantes dentro de la
biopelicula inmovilizada pueden diferir, aunque siempre incorporando las caracteristicas esenciales de los gradien-
tes de nutrientes, metabolitos y/o inductores descritos en la presente memoria.

También se apreciard que la configuracion exacta del bio-reactor y del régimen de flujo de fluidos pueden variar
mucho, aunque siempre incorporando las caracteristicas esenciales definidas anteriormente en la presente memoria.

En la patente de EE.UU. 5945002 y la solicitud de patente europea EP-A-1907542 se describen métodos de produc-
cién de metabolitos secundarios.
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Ejemplo 1
Sistema de expresion en Aspergillus niger

Habitualmente se ha usado Aspergillus niger como hospedante de expresion fungica usando una variedad de vecto-
res de expresion. En este ejemplo se usé A. niger modificado por ingenieria genética para expresar constitutivamen-
te el gen de la B-1,4-xilanasa (xyn2) de Trichoderma reesei bajo el control transcripcional del promotor de la gliceral-
dehido-6-fosfato-deshidrogenasa (gpd) de A. niger (Rose and van Zyle, 2002) para demonstrar la produccién conti-
nua de xilanasa recombinante por este transformante estable de alto rendimiento usando el aparato descrito en la
presente memoria.

Cepa y condiciones del cultivo

La cepa recombinante Aspergillus niger D15 que contenia el gen de la xilanasa Il (xyn2) de Trichoderma reesei inte-
grado en su genoma fungico fue proporcionada por el Prof. W. H. van Zyl, Dept. of Microbiology, University of Ste-
llenbosch, South Africa (Rose and van Zyl, 2002).

El Aspergillus productor de xilanasa se cultivd en melazas al 20% (v/v), 1 vez en el medio definido (Punt and van den
Hondel, 1992), 2 veces en el medio definido (Punt and van den Hondel, 1992) o en el medio minimo (Record et al.
2002).

Puesta a punto del bio-reactor

Se configuraron bio-reactores de una sola membrana de fibras como se ilustra en la Figura 3. Se hicieron funcionar
cuatro bancadas de cuatro médulos de bio-reactores, cada bancada con diferentes condiciones de nutrientes. Los
bio-reactores se esterilizaron en autoclave y se pusieron a punto para un funcionamiento aerobio de acuerdo con los
métodos de funcionamiento estandares (abreviadamente SOP, por la expresion inglesa Standard Operating Proce-
dures). Se distribuyd asépticamente medio de crecimiento estéril en cada uno de los recipientes de suministro de
medio antes del comienzo del experimento.

Inoculacién

Todos los bio-reactores se inocularon con 1 mL de suspension de esporas generada por nueva puesta en suspen-
sion de esporas a partir de una sola placa de agar-agar en 20 mL de agua destilada estéril. El in6culo se inyecté
asépticamente y directamente en el espacio extracapilar (abreviadamente ECS por la expresion inglesa ExtraCapilla-
ry Space) es decir, entre la superficie de la membrana y el alojamiento de vidrio de cada bio-reactor. La inmoviliza-
cion del inéculo sobre la superficie exterior de las membranas capilares se completé por flujo inverso, de acuerdo
con los SOP.

Funcionamiento

Los bio-reactores se hicieron funcionar en condiciones aerobias de acuerdo con los SOP. El oxigeno en la forma de
aire humidificado filtrado por un filtro de 0,22 pm se suministré desde un compresor usando una valvula reguladora
de la presion y monitorizado por un mandémetro. Se usaron pinzas Hoffman en la salida del aire de cada bio-reactor
para regular el flujo de aire y crear una contrapresion. La presién del aire dentro del ECS, es decir, el espacio entre
la superficie de la membrana y el alojamiento de vidrio en el primer lado se monitorizé usando un manémetro y se
mantuvo a 60 kPa y el caudal de aire a través del bio-reactor se ajusté a 1 volumen de aire por minuto por volumen
de reactor usando un rotametro.

El medio de crecimiento se suministré a cada uno de los recipientes de suministro de medio separado de los bio-
reactores usando aire comprimido filtrado por un filtro de 0,22 um usando una vélvula reguladora de la presién y
monitorizado por un mandémetro. El medio de crecimiento se aliment6 a la biopelicula desde el lumen o segundo lado
de las membranas capilares, a través de la pared de la membrana hasta el primer lado o superficie exterior de la
membrana capilar. El caudal medio desde el segundo lado hasta el primer lado fue regulado manualmente para
mantener una diferencia de presién positiva ajustada a través de la superficie de la membrana desde el lumen o
segundo lado hasta la superficie exterior de la membrana o primer lado del bio-reactor, controlando de este modo el
caudal de alimentacion de nutrientes (flujo) a la biopelicula. EI aumento del crecimiento en la biopelicula crea mayor
resistencia al flujo y por consiguiente se debe ajustar las presiones para mantener el flujo constante. En condiciones
de flujo 6ptimas el espesor de la biopelicula y el flujo se mantienen sustancialmente en equilibrio lo que facilita los
gradientes de nutrientes requeridos para la diferenciaciéon del microorganismo y la produccion continua de las protei-
nas recombinantes.

El permeado se recogid en recipientes de recogida de permeado y se tomaron muestras diariamente para posterio-
res andlisis. Se monitorizaron diariamente la tasa de acumulacién de permeado y el pH. Las muestras se conserva-
ron a -20°C para analisis posteriores.
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Desarrollo de la biopelicula

Se observaron la diferenciacién y la productividad del transformante A. niger D15 usando diferente medio de creci-
miento y diferentes espesor de la biopelicula.

El crecimiento de la biopelicula se desarroll6 rapidamente en el medio minimo (Record et al. 2002) mostrando un
crecimiento uniforme intensamente esporulante y pigmentado en negro tan pronto como el dia 3.

El cultivo 1 vez y 2 veces en el medio definido (Punt and van den Hondel, 1992) fue similar, con un espesor de la
biopelicula ligeramente mayor cuando se us6 2 veces en medio de crecimiento. El crecimiento fue mas lento que en
el medio definido y no demostré la misma pigmentacién oscura o esporulacion. La pigmentacion de la biopelicula era
de color crema moteado a pardo claro y oscuro, oscureciéndose a partir el dia 10 y esporulando a partir del dia 15.
El crecimiento en melazas fue pobre, mostrando solo un crecimiento de biopelicula difuso con pigmentacién oscura y
esporulacion oscura el dia 14.

Con referencia a la Tabla 1, los bio-reactores fueron cosechados después de 25 dias y para cada bio-reactor se
calcularon los pesos de células secas. Se obtuvieron cantidades significativamente mayores de biomasa usando el
cultivo de 2 veces en el medio definido. La cantidad de xilanasa producida por los bio-reactores durante un periodo
de 25 dias estaba fuertemente correlacionada con el rendimiento de la biomasa (r2 =0,92).

Tabla 1: Biomasa media producida en los hio-reactor es (n = 2) cultivados con diferentes medios de crec  i-
miento

Peso de células secas (g) Unidades de xilanasa por g de biomasa
Valor medio Desviacion Valor medio Desviacion tipica
tipica
Medio minimo 0,53 0,04 4843 3103
2 veces en el medio definido 1,71 0,08 4207 1095
Melazas al 20% 0,12 0,05 8282 3232
1 vez en el medio definido 0,66 0,05 5647 94

Productividad

La actividad enzimatica se cuantificé usando el ensayo de actividad de xilanasa con azo-xilano (madera de abedul)
de Megazyme. El método se realizé en tampdn de fosfato de sodio, pH 6,0 a 55°C. El pH y las temperaturas de
incubacién usados fueron descritos previamente como los 6ptimos para la xyn2 recombinante producida en Aspergi-
llus niger D15 (Rose and van Zyl, 1992). Se prepararon controles (blancos) separados para cada muestra debido a
diferencias en la composicion del medio entre los bio-reactores. Una unidad de actividad enzimatica se define como
la cantidad de enzima requerida para liberar un pumol de equivalentes del azlcar reductor D-xilosa a partir de arabi-
noxilano por minuto.

Con referencia a la Tabla 2, el medio de crecimiento definido mostré6 mayores rendimientos de produccion de xilana-
sa, doblando en el caso de 2 veces en el medio definido la productividad volumétrica de los bio-reactores en compa-
racion con 1 vez en el medio definido. Esto estaba correlacionado con la mayor cantidad de biomasa producida
cuando se us6 un medio de crecimiento mas concentrado (como antes). Los bio-reactores cultivados usando el
medio minimo mostrado fueron marginalmente menos productivos que los cultivados con 1 vez en el medio definido,
mientras que las melazas al 20% mantuvieron un mal crecimiento y produccién de xilanasa en los bio-reactores.
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Tabla 2. Produccion de xilanasa por los bio-reactore  s.

Bio-reactor Xilanasa Rendimiento espacio - tiempo Xilanasa
(Unidadesl/Litro) (Unidades/h por volumen del reactor en (Unidades)
Itrios)
Valor Valor Desvia- Valor Valor Desviaciéon | Durante periodos
maximo medio cion tipica maximo medio tipica de 25 dias

1 13,53 9,67 3,43 2,20 0,72 0,75 3498
2 5,55 7,81 3,65 1,09 0,31 0,34 1470
3 18,63 10,74 4,43 2,87 0,75 0,81 3621
4 17,86 10,02 4,35 4,30 0,90 1,18 4311
5 54,29 17,98 14,98 6,10 1,38 1,63 7042
6 33,88 16,83 12,14 8,68 1,63 2,20 8250
7 27,28 12,79 6,85 2,36 1,02 0,74 6059
8 31,98 12,76 7,53 2,92 1,17 0,73 6940
9 3,64 2,26 1,13 0,55 0,21 0,14 1135
10 4,40 2,31 1,24 0,44 0,17 0,12 898
11 3,23 2,06 1,02 0,30 0,18 0,13 965
12 4,30 1,97 1,47 0,58 0,14 0,15 713
13 21,99 12,38 6,00 1,11 0,65 0,36 3493
14 30,20 15,70 8,39 1,44 0,72 0,43 3993
15 22,76 13,51 6,19 1,28 0,74 0,42 4005
16 23,51 15,95 7,74 1,78 0,81 0,46 4231

Referencias:

1. Wang, L., Ridgway, D., Gu, T. and Moo-Young M. (2005) Bioprocessing strategies to improve heterologous protein
production in filamentous fungal fermentations. Biotech. Advances 23, pp. 115-129

2. Rose, S.H and van Zyl W.H. (2002) Constitutive expression of the Trichoderma reesei beta-1,4-xylanase gene
(xyn2) and the beta-1,4-endoglucanase gene (egl) in Aspergillus niger in molasses and defined glucose media. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 58, pp. 115-129.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir al menos un producto recombinante en condiciones aireadas, incluyendo dicho
método:

proporcionar un sustrato poroso que tiene un primer lado y un segundo lado y que tiene una biopelicula de
microorganismos unida al primero de sus lados, estando el sustrato configurado para permitir el paso a su través de
una solucion de nutrientes e impedir el paso a su través de células de microorganismos; y

hacer fluir una solucién de nutrientes a través del sustrato y la biopelicula en una direccion desde el segundo
de sus lados hasta el primero de sus lados en condiciones aireadas, en donde el caudal de la solucién de nutrientes
desde el segundo lado hasta el primer lado es 0,001 - 10 volumenes de solucién de nutrientes por volumen de bio-
reactor y por hora, proporcionando con ello un gradiente de nutrientes que tiene una diferencia de concentracion a
través de la biopelicula, en el que la concentracion de nutrientes es mayor mas cerca del sustrato para mantenien-
do con ello el crecimiento primario de los microorganismos y en el que la concentracién de nutrientes es menor mas
lejos del sustrato con lo cual se provoca que los microorganismos entren en una fase estacionaria y la mantengan,
siendo los microorganismos inducidos a producir el producto recombinante.

2. Un método de la reivindicacion 1, en donde los microorganismos se seleccionan del grupo que consiste en:
Aspergillus sp., Trichoderma sp., Mucor sp., Pichia sp., Fusarium sp., Neurospora sp., Penicillium sp., Streptomyces
sp., Chrysosporium lucknowense y Mortierella alpinis.

3. Un método de cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2, en donde el método se lleva a cabo durante un perio-
do de 2 - 60 dias.

4. Un método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la biopelicula tiene un espesor de 0,1 -
10 mm.

5. Un método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que incluye afadir una molécula inductora a la
solucién de nutrientes, de tal modo que el caudal de la solucion de nutrientes desde el segundo lado a través del
sustrato y la biopelicula hasta el primer lado lleva dicho inductor hasta los microorganismos con lo cual induce la
produccién de al menos un producto recombinante por los microorganismos y en donde el inductor es opcionalmente
un metabolito primario o secundario que se acumula dentro de la biopelicula, de tal modo que cuando el inductor es
llevado a través de la biopelicula en la solucién de nutrientes da como resultado un gradiente de concentracion, en el
gue la concentracion del inductor es menor mas cerca del sustrato y mayor mas lejos del sustrato induciendo con
ello la expresion de al menos un producto recombinante por el microorganismo.

6. Un método de la reivindicacion 7, en donde el inductor se selecciona de al menos uno de isopropil--D-
tiogalacésido (IPTG) (0,1 - 1 mM), metanol (0,5 - 1,5%) y acidos organicos producidos por el microorganismo.

7. Un método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el producto recombinante es producido
intracelularmente por los microorganismos.

8. Un método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el producto recombinante es producido
extracelularmente por los microorganismos.

9. Un método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que incluye poner en contacto la biopelicula con
un gas.
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