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Resumen

Las cutinasas son enzimas pertenecientes a la familia de las o/} hidrolasas que comparten
propiedades cataliticas con esterasas y lipasas. Son empleadas en areas como la industria
de alimentos, detergentes, produccion de biodiesel e hidrolisis de polimeros sintéticos;
estas son producidas por diversos microorganismos. Debido a su amplio uso, muchos
genes de cutinasas han sido expresados en sistemas de expresion heterdlogos, como es
el caso de P. pastoris; ya que de manera general en estos sistemas se genera una mayor

produccion de proteinas.

En el presente estudio se evaluaron el efecto del inductor (metanol) y del tamafo de
in6culo, sobre la producciéon de proteina soluble, biomasa, actividad volumétrica, actividad
especifica y productividad de las enzimas recombinante ANCUT 1 CP y ANCUT 3 CP
(cutinasas de A. nidulans) clonadas mediante insercion de genes sintéticos empleando
codones de uso preferencial en la cepa P. pastoris KM71H (fenotipo Mut® de acuerdo a su
capacidad de metabolizar al metanol). Se confirmé la actividad de ambas cutinasas
realizando geles SDS-PAGE y zimogramas; en estos Ultimos se apreciaron diferentes
bandas con distinto peso molecular (en ambas cepas), esto se puede deber a la unién de
oligosacaridos a la proteina de interés, ya que P. pastoris puede realizar la O-glicosilacion
y N-glicosilacion. Posteriormente se determinaron las concentraciones Optimas de inductor
e inoculo. En el caso de la cepa KM71H ANCUT 1 CP se determind una concentracion de
inductor 6ptima de 0.5%; concentracién con la que se determiné que 0.5% era la cantidad
de in6culo 6ptimo, los valores obtenidos son 188+10 U/mL para la actividad volumétrica,
0.153+0.001 mg/mL para proteina total soluble, 1237+145 U/mg para la actividad
especifica y 3917+208 U/Lh para la productividad volumétrica. En el caso de la cepa
KM71H ANCUT 3 CP la concentracion optima de inductor fue de 1.5%, y 2.0% para el
indculo, obteniéndose una actividad volumétrica de 189+6 U/mL, 0.147+0.002 mg/mL de
proteina total soluble, 1281+36 U/mg de actividad especifica y 3938+125 U/Lh de

productividad.

Los resultados se compararon con los obtenidos en la cepa X33, fenotipo Mut® (fenotipo
silvestre de acuerdo al metabolismo del metanol). De manera general se determino en la

cepa X33, ya sea CP o0 no, se obtienen mejores resultados en el caso de la expresion de
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las cutinasas en comparacion con las cepas KM71H CP. Por otro lado comparando geles
los zimogramas de los fenotipos Mut® y Mut®, se observa que tanto para la ANCUT 1CP
como para la ANCUT 3 CP se aprecian diferentes perfiles de bandas con actividad, esto se
puede deber a los tipos de glicosilaciones que realiza P. pastoris dependen del fenotipo de

esta y de la proteina en asi.

Por otro lado, comparando a ANCUT 1 CP producida en KM71H respecto a ANCUT 3 CP
producida en KM71H, se observo que la produccion de ANCUT3 CP es mayor que la de

ANCUT 1 CP, considerando las condiciones 6ptimas de cada una.
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Introduccién

Las cutinasas son enzimas cuya funcion bioldgica es la degradacion de la cutina en
plantas. Industrialmente, son empleadas en diversas areas como la industria de alimentos,
detergentes, produccién de biodiesel y la degradacion polimeros sintéticos (Dutta et al.,
2009). La obtencién de este tipo de enzimas se puede realizar a partir tanto de
microorganismos nativos, por ejemplo F. culmorum (Canavati et al., 2016), A. oryzae y A.
nidulans, como de microorganismos recombinantes, como es el caso de Escherichia coli
KH 802, en donde se clond y secuencio el gen en de cutinasa de Fusarium solani f. pisi.
(Dutta et al., 2009). Un medio para obtener este tipo de enzimas es el empleo de Pichia
pastoris como microrganismo hospedero, ya que se ha empleado para la sintesis de
proteinas heterélogas, a partir del promotor de la enzima alcohol oxidasa (AOX), enzima
gue se requiere en el metabolismo de metanol y so6lo se produce cuando la levadura crece
en presencia de este alcohol como fuente de carbono. Dependiendo de como se lleve a

cabo el metabolismo del metanol, se tendran 3 fenotipos diferentes: Mut", Mut® y Mut’,

Una de las ventajas que ofrece esta levadura es que el medio de crecimiento resulta
econdémico y puede formularse libre de toxinas (Cregg et al., 1993); ademas de que es util
para el escalamiento en la produccién de proteinas heterélogas en diferentes tipos de
biorreactores (Baumgartner et al., 2003). Sin embargo, se tiene que considerar el empleo
de una estrategia adecuada cuando se desean obtener altos niveles de produccion; en
esta se tiene que tomar en cuenta aquellos factores que influyen tanto en el metabolismo
de la levadura como en la produccién de proteinas heterdlogas tales como la densidad
celular al inicio de la induccién, la concentracion de metanol en el medio de cultivo, el

fenotipo empleado, el pH del medio de cultivo entre otros (Serrano-Rivero et al., 2016).
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Planteamiento del problema

La concentracion de metanol en cultivos que emplean a P. pastoris como sistema de
expresion es uno de los parametros mas relevantes que influye en la produccion de la
proteina recombinante, pues se usa como inductor en su produccion y en niveles bajos
pueden no ser suficiente para iniciar la transcripciéon de AOX, mientras que niveles altos
pueden ser toxicos para las células, por lo que es importante y de suma relevancia
determinar la concentracion que resulta idonea para generar este tipo de proteinas. Asi
mismo la densidad celular al inicio de la induccion resulta ser otro factor clave ya que un
cultivo con alta densidad celular puede conducir a una lisis de un porcentaje de células,
generando asi una produccién deficiente de la proteina heterdloga; este mismo

comportamiento se puede producir cuando se tiene una deficiencia de biomasa.

Debido a las aplicaciones potenciales que ofrecen las cutinasas, su produccién es de
interés y considerando que las cepas Mut® (KM71H), al contar solamente con el promotor
AOX2 requieren de una menor cantidad de metanol en su metabolismo para la produccion
de proteinas heterélogas en comparacion a las cepas Mut'(X33), se considera que su
empleo reduciria costos de operacion, siendo viables para una posible produccion

industrial.

Por otro lado, el empleo y comparacion de diferentes fenotipos de Pichia pastoris,
referentes al metabolismo del metanol, como sistemas de expresion para la produccién de
proteinas recombinantes es un tema poco explorado en el que se encuentran resultados
diferentes entre una cepa y otra. Por ejemplo, Pedro et al., (2015) evaluaron el empleo de
una cepa Mut* (X33) y una cepa Mut® (KM71H) en la biosintesis de hMBCOMT (una
catecol-O-metiltransferasa) recombinante, obtenido resultados de productividad mas
favorables para la cepa X33. Por otro lado, Ping et al., (2016) realizaron la comparacion de
las condiciones optimizadas para la expresion de hTopol (ADN humano topoisomerasa )
en cepas KM71H (Mut®) y X33 (Mut") de P. pastoris, concluyendo que la cepa Mut®
(KM71H) expres0 y secretd un mayor nivel de hTopol expresado como proteina heterdloga
en presencia de metanol en comparacion con el Mut® (X33).
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Hipotesis

Se espera que en el medio que tenga la menor concentracion de metanol y mayor
concentracion de inoculo se produzca la mayor cantidad de enzima para las cepas de
Pichia pastoris KM71H CP que expresan las enzimas recombinantes ANCUT 1 y ANCUT

3.
Objetivos

Objetivo general

Determinar las condiciones éptimas de produccién de cutinasas en el modelo de expresién
heter6logo de P. pastoris (KM71H), mediante la evaluacion del efecto de diferentes
concentraciones de metanol e inéculo sobre la produccion de biomasa, proteina, actividad
volumeétrica, y actividad especifica para las enzimas recombinantes ANCUT 1 CP y ANCUT
3 CP.

Objetivos especificos

e Evidenciar la presencia de las proteinas recombinantes por medio de geles
SDS-PAGE, en las cepas KM71H ANCUT 1 CP y KM71H ANCUT 3 CP.

e Determinar la concentraciébn de inductor 6ptima para la produccién de
cutinasas ANCUT 1 CP y ANCUT 3 CP en las cepas KM71H ANCUT 1 CP y
KM71H ANCUT 3 CP.

e Determinar la concentracién de inéculo de las cepas KM71H ANCUT 1 CP y
KM71H ANCUT 3 CP o6ptima para la produccion de las cutinasas ANCUT 1
CP y ANCUT 3 CP.

e Comparar la produccibn de biomasa y la produccion de la cutinasa
recombinante ANCUT 1 CP respecto a la cutinasa recombinante ANCUT 3
CP expresadas en las cepas KM71H ANCUT 1 CP y KM71H ANCUT 3 CP
respectivamente.

e Comparar la produccion de biomasa y produccion de las cutinas
recombinantes expresadas en las cepas del fenotipo Mut® (KM71H) con

respecto a las expresadas en las cepas del fenotipo Mut+ (X33).
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1. Marco teoérico

1.1La cuticulay la cutina

Las partes aéreas de las plantas superiores, que incluyen hojas, tallos, flores y frutos,
estdn cubiertas completamente de una membrana continua lipidica extracelular
denominada cuticula, la cual estd compuesta por una cubierta superior de ceras
epicuticulares, seguida por otra capa inferior formada por cutina y ceras mezcladas con
sustancias de la pared celular, pectinas, celulosa y otros carbohidratos, los cuales

constituyen la capa cuticular (Figura 1) (Tafolla et al., 2013).

Ceras
epicuticulares

Cutina y ceras 2
infracuticulares 7 E

Pared celular -

’

Membrana 2
plasmdtica /
!

Figura 1. Ubicacion de la cuticula con respecto a las células epidérmicas y seccion trasversal de la
misma que muestra la posicion de los principales polimeros que la conforman (Tafolla et al., 2013).

Entre las principales funciones que cumple la cuticula en las plantas se encuentra la
reduccion de la pérdida de agua y difusion de gases, evita acumulacion de agua y polvo,

participa en las interacciones planta-insecto, controla los cambios de temperatura y provee

soporte mecanico.
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1.1.1 Estructura de la cutina

La cutina es el principal componente de la cuticula y se encuentra en una proporcion que
varia desde el 40 al 80 % del peso, segun la especie. Es considerada la primera barrera
con la que se encuentran los patégenos de las plantas en su camino hacia la penetracion
(Nikolaivits et al., 2018).

La cutina es un biopolimero heterogéneo constituido principalmente en acidos grasos
oxigenados (epoxilados e hidroxilados) de dieciséis y dieciocho carbonos los cuales se
encuentran formando enlaces tipo éster entre si, asi también como glicerol (Tafolla et al.,
2013). Los mondémeros de cutina tipicos de las clases C16 y C18 se muestran en la Tabla
1, sin embargo, también existen mondmeros menores presentes en la cutina los cuales

pueden ser acidos grasos, alcoholes grasos, aldehidos y cetonas.

Tabla 1. Estructuras de los principales monémeros de cutina. X =5,6,7,8;y=5,6,7,8, x+y=
13. (Modificada de Nawrath, 2002).

Familia de C16 Familia de C18
CHz-(CHz) 4~COOH CHz-(CH3)7-CH = CH -(CH,);-COOH
Acido palmitico Acido oleico
CHE-(CHEJI 4'|:DUH EHE‘(CHEJ?‘CH = CH ":CHE:':;‘!:DGH
|
OH OH

Acido 16-hidroxipalmitico Acido (9)-18-hidroxioleico

CHp~(CHa),~CH-(CHR),-COOH  SH2~(CH2)7=CH = TH =(CHZ)7-COOH
| |

OH OH OH OH OH

Acidos dihidroxipalimico Acido 9,10,18 trihidroxioctadecenoico

CHQ—(CHE}TCH - CH —(CH;_-}';.-—CDGH
I \D/
0OH

Acido 18-hidro6xi-9,10,-ep6xioctadecenoico
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La cutina es una de las barreras con la que se encuentran los microorganismos patdgenos
en su penetracion hacia la planta, por lo que muchos de estos microorganismos producen

a las cutinasas para realizar la degradacion enzimatica de la cuticula.

1.2 Cutinasas

Las cutinasas (E.C. 3.1.1.74) son aquellas enzimas encargadas en la naturaleza, de la
degradacion de la cutina. De manera general estan conformadas por alrededor de 197-200
residuos de aminoacidos y oscilan entre un peso molecular de 20 y 35 kDa (Chen et al.,
2010; Egmond y De Vlieg, 2000). Son serin-esterasas pertenecientes a la familia de las a/f3
hidrolasas, las cuales presentan una triada catalitica Ser-His-Asp (Figura 2). Estas enzimas
muestran propiedades cataliticas de esterasas y lipasas, ya que pueden hidrolizar ésteres
solubles, triacilgliceroles, fosfolipidos (Roussel et al., 2014) y polimeros insolubles
(Nikolaivits et al.,2018); ademas de las reacciones inversas de sintesis en medios con baja
actividad de agua (Castro et al.,2010). Sin embargo, a diferencia de las lipasas, las
cutinasas no presentan la tapa caracteristica de las lipasas que cubre su sitio activo, por lo
que la serina nucleofilica se encuentra expuesta al solvente. Esto no es una regla de todas
las cutinasas, ya que la cutinasa nativa Tr de Trichoderma reesi posee una tapa que cubre
Su sitio activo y requiere la presencia de detergentes para su actividad, como ocurre con

las lipasas (Roussel et al., 2014).

Figura 2. Estructuras de Fsp cutinasa (A) y la cutinasa de Thermobifida fusca. Se muestran los
residuos de la triada cataliticas en color magenta y los enlaces disulfuro (DS) en color amarillo. Los
circulos discontinuos de color turquesa marcan la hendidura de union del sustrato (Modificada de
Nikolaivits et al., 2018).
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1.2.1 Reacciones realizadas por las cutinasas

La principal reaccion que llevan a cabo las cutinasas es la hidrdlisis de la cutina; donde el
mecanismo de hidrolisis (Figura 3) se logra mediante una acilacion y desacilacion, incluida
la formacion de un intermediario covalente entre el grupo carbonilo del éster que se

hidroliza y la serina catalitica (Nikolaivits et al.,2018).

L
)

11
A
:

|

”~ 0 '
O=H. F\ 0 ( % 0
/ N/,\L)—H""‘O—( H—N \N—H O 4
- Ser Asp
Ser Asp
His His

o

0 “ N O—H-
( H=N"XN= - o ( " gl T o—4
2] )2_/ -

His His

Figura 3. Mecanismo propuesto para la hidrélisis de enlaces ésteres por parte de una cutinasa.
1. Enlazamiento del sustrato al sitio activo, 2. Formacién del primer intermediario tetraédrico,
3. Ataque del ion OH del agua sobre la acil-enzima y liberacion de la mitad alcohdlica del sustrato,

4. Desacilacion del complejo acil-enzima para reiniciar el ciclo catalitico. Modificado de Solis, 2013.

Por otra parte, entre las reacciones de sintesis que llevan a cabo las cutinasas se
encuentran la esterificacion (sintesis de un éster), transesterificaciéon (intercambio de la
posicion de acidos grasos, respecto a otra molécula), interesterificacion (intercambio de
posicion de acidos grasos dentro de la misma molécula) y alcohdlisis (reaccion de un
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triglicérido con alcohol para formar alquil ésteres y glicerol) (Figura 4). Sin embargo, la
actividad termodinamica del agua del medio de reaccidén es en gran parte responsable de
la determinacién del predominio de cada tipo de reaccion (Fontes et al., 2009); siendo las

reacciones de sintesis predominantes en medios con baja cantidad de agua.
Hidrolisis:
R]—q—DRz + H20 i RI""{'[:—DH + R,—OH
1

O

Esterificacion:

RI—C—GH + RZ—DH —_— Rl—C—DRz +HED
1 1

Transesterificacion:

R~C—0OR; + R3—C—OH —» R;—C—OR; + Rl—(.l“, —0OH
| I I |
O

a) Interesterificacion
Ri-C—OR; + Ry—C—OR; ——» R;—C—OR, + Rl—Cll—DR4
|
$ S 6

b) Alcohdlisis

R,—fIZ—DRz + Rs—0OH — R—C—OR; + Ry—OH
| |
0

Figura 4. Reacciones catalizadas por las cutinasas. Adaptado de Villenueve et al. (2000)

1.3.1 Microorganismos productores de cutinasas y propiedades de éstas.
Estas enzimas son producidas por diversos microorganismos fitopatdégenos, principalmente

hongos como es el caso de Thielavia terrestris, Cryptococcus magnus, Paraphoma sp.,

Aspergillus oryzae y Aspergillus nidulans. Muchos de los genes de las cutinasas fungales
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han sido expresados en hospederos eucariontes tal es el caso de P. pastoris y
Saccharomyces cerevisiae. Algunos ejemplos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Cutinasas conocidas aisladas de su organismo silvestre (WT) o0 expresadas en un

hospedero heterdlogo (Modificada de Nikolaivits et al., 2018).

Nombre Origen Hospedero Peso pH 6ptimo
molecular
(kDa)
Proveniente de hongos
F. solani Fusarium solani Pichia pastoris X33 20 8
cutinase
MFCUT1 Monilinia fructicola Pichia pastoris 22 -
THCUT1 Trichoderma Pichia pastoris 29 7.5-8.0
harzianum GS115
CUTABL1 Alternaria brassicicola  Pichia pastoris X33 24 7.0-9.0
AnCut5 Aspergillus niger Pichia pastoris X33 22.8 6.0
TtcutA Thielavia terrestres WT 25.3 4.0
PaE Pseudozyma antérctica S. cerevisiae 20.4 9.5
G. cingulata Glomerella cingulata Pichia pastoris X33 25 8.0
cutinase
Tr cutinase Trichoderma reesei Trichoderma reesei 23.8 6.0
ScCutl Sirococcus conigenus  Pichia pastoris X33 20 4.7-5.2
FoCutba Fusarium oxysporum E. coli BL21 (DE3) 23 8.0
Acutl-6hp Arxula adeninivorans A. adeninivorans 21.6 5.0
G1212
McCut Malbranchea Pichia pastoris 21.9 8.0
cinnamomea GS115
MtCUT Myceliophthora Pichia pastoris 23.4 8.5
thermophila KM71H
CutL1 Aspergillus oryzae WT 21.6 9.0
ANCUT2 Aspergillus nidulans WT 29 9.0
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Proveniente de bacterias

Tfu_0883 Thermobifida fusca E. coli BL21 29 8.0
Rosetta
(DE3) PlysS cells
Thc_Cutl Thermobifida E.coli BL21-Gold 29.4 8.0
cellulosilytica (DE3)
Cutl Thermobifida fusca E. coli BL21 (DE3) 30.1 8.0
Cut2 Thermobifida fusca E. coli BL21 (DE3) 29.6 8.0
Tcurl278 Thermomonospora E. coli TOP10 35 8.5
curvata
Tcur0390 Thermomonospora E. coli TOP10 35 8.5
curvata

Las cutinasas generalmente trabajan a un pH neutral o alcalino (7.0-9.5) como es el caso
de Tfu_0883, Cutl, Cut2, Tcurl278, Tcur0390, la cutinasa de F. solani, CutL1l, CUTABI],
PaE, la cutinasa de G. cingulata; sin embargo, existen algunas cutinasas, como AnCutb, la
cutinasa Tr y ScCutl, que trabajan a pH acidos (4.0-6.0). En general, las cutinasas de
origen bacteriano operan a temperaturas entre 50-60°C, mientras que las cutinasas de
origen fungal a temperaturas ente 40-45°C, esto puede deberse a que algunas de las
cutinasas de origen bacteriano provienen de bacterias termofilas, como es el caso de la

cutinasa Tfu_0883 de Thermobifida fusca y Thc_Cut2 de Thermobifida cellulosilytica.

1.2.3 Aplicaciones de las cutinasas

Los procesos biotecnoldgicos son una opcién interesante para diversos sectores ya que
presentan ventajas como un consumo bajo de energia, mayor rendimiento del proceso,
procesos de produccion mas baratos y baja generacion de residuos (Fontes et al., 2009).
Debido a las diversas reacciones que llevan a cabo las cutinasas y a sus propiedades
bioquimicas, éstas se consideran como enzimas versatiles ya que muestran propiedades
interesantes para las aplicaciones en productos y procesos industriales (Carvalho, 1998).
Algunas de estas aplicaciones se pueden observar en la Tabla 3. Son empleadas en
diversas areas como en la industria de alimentos, detergentes, produccion de biodiesel,

degradacion enzimatica de sustancias toxicas y polimeros sintéticos, asi como en
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agricultura (Dutta et al.,, 2009). Sin embargo, el uso potencial mas relevante de estas

enzimas, es la degradacion de polimeros sintéticos (Nikolaivits et al., 2018).

Tabla 3. Principales aplicaciones de las cutinasas.

Industria Empleo Ejemplo Fuente
Produccion de Modificacion en la Lipdlisis parcial de la Regado et al.
productos lacteos composicion estructural grasa de la leche de (2007)
basica de los aceites y cabra empleando la

grasas modificando los cutinasa de F. solani pisi.
triglicéridos mediante
diferentes maneras, como
la hidrogenacién, hidrolisis
(ruptura del enlace éster) e
interesterificacion.

Sintesis de Produccién de sabores Transesterificacion de Carvalho et
saborizantes y naturales por métodos acetato de butilo y al. (1996)
aromas enzimaticos. hexanol, empleando la

cutinasa recombinante
de F. solani pisi,
obteniendo acetato de
hexilo, un éster de
cadena con notas a

pera.
Produccion de Modificacion de la Estudio de la Stamatis et
compuestos fendlicos | hidrofobicidad de derivados | esterificacion del acido al. (1999)
de los acidos benzoicos y ferdlico con 1-octanol
cinAmico con gue tienen en usando la cutinasa F.
su estructura un anillo solani.
benzoico con uno o mas
grupos hidroxilo y/o grupos
metoxilo junto con otro
grupo carboxilo (los cuales
tienen propiedades de
antioxidantes, anti
alergénicos,
antiinflamatorios,
antimicrobianos, antivirales,
y anti carcinogénicos) por
medio de la esterificacion
de con un alcohol graso.
Conservacion del Degradacion de insecticidas Degradacion del Kim et al.
medio ambiente / y pesticidas por medio de la | malatién empleando la (2005)
descontaminacion de hidrdlisis. cutinasa de F.
suelos y ecosistemas oxysporum
acudaticos
Industria textil Modificacion de la Modificacion de la Vertommen
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hidrofobicidad de la fibra de | superficie de tereftalato | et al. (2005)

poliéster a través de la de polietileno y poliéster,
hidrélisis de enlaces éster poliamida y acrilico Silva et al.
solo en la superficie de empleando la cutinasa (2005)
esta. de F. solani pisi
Degradacion de Degradacion de polimeros Degradacion del poli Bai et al.
polimeros insolubles por medio de la succinato de butileno (2018)
hidrdlisis. (PbS) y poli succinato de

hexileno (PHS) por la
cutinasa de F. solani.

Hidrolisis de Yang et al.
policaprolactona (PCL) (2018)
por una cutinasa de M.

thermophila (MtCUT)

Hidrolisis de restos de
PET en mezclas de Gamerith et
polimeros procedentes al. (2017)
de botellas comerciales,
por medio de la cutinasa
Thc_Cutl

Debido a las diversas aplicaciones que tienen este tipo de enzimas, su produccion es de
suma relevancia; por esto varios microorganismos han sido empleados como sistemas de
expresion de estas proteinas ya que permiten obtener mayores cantidades de éstas con
caracteristicas semejantes a las nativas mediante técnicas de ingenieria genética y cultivo
celular (ver Tabla 2). Uno de los sistemas de expresion mas empleados es P. pastoris. La
cutinasa de G. cingulata fue empleada por Diba et al. 2005 cuantificando la actividad de
esta, mientras que Wan et al., 2014 clon6 esta misma en P. pastoris cuantificando su
actividad; los resultados obtenidos por ambos autores indican que la cutinasa expresada
en P. pastoris tiene una actividad volumétrica 17x10°, veces mayor que la nativa. Ademas,
la produccion de las cutinasas de manera nativa resulta ser mas costosa, ya que de
requiere de cutina como inductor y la obtencién de esta requiere metodologias previas

como lo describe Lin et al., 1978.
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1.3 Pichia pastoris como sistema de produccién de enzimas heterélogas.

Esta levadura ha sido reconocida como uno de los hospederos mas importantes en la
industria para la produccién de proteinas heterdlogas. Esto se debe a que presenta
diversas capacidades, como crecer en medios definidos relativamente baratos
(compuestos por una fuente de carbono; ya sea metanol, glicerol o metanol, biotina, sales
y agua) (Serrano-Rivero et al.,, 2016). Por otra parte, presenta una alta eficacia de
secrecion de la proteina recombinante de interés, ya que secreta pequefias cantidades de
proteinas enddégenas al medio de cultivo, por lo que las proteinas heterélogas secretadas
al medio se encuentran parcialmente puras, lo que facilita su futura purificacion (Serrano-
Rivero et al., 2016). P. pastoris ofrece diversas ventajas en comparacion a otros sistemas
de expresion (eucarionte y procarionte), ya que se caracteriza por un adecuado
crecimiento, altos niveles de productividad de proteinas recombinantes, ausencia de
contaminacion por endotoxinas y bacteriéfagos, facil manipulacion genética por vectores
de expresion bien caracterizados, ausencia de patogenicidad en humanos, diversidad de
modificaciones post-traduccionales que incluyen plegamiento de polipéptidos, la formacion
de enlaces disulfuro, O- y N-glicosilacién, metilacion, acilacién, modificacion proteolitica
(Rabert et al., 2013, Zhiliang et al., 2018).

Por estas razones esta levadura es util para el escalamiento en la produccion de proteinas
heterdlogas en diferentes tipos de biorreactores (Baumgartner et al., 2003). Mas de 1000
proteinas heterdlogas han sido clonadas y expresadas en este sistema, entre las que se
encuentran la invertasa, la lisozima humana, el inhibidor de proteasas de Kunitz, el

precursor de la insulina y la albumina sérica (Serrano-Rivero et al., 2016).

En comparacion con otros sistemas de expresion, como es el caso de S. cerevisiae, P.
pastoris sintetiza cadenas de oligosacaridos de menor grado de polimerizacion, ademas de
que esta levadura es capaz de realizar la O-glicosilacion de tal manera que los
oligosacaridos se adicionan a la proteina secretada a partir de un residuo de manosa, que

luego es extendido por la adicion de a-1,2 manosa (Santos et al., 2008).

La expresion de cualquier gen exdgeno en P. pastoris requiere tres pasos basicos: (1) la
insercion del gen en un vector de expresion, (2) introduccién del vector de expresiéon en el

genoma de P. pastoris y (3) examen de posibles cepas de expresion para el producto de
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gen heterdlogo (Cereghino et al., 2000). Ahmad et al., 2014 establece que al momento de
disefiar estrategias para la clonacion y expresion de proteinas heterélogas en P. pastoris
se deben de considerar algunos puntos relevantes, como es el caso de la seleccion de la
cepa hospedera, del promotor a emplear, de un marcador de seleccion adecuado, la via de
secrecion de la proteina heterdloga, la integracibn gendmica dentro del casete de

expresion y principalmente una apropiada eleccion del vector de expresion (Figura 5).

Seleccion de cepa huésped E %’&

-Tipo silvestre
-Deficiente de proteasas
-Auxotrofica

£

Casete de expresion \
s \

-, | Integracion gendmica
\ -Simple/multicopia
-Recombinacion homologa

Via de secrecion

\ \\/ -Senales de secrecion
A . . . -
ro\ -Glicosilacion
Promotor: g % N- 6 O- enlace
-Constitutivo

Expresion de proteina intracelular | -Menbrana asociada a proteinas

% % -Procesamiento proteolitico

-Inducible

Marcador de seleccion:
-Resistencia a antibioticos
Auxotrofia

-Anclajes de superficie

Figura 5. Consideraciones generales para la expresion de genes heterdlogos en P. pastoris. Los
plasmidos de expresion que albergan los genes de interés (GOI) se linealizan antes de la
transformacion. Marcadores seleccionables (por ejemplo, Amp®) y el origen de replicacion (Ori). El
nivel de expresion de la proteina de interés puede depender de (I) el locus de integracién
cromosomica, que esta dirigido por las regiones homdlogas 5'y 3' (5'HR y 3'HR), y (Il) el nUmero de
copia del gen. Se muestra un par promotor representativo (P) y un terminador de la transcripcion
(TT). Las secuencias sefial adecuadas guiaran la proteina recombinante para la expresion
intracelular o secretora, y regiran la integracién o el anclaje de la membrana (adaptado de Ahmad
et al., 2014).
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1.3.1 Condiciones para la produccion de proteinas heterélogas en P. pastoris

Una estrategia adecuada en el cultivo de P. pastoris es esencial cuando se desean obtener
altos niveles de produccién de la proteina heterdloga, por lo que se deben tener en cuenta
los diversos factores que influyen en el metabolismo de la levadura y en la produccion de

dichas proteinas; estos factores principalmente son:
e Composicién y concentracidon de los componentes del medio de cultivo.
e La fuente de carbono.
e La fuente de nitrégeno.
e EIl pH del medio de cultivo.
e Latemperatura.

e Concentracion de oxigeno disuelto

Ademas de que necesita todo esto, existen factores que son determinantes en la
expresion de proteinas en sistemas como P. pastoris estos son la cantidad de biomasa al
momento de realizar la induccion, el fenotipo con el que se esté trabajando y la capacidad
de secrecion de la proteina heterdloga; otro factor a considerar es en donde se realiza la
produccién de la proteina recombinante ya que Santos et al., 2008, establecen que la
productividad de P. pastoris en matraces con agitacion es hasta 10 veces menor en
comparacién con cultivos efectuados en biorreactor, debido a que en este ultimo tipo de

cultivo se mantiene un ambiente controlado.

1.4 Metabolismo del metanol

P. pastoris es una levadura metilotréfica, por lo que puede utilizar compuestos reducidos
en carbono, como es el caso del metanol, como Unica fuente de carbono y energia (Santos
et al., 2008). Los genes que permiten que esta levadura sea capaz de utilizar el metanol

son AOX1 y AOX2, pertenecientes a la enzima alcohol oxidasa, inducidos por el metanol.
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El metabolismo del metanol requiere de rutas metabdlicas que implican varias enzimas
Gnicas. En un principio el metanol ingresa al interior de la célula mediante una difusion
facilitada y los productos resultantes del metabolismo del metanol son liberados al exterior
de la célula por medio de difusion pasiva (Santos, 2008); ademas se considera que todo el

metanol que ingresa a la célula pasa directamente al peroxisoma.

En la primera etapa en la ruta de utilizacion del metanol, la enzima alcohol oxidasa (Fig. 6-
1) realiza la oxidacion del metanol para generar formaldehido y el peroxido de hidrogeno,
cabe destacar que esta enzima se encuentra en el peroxisoma y que se requiere de
oxigeno en el medio para realizar esta reaccion. Respecto al perdxido de hidrégeno
formado, la catalasa (Fig. 6-2), que también se encuentra en el peroxisoma, lo degrada en
oxigeno y agua. Una parte del formaldehido generado sale del peroxisoma al citosol y otra
parte se queda en el peroxisoma, al formaldehido que sale al citosol se le adjunta una

molécula de glutation para proteger al formaldehido de la reaccién con radicales libres.

Por medio de la enzima formaldehido deshidrogenasa (Fig. 6-3) y NAD", el formaldehido
pasa a formato, liberando NADH, al grupo glutation (GSH) y formato; este dltimo se

transforma en CO; por medio de la formato deshidrogenasa (Fig. 6-4).

El formaldehido restante que se encuentra en el peroxisoma se asimila para formar
constituyentes de material celular por la via xilulosa monofosfato; esta ruta se inicia en el
interior de los peroxisomas Yy finaliza en el citoplasma. En un principio la dihidroxiacetona
sintasa (transquelatosa) (Fig. 6-5) realiza la transferencia del grupo glicolaldehido de la
xilulosa 5-fosfato (XU5P) al formaldehido, formando gliceraldehido fosfato (GAP) y
dihidroxiacetona (DHA), seguidamente el DHA entra al citosol y es fosforilada a través de
la enzima tioquinasa (Fig. 6-6), siendo también llamada dihidroxiacetona quinasa,
resultando en la dihidroxiacetona fosfato (DHAP). A continuacion, ocurre la condensacion
del DHAP con GAP formando una molécula de fructosa 1, 6 bifosfato (FBP) por medio de
la enzima fructosa 1,6 bifosfato aldolasa (Fig. 6-7); posteriormente a través de la catalisis
realizada por la enzima fructosa 1,6 bifosfatasa (Fig. 6-8) ocurre la formacion de una
molécula de fructosa 6-fosfato (FE6P).
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Figura 6. Ruta del metanol en Pichia pastoris. 1, alcohol oxidasa; 2, catalasa; 3, formaldehido
deshidrogenasa; 4, formato deshidrogenasa, 5, dihidroxiacetona sintasa 6, dihidroxiacetona
guinasa; 7, fructosa 1,6-bifosfato aldolasa 8, fructosa 1,6-bifosfatasa. Modificado de
Cereghino (2000).

1.4.1 Tipos de fenotipos de metabolismo del metanol en P. pastoris

De acuerdo con su capacidad de metabolizar el metanol, las cepas de P. pastoris se
pueden clasificar en los fenotipos Mut®, Mut® y Mut™ (Tabla 4). Las cepas que crecen en
metanol a la tasa de la cepa silvestre, corresponden al fenotipo Mut® portan los genes
AOX1 y AOX2. Sin embargo, hay otros dos tipos de cepas hospedero disponibles que
varian con respecto a su capacidad para utilizar metanol debido a eliminaciones de uno o
ambos genes AOX. Estas ultimas no requieren de las grandes cantidades de metanol
utilizadas habitualmente para cultivos a gran escala, como ocurre con la cepa Mut’, ya que
presentan una utilizacién lenta del metanol. En general, las cepas Mut® tienen eliminado
parcialmente alguno de los genes AOX, por ejemplo la cepa KM71H (aox1::ARG4), cuyo
gen aoxl se ha sustituido parcialmente con el gen arg4 (arginosuccinato liasa) de S.

cerevisiae y crece a una tasa mas lenta. Por otra parte, la cepa Mut™ es aquélla en la que
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se eliminaron ambos genes AOX y es totalmente incapaz crecer en metanol (Cereghino et

al., 2000).

Tabla 4. Cepas de P. pastoris utilizadas en la expresion de proteinas heterélogas (Modificada de

Serrano-Rivero et al., 2016)

CEPA GENOTIPO FENOTIPO CARACTERISTICAS
Y-11430 Silvestre Mut” Consumo alto de metanol
X33 Silvestre Mut” Consumo alto de metanol
GS115 his4 Mut®, His Consumo alto de metanol, auxétrofa a
histidina
KM71 his4, argdaox1::ARG4  Mut®, His’ Consumo bajo de metanol, auxétrofa a
histidina
KM71H aox1::ARG4 Mut®, His* Consumo bajo de metanol.
MC100-3 his4,argdaox1::SARG Mut, His Incapaz de consumir metanol, auxotrofa a
4, aox2::PHIS 4 histidina
SMD1 168 | pep4, his4 Mut+, His- Consumo de metanol alto, auxotrofa a
deficiente histidina, no
en proteasas produce proteinasa A
SMD1 165 | prbl, his4 Mut®, His’ Consumo de metanol alto, auxotrofa a
deficiente histidina, no produce proteinasa B
en proteasas
SMD1 163 pep4, prbl, his4 Mut®, His’ Consumo de metanol alto, auxoétrofa a
deficiente

en proteasas
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2. Antecedentes del grupo de trabajo

La cepa P. pastoris KM71H (aoxl::arg4) fue utilizada como sistema heterélogo de
expresion de las cutinasas ANCUT 1y ANCUT 3 de A. nidulans usando el vector pPICZa-A
(Sabido, 2018). Las secuencias codificantes de las cutinasas ANCUT 1 y ANCUT 3 se
disefiaron con los codones preferenciales de P. pastoris, y la secuencia nucleotidica
disefiada, sintetizada, clonada en el vector y secuenciada por la compafiia GenScript
(Piscataway, NJ). A continuacion, se presentan los plasmidos empleados y la secuencia

con los codones optimizados empleados.

Pmel (413)

pPICZa-A-ancut 3
4162 bp

pPICZa-A-ancut 1
4135 bp

c o\
o “or secretion s19"

EcoRI (1208) EcoRI (1208)

Q.
& l\ &

7 [
W o
s A0X1 terminato |y AP
Oter ()T -\

Netl (1800) ) i N 57

Figura 7. Diagrama de los vectores de expresion para P. pastoris. a) Esquema del plasmido
pPICZa-A-ancut 1. B) Esquema del plasmido pPICZa-A-ancut 3. Tomado de Sabido, 2018.
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Optimized 7 ATGANCCCARTTRAGATTGGATCARMGACARATCACTEGETAACGALTTGAGAGATEETTCT

Original 7 ATGAARTCCARTCCETCTCGATCARCGCCAGATCACGEEAAACGAGCTCCOGECEGACGETTCC
Optimized a7 TETCATGATGTTACTTITATT TTOGCTAGAGSTTCTACTGAGTTGEGETTACTIGEETTCT
Original &7 TECCACGATGTCACCTITATCTTCGCTOSTEGECTCTACTGAGC TIGEETACCTEGEECAGT
Optimized 127 ACTGTTGGETCCTGCTACTTGTAACGTTTTGAAGTTGAGARAAMCCAGETCARGTTGCTTGT
Original 127 ACCETCEEECCOECTACCTGCAATGTCCTEAAACTCAGGAAGCCCGECCARGTCGCATGC
Optimized 1a7 CRAAGGTGTIGCTCCTGCTTACATCGCTGATTTGECTICTAACTT I TTGCCACARGETACT
Original 127 CAGGECETTECECCEECE TATATOGCCGACCTGECTICTAACTTIC TGO CACARGEARCS
Optimized 247 AARCCARATCGCTATTAATGAGGCTARGTCTTTGTTCGAGT TGO TGCTTCTAAGTGTCCT
Original 247 ALCCARATTGCTATTAACGAARGCCARATCTCTITTTGAACTCGOGECETCCARGTEGCCCC
Optimized 307 AACACTARAATTGTTGCTGETEETTACTC TCARGETGCTGC TG TTATGCATGCTGCTATT
Original 307 ARCACCARGATCETCEOEGETEEATACASCCAGEGAGCGECAGTCATGCATGCTGOCATC
Optimized 267 TCTACTTTGTCTTC TACTGT I CAAGATCARATTAAGEETEGTTGTI TTGTTTGEAGATACT
Original 367 TCEACGCTCTCGAGTACTGTI CAGGACCAGATCAAGEGEEETTGTICTCTTTGECGACACS
Optimized 427 AGALMACARACARGATGETEGETAGAATCCCARACTTCCCTACTGATARGRCTAAGATCATC
Original 427 CECARTARACAGEATEECEEACGTATTCCGAACTTTCCCACTGATARGACARMGATCATT
Optimized 487 TETECTTTCGEAGATTTGETI TG TGAAGETACTTTGETTATTACTGCTGCTCACTTGTCT
Original 4387 TETECATTTGETGATCTEETITGOGAGEECACGCTOGTCATTACTGOGECTCATCTTAGT
Optimized 547 TATATTGATGATGTTCCAGATGCTGCTGATTTCTTGETTGGTARATTS

Original 547 TACATTGATGATETTCOGEGATGCTGCTGACTTICTTGTTGGEAAGCTT

Figura 8. Alineamiento entre la secuencia de ANCUT 1 optimizada en el uso de codones

preferenciales de P. pastoris contra la secuencia silvestre. Tomado de Sabido, 2018.
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Optimized 7 ATGACTCCATTGCCTTCTGATACTGAT ST TTCTTTGGARAGARGACARTCTATGAACTCT

Original 7 ATGACGCCCCTCCCCAGCGATACCGATGTCTCCCTCGAGCGCCGCCAGAGTATGRACTCC

Optimized a7 ARCGEATTTGEAGAAGEGAGAT TG TAAGTCTGTTGCTT TTATTTTCGCTAGAGSITTCTACT
Original a7 ARCGACCTTGAGAAGGGCGACTGCARATCTGTGGCATTCATCTTCGCCCGCGGCTCCACT
Optimized 127 GARARTTGETARCATGESTTTTGT TG TTGETCCAGETGTT TG TTCTAATT TGARGTCTACT
Original 127 GRAATTGGCARCATGEGCTTCGTOGTCGECCCCGETSTCTGTAGCARCCTARAATCTACC
Optimized 187 TTGGETTCTGATARAGT TG T TG TCARAGGTGT TG TG TGCTTACACTGCTGETTTGATT
Original 187 CTTGGCTCCGACARGGTCGCCTGTCAAGGCGTCGGCEECGCCTACACAGCGGETCTGATC
Optimized 247 CARRACGCTTTGCCAGC TAATACTGATTCTGSTTCTATTARGGAGGCTGTTARRATGTTC
Original 247 CARARACGCCCTCCOCGECARATACTGACTCGGECTCCATCARAGAGECCGTCAAGATETTC
Optimized 307 GATTTGECTGCTARGTGTCCTGATACTCARATTGTTGCTGETGETTATTCTCARGGTTCT
Original 307 GRCCTCGCCGCTARATGCCOGGATACT CAGATCGTGECGGGAGGATACAGTCAGGGITCT
Optimized 367 GCTGTTATTGATAACGCTATTCARARGTTGGATGATTCTACTAGAGATAGAGTTARAGET

Original 367 GUGETTATTGACARTGCAATCCAGRAGCTCGATGATAGTACCAGGGATCGAGTCRAAGEET

Optimized 427 GTTGTTTTGTTCGGETTTCACTAGRARTTTECAAGATAAGGSTCARATTC CAGGTTACCCT
Original 427 GTTGTGCTCTITGGTTTCACGCGGAAT CTCCAGGATARAGGGCCAGATTCCCGGETACCCG

Figura 9. Alineamiento entre la secuencia de ANCUT 3 optimizada en el uso de codones

preferenciales de P. pastoris contra la secuencia silvestre. Tomado de Sabido, 2018.

Hernandez en el 2013 cloné la enzima ANCUT 1 de A. nidulans en P. pastoris X33 usando
el vector pPICZaB. Esta misma cepa fue empleada por Castro en 2017, realizando un
escalamiento en biorreactor para lograr una mayor produccién de la enzima, llegando a
incrementar 6 veces la productividad volumétrica en obtenida a nivel matraz Erlenmeyer de
250 mL.

Morales (2018) evaluo6 el efecto del pretratamiento mecanico para modificar la cristalinidad
del PET y asi facilitar su degradaciéon, usando la cutinasa ANCUT 1. Mediante andlisis
quimicos, fisicos, medicion de cambios morfoldgicos y estructurales, determino la eficiencia
de la degradacion de los polimeros PET y BioPET. Para el caso del BioPET, se observo
qgue el empleo de un pretratamiento mecanico y un tratamiento con la enzima a 40°C

durante 4 semanas logré disminuir su cristalinidad de un 63.24% a un 3.98%. Igualmente,

33



para el caso del PET (tereftalato de polietileno) se puede apreciar la disminucion de la
cristalinidad mediante micrografias por medio de microscopia electronicas de barrido.
Ademas, se determind la presencia de los monémeros TPA (Acido tereftalico) y BHET (bis
2-hidroxiétil tereftalato), que son compuestos de degradacion generados por la enzima.

El grupo de trabajo cloné la enzima ANCUT3 de A. nidulans en P. pastoris X33 usando el
vector pPICZaB. Con esta cepa Lovera y Torres (2019) realizaron la optimizacion en la
produccion de la enzima recombinante (Qp) a nivel matraz. Las condiciones Optimas de pH
inicial y concentracion de inductor fueron de 6 y 0.5%, respectivamente, considerando una
induccién en matraz Erlenmeyer de 250 mL con medio BMMY a un kLa teérico de 96 h™.
Una vez que se logré la optimizacibn en matraz se llevé a cabo el escalamiento en

biorreactor de 1 L aumentando 2.39 veces el valor en la Qp.

De igual manera Lovera y Torres (2019) determinaron las condiciones id6neas para
aumentar el rendimiento en la degradacion del PET por la cutinasa recombinante ANCUTS3,
evaluando los parametros de temperatura, tipo de soluciones amortiguadoras de pH,
estandarizacion en la relacion enzima-sustrato, efecto de la adicién de iones metalicos y el
tamafio de particula del sustrato. Obtuvieron los mejores resultados cuando se empled
amortiguador Tris-HCI pH 9, a 35°C con un tamafio de particula de tamiz #50, una
proporcion enzima-sustrato 20 U/mg de PET y una solucion de iones de sulfato de

magnesio; la degradacién se comprob6 al tener la presencia del monémero TPA.
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3. Metodologia

Propagacién de cepa a trabajar en medio YPDA

(29°C, 4 dias)

!

Seleccién de colonias aisladas

| |

Caracterizacién (Tincién Gram-observacién al Inoculacién en medio YPD ¢/ Zeocina [ 100 pg/mL]

microscopio) (29°C, 300 rpm, 24 horas)

|

Realizacion de banco de trabajo (reservas de inéculo a -70 °C). Medio YPD-Glicerol

|

Inoculacién en medio YPD ¢/ Zeocina [ 100 pg/mL]
(29°C, 300 rpm, 24 horas)

|

Centrifugacion (8000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente)

|

Produccion de biomasa en medio BMGY

(29° C, 300 rpm, 24 horas)

|

’ Centrifugacién (8000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente) ‘

! |

[ Lavado de pellet con medio YP ’

|

’ Centrifugacion (8000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente) ’

|

Produccion de la enzima recombinante en medio BMMY, a la concentracion de metanol o

l Desecho de sobrenadante

inéculo en que se realice el ensayo.

|

Seguimiento de cultivo.

Determinacion de densidad 6ptica, actividad enzimdtica y concentracion de proteina.

Cada 24 horas, durante 72 horas

Nota: : La determinacion de la densidad optica se realizo espectrofotométricamente a una A=600 nm.
B: La determinacién de la actividad enzimatica se realizé en microplaca utilizando como sustrato p-
nitrofenilacetato a una A=420 nm.
€ La determinacion de concentracion de proteina se realizé mediante el método de Bradford.
Figura 10. Diagrama de plan de trabajo realizado; metodologia modificada de Invitrogen (2010).

EasySelect™Pichia Expression Kit. User Manual.
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3.1 Propagacion de cepa P. pastoris KM71H ANCUT 1y P. pastoris KMH71H ANCUT
3CP

Se inocul6 la cepa de P. pastoris KM71H ANCUT 1 CP o KM71H ANCUT 3 CP, la cual se
encontraba previamente en glicerol a -70°C, en medio YPDA (extracto de levadura,
peptona, dextrosa y agar) y se incub6 a 29 °C por 4 dias en la incubadora estética marca
Gravity Convection. Posteriormente se escogié una colonia aislada, para ambas cepas, se

realizé una tincion Gram y se observo al microscopio.

Al comprobar que el cultivo no se encontraba contaminado, se procedio a realizar bancos
celulares de trabajo con el fin de realizar la preservacion del cultivo y disminucion en la
variabilidad de los resultados, previniendo cambios en las caracteristicas morfologicas y
bioguimicas de la cepa; estos consisten en un determinado volumen de una suspension de
células de P. pastoris KM71H ACNCUT 1 CP o ANCUT 3 CP en YP-glicerol 15%
almacenado a -70°C. Estos se originaron de acuerdo con lo descrito en el Anexo |.

3.2 Reactivacién de Pichia pastoris

La reactivacion de las cepas se realizé inoculando 200 pL del banco celular de trabajo
deseado en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 25 mL de medio YPD con zeocina (100
pg/mL), para incubarse a 29° C a 300 rpm en la incubadora INNOVA 40 marca New-
Brunswick, durante 24 horas o hasta alcanzar una densidad oOptica entre 2 y 5 (A 600 nm).
Transcurrido el tiempo de incubacion el medio se centrifugd a 8000 rpm durante 10
minutos a temperatura ambiente (centrifuga Biofuga primoR Heraeus), se separd el
sobrenadante del pellet y posteriormente se realizé un lavado del pellet resultante con 10
mL de YP (extracto de levadura y peptona), este se volvio a centrifugar a 8000 rpm durante
10 minutos a temperatura ambiente (centrifuga Biofuga primoR Heraeus) y se separ6 el

pellet del sobrenadante.
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3.3 Crecimiento de microorganismo en medio BMGY

El pellet resultante de la reactivacion fue transferido a matraz Erlenmeyer de 250 mL con
25 mL de medio complejo BMGY (Amortiguadored Glycerol-complex Medium) e incubado
en la incubadora INNOVA 40 marca New-Brunswick a 29°C a 300 rpm durante 24 horas o
hasta alcanzar una densidad Optica entre 2 y 5 (A 600 nm). Transcurrido el tiempo de
incubacion, el medio se centrifugdé a 8000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente
en la centrifuga Biofuga PrimoR Heraeus, para posteriormente separar el pellet y el
sobrenadante. Se le realizé un lavado con 10 mL de medio YP y se volvié a centrifugar.
Por ultimo, el pellet resultante se suspendié en 10 mL de medio YP, a esto se le considera

como el “inéculo”.

3.4 Expresion de enzimas recombinantes ANCUT 1y ANCUT 3

La expresion de las enzimas se realizé en el medio BMMY (Amortiguadored Methanol-
complex Medium). Se realizaron dos diferentes ensayos, para determinar la concentracion

de inductor idénea y para determinar la concentracion de inéculo ideal.

Para el caso de la determinacion de la concentracion idénea de inductor se inoculdé una
D.O. (aproximadamente 0.6 mL) del “in6éculo” en 25 mL del medio BMMY en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL con una concentracién de inductor de 0.5%, 1.0%, 1.5%, 2.0% vy
3.0% (dependiendo del ensayo) y se incub6 a 29°C y 300 rpm en la incubadora INNOVA

40 marca New-Brunswick.

Para la determinacion de concentracion de in6culo idénea, se inoculé el volumen
correspondiente a 0.5%, 1.0%, 1.5%, 2.0% y 3.0% (dependiendo del ensayo) del “in6culo”
en 25 mL del medio BMMY en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con la concentracién de
inductor idénea (previamente determinada para cada cepa) y se incubd a 29°C y 300 rpm
en la incubadora INNOVA 40 marca New-Brunswick. Ademas, se realizd un ensayo
considerando la transferencia total del “in6culo”, obteniendo asi una alta concentracion de

células; a este ensayo se le llamo “Todo Pellet”.

En ambas determinaciones (concentracion de inductor e indculo idonea) se tomaron

muestras de 1 ml del cultivo a 0, 24, 48 y 72 horas de incubacion, las cuales se
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centrifugaron a 8000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente en la centrifuga
Allega x-30R marca Beckman Colter para separar el sobrenadante del pellet y poder
emplear el sobrenadante en la cuantificacion de proteina total soluble y actividad
enzimatica. Por otra parte, se determiné la cantidad de biomasa referida como la densidad
Optica a 600 nm para estos mismos tiempos. Cada 24 horas se realiz6 una adicion de
inductor a la concentracion empleada o idonea, dependiendo de la determinacion

realizada, considerando el nuevo volumen de medio presente.

3.5 Cuantificacion de proteina total soluble en microplaca

La medicion de proteina se realizd mediante el método de Bradford en microplaca. Las
muestras de sobrenadante del cultivo se diluyeron con amortiguador de fosfato de sodio 50
mM pH 7 hasta que entraran dentro de los valores de la curva de calibracion (2-10 pg/mL).
Se tomaron 160 uL de cada dilucién y se colocaron en un pozo de la microplaca con 40 L
del reactivo de Bradford. El blanco de la reaccion se prepar6é con 160 yL del amortiguador
empleado y 40 pL del reactivo de Bradford. Se mezclaron las muestras y el blanco y se
incubaron durante 5 minutos; transcurrido el tiempo se realiz6 la lectura de la absorbancia
a 595 nm en un espectrofotometro Epoch (Bradford 1977, Whiteley C & Lee D, 2006). En el
Anexo | se puede observar la curva de calibracion empleada para la cuantificacién de

proteina.

3.6 Cuantificacion de la actividad enzimatica en microplaca

Las muestras de los sobrenadantes de las fermentaciones se diluyeron con amortiguador
Tris-HCI 50 mM, pH 9. Para realizar la medicion se colocaron 170 yL de amortiguador Tris-
HCI 50 mM, pH 9y 10 pL de la dilucién realizada en un pozo de la microplaca, el blanco se
consideré como 180 pL de amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 9. En el momento de realizar
la lectura en el equipo Epoch se afiadieron 20 pyL de p-nitrofenil acetato (pNFa) 1 mM y se
leyé la absorbancia a 420 nm, para asi determinar la actividad volumétrica. En esta
metodologia se definio unidad de actividad enzimatica como los pmoles de p-nitrofenol que

38



son generados por minuto bajo las condiciones de ensayo empleadas, de acuerdo con la

metodologia descrita por del Del Monte et al., (2012).

3.7 Determinacion de actividad enzimética y perfil de proteinas en geles de
poliacrilamida.

3.7.1 Electroforesis

Se prepararon geles de electroforesis a una concentracién de acrilamida de 12.5% para el
gel separador y 4% para el concentrador (Carrillo et al., 2013). Los geles se corrieron en
una camara de electroforesis marca BioRad iniciando aproximadamente con amperaje de
38 mA y finalizando proximamente con 10 mA, a un voltaje constante de 100 Volts durante
aproximadamente dos horas y media en un bafio de hielo. Como referencia se utilizé un
marcador Bio-Rad Standards Low Range. Una vez terminada la electroforesis el gel se
lavd con agua destilada y se procedieron a realizar los ensayos de zimograma Yy perfil de

proteinas.

3.7.2 Zimograma

Las muestras fueron concentradas por ultrafiltracion (Celda de ultrafiltracibon AMICON de
10 kDA, Beverly, MA) aproximadamente 10 veces y corridas en geles de electroforesis
como se describié previamente. Una vez terminada la electroforesis el gel lavd con agua
destilada y se incubé en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 con Tritén X-100 al 0.5 %
durante 30 minutos, para renaturalizar la enzima. Pasado este tiempo se lavo el gel con
agua destilada y se dejé en una solucién de a-naftil acetato (Solucién A, ver anexo II)
durante 30 min en agitacion, a temperatura ambiente. Terminado este tiempo se deseché a
la solucién y se lavd con agua destilada para agregar la solucion de Fast Red (Solucion B,
ver anexo Il) hasta observar la aparicion de bandas color marron que indican la presencia

de actividad enzimética (Karpushova et al., 2010).
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3.7.3 Perfil de proteina

Las muestras destinadas al perfil de proteinas provienen del tratamiento del sobrenadante
concentrado por ultrafiltracion (Celda de ultrafiltracion AMICON de 10 kDA, Beverly, MA)
aproximadamente 10 veces Una vez terminada la electroforesis el gel se lavd con agua
destilada y se empled el colorante azul de CoomassieG-250 (PageBlue Protein Staining
Solution, Thermo Scientific) para la tincion de bandas. Posteriormente se destifid con

solucion destefiidora (Laemmli, 1970).

4. Resultados y discusion

4.1 Cepa KM71H ANCUT 1 CP

e Propagacion y aislamiento de la cepa

Como puede apreciarse en la Figura 11, el banco de trabajo proviene de una cepa aislada
y en la tincidn al microscopio realizada a la misma (Figura 12), se puede observar la
ausencia de otro tipo de morfologias que no correspondan a la levadura empleada en este
estudio, por lo cual se parte de un cultivo puro que no presenta ningun otro tipo de

microorganismo.
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Figura 11. Cepa KM71H ANCUT 1 CP crecida en medio YPDA. La colonia seleccionada se indica
con una flecha roja.
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Figura 12. Observacion al microscopio de la tincion Gram de una colonia seleccionada de la cepa
KM71H ANCUT 1 CP, con un aumento de 100x; se aprecian levaduras con forma ovoide, en
algunos casos se puede apreciar la gemacion de la levadura.

En un principio se corrobor6 la presencia de la cutinasa ANCUT 1 CP realizando geles
SDS-PAGE ademas de zimogramas, los resultados se aprecian en la seccion 4.3, Figura
15. Posteriormente se realizaron las determinaciones de concentracion de inductor e

inodculo respectivamente.
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e Cinética de crecimiento y produccion de la cutinasa ANCUT 1 CP a diferentes
concentraciones de metanol en la cepa KM71H ANCUT 1 CP de P.pastoris .

En el Grafico 1 se aprecia que existe disminucién en la produccién de biomasa conforme
se incrementa la concentracion del inductor. Esto puede atribuirse a que concentraciones
mayores de 2% v/v de metanol pueden ser tdxicas para la levadura empleada (Invitrogen,
2010). El analisis estadistico empleado para cada tiempo establece en todos los casos una
diferencia significativa tomando en cuenta la cantidad de inductor empleada, considerando
a de 0.05 a excepcion del tiempo cero. La concentracion de inductor a la cual se presenta

un mayor crecimiento celular a las 48 y 72 horas fue de 0.5%
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Gréfico 1. Cinetica de crecimiento de la cepa KM71H ANCUT 1 a diferentes concentraciones de
inductor. Los ensayos se realizaron por triplicado, se muestran los promedios de dichos ensayos.

Por otra parte, Serrano-Rivero et al., (2016) reporta que un exceso de metanol puede llegar

a afectar la eficiencia de la transcripcion y la actividad metabdlica celular; al tener una
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menor transcripcion se genera una menor traduccion, lo que repercute en una menor
sintesis de la proteina recombinante, y, por lo tanto, una menor concentracion de proteina.
Esto puede observarse en el Grafico 2, al presentarse las concentraciones méas bajas de
proteina total soluble a los tiempos de 48 y 72 horas con 3.0% y 1.5% de metanol. El
analisis estadistico empleado para cada tiempo establece en todos los casos una
diferencia significativa tomando en cuenta la cantidad de inductor empleada, considerando
0a=0.05. De acuerdo con el Grafico 2, 0.5% es la cantidad de inductor a la cual se presenta
una mayor concentracion de proteina a las 48 horas (0.181+0.005 mg/mL), siendo esta la
misma concentracion de inductor que presenta una mayor biomasa; esto se atribuye a que
un factor importante en la produccion de proteinas recombinantes es la biomasa presente
(Serrano-Rivero et al., 2016).
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= —————— Metanol 1.5%
0.05 + — —A — -  Metanol 2.0%
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Graéfico 2. Efecto de la concentracion de inductor sobre la concentracién de proteina total soluble a
diferentes tiempos del cultivo para la cepa KM71H ANCUT 1 CP. 1 Los ensayos se realizaron por
triplicado, se muestran los promedios de dichos ensayos.
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A 0.5 y 1% de inductor se observan las mayores actividades volumétricas a las 48 h
(188.03+1.45 U/mL y 182.07+7.11 U/mL respectivamente) (Gréafico 3). El andlisis
estadistico empleado para cada tiempo establece, en todos los casos, una diferencia
significativa tomando en cuenta la cantidad de inductor empleada, considerando a de 0.05.
Una variacion del pH en el medio de cultivo puede atribuirse a una la lisis por un exceso de
metanol, generando asi un factor que afecta la actividad enzimatica, esto se puede

observar en las concentraciones de 3.0% y 2.0% a las 48 y 72 horas respectivamente.
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Grafico 3. Efecto de la concentracion de inductor sobre la actividad volumétrica a diferentes
tiempos del cultivo para la cepa KM71H ANCUT 1 CP. Los ensayos se realizaron por triplicado, se

muestran los promedios de dichos ensayos.

El Gréfico 4 presenta las actividades especificas de los ensayos a diferentes tiempos de
cultivo. Como puede apreciarse, la concentracion a la cual se presenta una mayor
actividad especifica corresponde a 1.0%, seguida de 0.5% a las 48 horas. El analisis

estadistico empleado para cada tiempo establece, en todos los casos, una diferencia
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significativa tomando en cuenta la cantidad de inductor empleada, considerando a de 0.05,
este grafico se correlaciona con el Grafico 3, ya que estas mismas concentraciones de
inductor resultan ser las que generan una mayor actividad volumétrica. Asi mismo se

aprecia que la actividad especifica empieza a descender después de las 48 horas.

Dado lo descrito anteriormente y debido a encontrarse entre los valores mas altos de
biomasa, concentracion de proteina, actividad volumétrica y actividad especifica, se
determind que la concentracion éptima de inductor para la cepa KM71H ANCUT 1 CP

corresponde a 0.5%.
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Gréfico 4. Efecto de la concentracion de inductor sobre la actividad especifica a diferentes tiempos
del cultivo para la cepa KM71H ANCUT 1 CP. Los ensayos se realizaron por triplicado, se

muestran los promedios de dichos ensayos.
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e Cinética de crecimiento y produccion, con 0.5% de metanol, de la cutinasa ANCUT
1 CP variando las concentraciones de inéculo de la cepa KM71H ANCUT 1 CP de

P. pastoris.

El Grafico 5 muestra que en las concentraciones de indculo 1 y 2 % la pendiente de la
fase exponencial no se encuentra tan pronunciada. En el caso de “Todo el Pellet”, la
biomasa no aumenta y se mantiene constante; mientras que en entras las
concentraciones de 0.1 y 0.5 % la fase exponencial se prolonga mas. El andlisis
estadistico establece una diferencia significativa tomando en cuenta la cantidad de
in6culo empleada para todos los tiempos, considerando a de 0.05. Al ser P. pastoris un
organismo aerdébico estricto, su crecimiento se da por medio de una via aerdbica por lo
cual el oxigeno debe estar siempre presente en el medio de cultivo para evitar estrés y
muerte celular (Cereghino et al., 2002); esta premisa se puede comprobar en el caso
de “Todo Pellet’, ya que se puede especular que a esa concentracion de inéculo no se
esté dando un adecuado consumo de oxigeno disuelto en el medio, generando asi un
leve o incluso nulo crecimiento, también por este mismo motivo se puede suponer se
puede observar que en las concentraciones mas bajas de inoculo se presenta una fase
de crecimiento mas pronunciada debido a que se esta dando un mejor consumo de

oxigeno disuelto en el medio.
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Gréfico 5. Cinetica de crecimiento de la cepa KM71H ANCUT 1 a diferentes concentraciones de
in6culo, utilizando metanol como fuente de carbono. Los ensayos se realizaron por triplicado, se
muestran los promedios de dichos ensayos.

Por otra parte, Jahic et al. (2003) establece que un problema significativo en cultivos con
alta densidad es que pueda llegar a existir la secrecion de proteasas al medio,
posiblemente por liberacion durante la lisis celular o por un exceso de produccién en las
vacuolas, en donde su concentracion varia de acuerdo con las condiciones nutricionales,
resultando en la secrecién de estas al citosol y eventualmente al medio de cultivo (Sinha et
al., 2005). Este problema se presenta mas frecuentemente en cultivos a nivel matraz,
debido a que solo en ambientes controlados, como en un biorreactor, se pueden alcanzar
altas densidades celulares. Esta premisa se puede apreciar en los Graficos 5,6 y 7 para los
casos de 2.0% y “Todo Pellet” ya que no presenta un notable aumento de biomasa (Grafico
5) y presenta una menor actividad volumétrica (Grafico 6) respecto a los otros ensayos.
Aunque las proteasas de P. pastoris no se encuentran del todo caracterizadas, existen
varios informes que establecen una posible degradacion de las proteinas recombinantes

debido a estas enzimas (Sinha et al., 2005) explicandose asi una menor actividad

47



volumétrica; la presencia este tipo de proteinas puede deberse una posible muerte celular,
la cual puede originarse por factores externos o endégenos (Martinet et al., 1999). Existen
tres principales proteasas presentes en P. pastoris; la proteinasa A (una aspartil proteasa),
proteinasa B y una carboxipeptidasa (Higgins y Cregg, 1998). Algunas acciones sugeridas
para disminuir la produccién de proteasa y evitar la degradacion proteolitica de la proteina
recombinante son la adicion de inhibidores de la proteasa o el uso de cepas deficientes en

proteasas (Sinha et al., 2005).

El analisis estadistico correspondiente al Grafico 6 establece una diferencia significativa
tomando en cuenta la cantidad de in6culo empleada para todos los tiempos, considerando
una a de 0.05.
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Graéfico 6. Efecto de la concentracion de inéculo sobre la actividad volumétrica a diferentes tiempos
del cultivo para la cepa KM71H ANCUT 1 CP. Los ensayos se realizaron por triplicado, se
muestran los promedios, de dichos ensayos.
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Serrano-Rivero et al., (2016) establece que el metabolismo del metanol en cultivos de alta
densidad de P. pastoris trae como consecuencia un aumento en la consumo del oxigeno
disuelto en el medio de cultivo, siendo este uno de los factores que influyen tanto en el
metabolismo de la levadura como en la produccién de las proteinas heterélogas; ya que si
las células crecen bajo condiciones limitantes de oxigeno disuelto disminuyen los niveles
de produccién de la proteina heterdloga; lo cual se puede apreciar en el Grafico 6, en el

caso de “Todo el Pellet”.

En el caso de la concentracion de 2.0% se puede apreciar en el Gréafico 7, que esta es la
concentracion de inductor que presenta una mayor cantidad de proteina a las 48 horas, sin
embargo, se puede apreciar en el Gréfico 6, que esta misma concentracion presenta una
baja actividad volumétrica; esto puede deberse a que se esté dando una acumulacién de
biomasa lo cual este originado una deficiencia en el consumo de oxigeno ocasionado asi
una lisis de las células; esta lisis celular puede modificar el pH del medio de cultivo;

ocasionando una pérdida de la actividad de la enzima.

El andlisis estadistico, para el caso del Grafico 7 establece una diferencia significativa
tomando en cuenta la cantidad de in6culo empleada para todos los tiempos, considerando
una a de 0.05.
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Gréfico 7. Efecto de la concentracion de indculo sobre la concentracion de proteina total soluble a
diferentes tiempos del cultivo para la cepa KM71H ANCUT 1 CP. Los ensayos se realizaron por
triplicado, se muestran los promedios de dichos ensayos.

En el Grafico 9 se puede apreciar que los valores de las actividades especificas mas altos,
para todas las concentraciones de indculo a excepcion de la concentracion 0.5%, se dan a
las 24 horas; asi mismo se observa que esta actividad se encuentra en descenso con
forme transcurre el tiempo del cultivo; caso contrario de la concentracién de 0.5% ya que

es la mayor respecto a los otros ensayos para las 48 horas de incubacion con 1237 +145
U/ mg de proteina.
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Gréfico 8. Efecto de la concentracion de indculo sobre la actividad especifica a diferentes tiempos
del cultivo para la cepa KM71H ANCUT 1 CP. Los ensayos se realizaron por triplicado, se
muestran los promedios de dichos ensayos.

Considerando una mayor actividad volumétrica, actividad especifica y concentracion de
proteina (excepto 2.0% y 1.0% de in6culo) se determiné que la concentracion idénea de

in6culo corresponde a 0.5%.
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4.2 Resultados de cepa KM71H ANCUT 3 CP

e Propagacion y aislamiento de la cepa

Como puede apreciarse en la Figura 13, el banco de trabajo proviene de una cepa aislada
y en la tincion al microscopio realizada de la cepa aislada (Figura 14), se puede observar la
ausencia de otro tipo de morfologias que no correspondan a la levadura empleada en este
estudio, por lo cual se parte de un cultivo puro que no presenta ningun otro tipo de

microorganismo.
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Figura 13. Cepa KM71H ANCUT 3 CP crecida en medio YPDA. La colonia seleccionada se indica
con una flecha azul.
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Figura 14. Observacion al microscopio de la tincion Gram de colonia seleccionada (cepa KM71H
ANCUT 3 CP) con un aumento de 100x; se aprecian levaduras con forma ovoide, en algunos casos
se puede apreciar la gemacion de la levadura.

En un principio se corroboré la presencia de la cutinasa ANCUT 3 CP realizando geles
SDS-PAGE ademas de zimogramas, los resultados se aprecian en la seccion 4.3, Figura
15. Posteriormente se realizaron las determinaciones de concentracion de inductor e

inGculo respectivamente.

e Cinética de crecimiento y produccion de la cutinasa ANCUT 3 CP a diferentes

concentraciones de metanol en la cepa KM71H ANCUT 3 CP de P. pastoris.

En el Grafico 9 se aprecia que existe disminucién en la produccion de biomasa a 3.0% de
metanol, como en el caso anterior esto puede deberse a la toxicidad del inductor. El
analisis estadistico establece que no existe una diferencia significativa tomando en cuenta
la cantidad de in6culo empleada para el tiempo 0, sin embargo, existe una diferencia

significativa para los tiempos de 24, 48 y 72 horas, considerando a de 0.05.
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Grafico 9. Cinética de crecimiento de la cepa KM71H ANCUT 3 CP a diferentes concentraciones de
inductor. Los ensayos se realizaron por triplicado, se muestran los promedios de dichos ensayos.
Katakuta et al.,, 1998 establece que la adicibn de metanol como inductor durante la
produccion de proteinas recombinantes es de suma importancia ya que no solo induce la
produccion de la proteina, sino que también proporciona una fuente de energia para el
hospedero. Sin embargo, un exceso de metanol inhibe el crecimiento del hospedero,
mientras que una cantidad insuficiente de metanol produce menos energia y por lo tanto
una produccion de biomasa deficiente. La premisa de un exceso de inductor se puede
apreciar en los Gréficos 9 y 10, para la concentracion de inductor de 3.0% ya presenta la
menor cantidad de biomasa y de actividad volumétrica a las 48 horas. El andlisis
estadistico empleado establece, en el caso del Grafico 10, que existe una diferencia

significativa considerando a de 0.05 en todos los tiempos a excepcion del tiempo O.

54



250

)
N
o
o
1

150 -

100 A

Metanol 0.5%
Metanol 1.0%
Metanol 1.5%
—a— Metanol 2%

T —=— Metanol 3.0%

Actividad volumétrica (U/mL

[6)
(@)

0 T T T
(0] 20 40 60 80

Tiempo (horas)
Grafico 10. Efecto de la concentracion de inductor sobre la actividad volumétrica a diferentes

tiempos del cultivo para la cepa KM71H ANCUT 3 CP. Los ensayos se realizaron por triplicado, se
muestran los promedios de dichos ensayos.

En el Grafico 10 se puede apreciar que en la mayoria de los casos la actividad volumétrica
se incrementa conforme al tiempo, presentandose las mayores actividades volumétricas a
las 48 horas en las concentraciones de inductor de 1.5% (204 +10 U/mL) y 2.0% (174+12
U/mL), sin embargo después de este tiempo tanto la actividad volumétrica como la
especifica empiezan a descender, a diferencia del Grafico 11, en donde se observa que
después de las 48 horas la cantidad de proteina total soluble aumenta. Esto se puede
estarse atribuyendo a un aumento en la actividad de proteasas o como tal la presencia de
estas dentro del citoplasma y en el medio después de las primeras 48 horas de induccion,
siendo la presencia de estas proteinas perjudicial para la produccién de las proteinas
recombinantes (Sinha et al., 2005). Respecto al analisis estadistico para la concentracion
de proteina, este indica que existe una diferencia significativa en todos los tiempos excepto

48 h, considerando una a de 0.05. Para el caso de la actividad volumétrica y especifica el
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analisis estadistico indica que existe una diferencia significativa en todos los tiempos,
considerando una a de 0.05.
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Grafico 11. Efecto de la concentracion de inductor sobre la concentracion de proteina total soluble
a diferentes tiempos del cultivo para la cepa KM71H ANCUT 3 CP. 1 Los ensayos se realizaron por
triplicado, se muestran los promedios de dichos ensayos.

En el caso de la concentracion de 0.5%, se puede observar tanto el Grafico 10 como en el
Gréfico 12 que después de las 48 horas de cultivo la actividad volumétrica y la actividad
especifica se encuentran en aumento, especificamente en el Grafico 10 se puede apreciar
que incluso el valor obtenido a las 72 horas en la concentraciéon 0.5% de metanol es muy
similar al obtenido a las 48 horas con una concentracion de 1.5% de inductor; esto puede
deberse a que a de las 48 a las 72 horas de cultivo la concentracion de 0.5% presenta una
segunda fase exponencial (Grafico 9), llenado a valores de biomasa semejantes,

produciéndose la enzima recombinante de interés en esa fase.

Por lo descrito anteriormente se establecidé una concentracion de inductor Optima de 1.5%,
ya que presenta los mas altos valores de biomasa, actividad volumétrica, actividad

especifica en un menor tiempo, a comparacion de la concentracion de 0.5%, y no tiene una
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diferencia significativa de concentracion de proteina total soluble respecto a las otras

concentraciones de inductor empleadas.
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Grafico 12. Efecto de la concentracion de inductor sobre la actividad especifica a diferentes
tiempos del cultivo para la cepa KM71H ANCUT 3 CP. Los ensayos se realizaron por triplicado, se
muestran los promedios de dichos ensayos.

e Cinética de crecimiento y produccion, con 1.5% de metanol, de la cutinasa ANCUT
3 CP variando las concentraciones de inéculo de la cepa KM71H ANCUT 3 CP de

P. pastoris.

En el Gréafico 13 se puede observar que en el caso de “Todo Pellet” la biomasa no presenta
un aumento significativo y se mantiene constante en una continua fase estacionaria como
ocurrié con la cepa KM71H ANCUT 1 CP, lo cual puede estarse debiendo a que el
metabolismo del metanol en cultivos con alta densidad trae como consecuencia un

aumento en el consumo de oxigeno disuelto en el medio de cultivo ocasionando los
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mencionado anteriormente en la discusion de la cepa KM71H ANCUT 1 CP; esto se
puede corroborar en el Grafico 14 y 15, ya que este ensayo presenta una de las mas bajas

actividades volumétricas y concentracion de proteina total soluble.

En el caso de las concentraciones de inoculo de 0.5% y 1.0% la fase exponencial se
prolonga mas, sin embargo en las concentraciones de 0.1% y 0.2% de in6culo la pendiente
de la fase exponencial es mas pronunciada en comparacion con las de 0.5% y 1.0%. El
analisis estadistico establece una diferencia significativa tomando en cuenta la cantidad de

in6culo empleada para todos los tiempos, considerando una a de 0.05.
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Graéfico 13. Cinética de crecimiento de la cepa KM71H ANCUT 3 CP a diferentes concentraciones
de in6culo, utilizando metanol como fuente de carbono. Los ensayos se realizaron por triplicado, se
muestran los promedios de dichos ensayos.

En el Gréafico 14 se puede observar como varia la actividad volumétrica respecto al tiempo
para las concentraciones de indculo empleadas. En el tiempo de 48 horas, el ensayo que

presenta una mayor actividad volumétrica es el de 2.0%. En el caso de las concentraciones
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de 0.1% y 0.2% se puede observar que conforme avanza el tiempo de cultivo, la actividad
volumétrica y la concentracion de proteina (Grafico 15) se encuentra en aumento; esto
pudiera deberse a que en las primeras horas de cultivo la cantidad el metanol suministrado
puede encontrarse en una cantidad excesiva, respecto a la cantidad de biomasa presente,
dando como resultado una deficiente produccion de la proteina de interés. El analisis
estadistico establece una diferencia significativa tomando en cuenta la cantidad de indculo

empleada para todos los tiempos, considerando una a de 0.05.
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Gréfico 14. Efecto de la concentracién de in6culo sobre la actividad volumétrica a diferentes
tiempos del cultivo para la cepa KM71H ANCUT 3 CP. Los ensayos se realizaron por triplicado, se
muestran los promedios, de dichos ensayos.

Respecto al Grafico 15, la cantidad de indculo que presenta una mayor cantidad de
proteina corresponde a 2.0%, seguida de 0.1%, 0.2%. Una alta concentracion de proteina
y una baja actividad volumétrica puede estarse debido a una deficiencia en el plegamiento
de la proteina recombinante ya que como apreciarse el Gréafico 13, en estas dos
concentraciones de inoculo (0.1% y 0.2%) la fase logaritmica se da en un menor tiempo a

comparacion a otros ensayos, por lo que la sintesis de la proteina es mas rapida, dando
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como resultado un menor tiempo para que las cadenas de péptidos nacientes se plieguen
correctamente. El analisis estadistico establece una diferencia significativa tomando en
cuenta la cantidad de in6éculo empleada para todos los tiempos, considerando una a de
0.05.
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Grafico 15. Efecto de la concentracion de inéculo sobre la concentracién de proteina total soluble a
diferentes tiempos del cultivo para la cepa KM71H ANCUT 3 CP. Los ensayos se realizaron por
triplicado, se muestran los promedios de dichos ensayos.

Para el Gréfico 16, se aprecia que la concentracién de 2.0% de inoculo es aquélla que
presenta el valor mas alto de actividad especifica, seguido de las concentraciones de 1.0%
y 0.5%. En el caso de estas ultimas, aunque producen una menor cantidad de proteina
(Gréfico 15) presentan una mayor actividad volumétrica (Grafico 14) por ello la actividad
especifica aumenta, ya que la actividad especifica se define el cociente de la actividad
volumétrica respecto a la cantidad de proteina. El analisis estadistico establece una
diferencia significativa tomando en cuenta la cantidad de in6culo empleada para todos los

tiempos, considerando una a de 0.05.
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Debido a que la concentracién de indculo de 2.0%, presenta los mas actividad volumétrica,
proteina total soluble y actividad especifica las 48 horas respecto a las otras

concentraciones de inductor empleadas, se determin6 esta concentracion como la éptima.
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Gréfico 16. Efecto de la concentracién de indculo sobre la actividad especifica a diferentes tiempos
del cultivo para la cepa KM71H ANCUT 3 CP. Los ensayos se realizaron por triplicado, se
muestran los promedios de dichos ensayos.

4.3 Perfiles de proteinas e identificacion de enzimas con actividad cutinasa

Con el fin de corroborar la presencia de la enzima de interés, se realizaron geles SDS-
PAGE ademéas de zimogramas (Figura 15). Tanto para la muestra de la cepa KM71H
ANCUT 1 CP como para la muestra KM71H ANCUT 3 CP se puede apreciar la presencia
de 4 bandas de actividad (Zimograma) con distinto peso molecular. Esto puede deberse a
gue se estan presentando diversas conformaciones de la enzima de interés, y todas tienen
actividad. Brettahaver et al. (1999) establece que la adicibn de oligosacéaridos a las

proteinas permite modificar sus propiedades fisicoquimicas, ya que la glicosilacion
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representa un cambio significativo en el tamafo, carga e hidrofobicidad de una proteina y
por lo tanto puede influir sobre propiedades como la solubilidad, viscosidad y estructura
terciaria. La adicion de oligosacéridos también puede llegar a modificar la secreciéon y el
trasporte intracelular de la proteina (Mendelzon, 1986). Las diversas conformaciones se
pueden atribuir a una posible glicosilacion de la proteina recombinante ya que al agregarse

oligosacaridos a la estructura de la proteina su tamafio se ve modificado.

Santos et al. (2008) establece que P. pastoris siendo empleada como sistema de expresion
puede llegar a producir patrones de glicosilaciones como son la N-glicosilacion y la O-
glicosilacién. La N-glicosilacion es una de las modificaciones postraduccionales mas
importantes que se produce en los sistemas de expresion de levaduras y desempefia una
variedad de funciones relacionadas con la secrecion de proteinas, su plegamiento y su
estabilidad (Wang et al., 2020). Consiste principalmente en la trasferencia de un
oligosacarido al atomo N de la cadena lateral del aminoacido de asparagina (Asn),
obteniéndose un oligosacarido precursor (Glc3Man9GIcNAc?2), este sufre posteriormente
diversas modificaciones en el reticulo endoplasmico y en el aparato de Golgi, las que
dependen del tipo de organismo (Arias, 2012). Para este tipo de glicosilacion la secuencia
de aminoacidos consecutivos que puede servir como sitio de union de un polisacarido
(sequdn) se compone de Asn-Xa-Ser 6 Asn-Xaa-Thr, donde Xaa es cualquier aminoacido
excepto prolina. La posicion del sequédn en relacion con su cercania a la C-terminal es un
factor decisivo para la glicosilacion; ya que se ha observado que los sequones que se
encuentra mas cerca de la N-terminal son propensos a ser glicosilados (Kangwa et al.,
2018). En el caso de la O-glicosilacién, esta comienza en el aparato de Golgi con la union
de la N-acetilglucosamina (GalNAc) o manosa a residuos de serina (Ser) o treonina (Thr).
En el caso de P. pastoris los oligosacéaridos se adicionan a la proteina secretada a partir de
un residuo de manosa que luego es extendido por la adicion de otros residuos de a-1,2

manosa Y finalmente protegido con una 3-O fosfomanosa (Santos et al., 2008).

Se obtuvo la secuencia de aminoacidos a partir de la secuencia de nucleétidos de los
genes que codifican tanto para las cutinasas ANCUT 1 como para la ANCUT 3 por medio
del servidor ExPASy Translate (Bioinformatics Resourse Portal). Posteriormente la

secuencia de aminoacidos se analizo para encontrar posibles sitios de N- y O-glicosilacion
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mediante los servidores NetNGlyc 1.0 y NetOGlyc 4.0 Server (Technical University of
Denmark) respectivamente. Los resultados obtenidos de estos servidores indican que en el
caso de la cutinasa ANCUT 1 de la cepa KM71H CP no presenta posibles sitios de N- o de
O-glicosilaciones; sin embargo, al realizar el analisis de las posibles Asn que pueden
encontrarse glicosiladas, por medio del servidor NetNGlyc 1.0, se encontraron 6 posibles
Asn susceptibles a la glicosilacion (Anexo VII). Gavel and von Heijne (1990) y Luke (2012)
establecen que algunas proteinas glicosiladas, no contienen la secuencia consenso del
sequoén Asn-Xaa-Thr / Ser alrededor de la Asn glicosilada, por lo que la presencia de este
sequon, puede no ser necesaria ni implica glicosilacién; como es el caso del factor de Von
Willebrand humano y la proteina C humana, en donde la Asn glicosilada se encuentra en la
secuencia Asn-Xaa-Cys. Otros ejemplos de secuencias en donde se han encontrado
glicosilaciones son Asn-Xaa-Val y Asn-Gly. Por otro lado, la cutinasa ANCUT 3 no presenta
posibles sitios de N-glicosilacion, pero si presenta 4 posibles sitios de O-glicosilacién en las
posiciones 6 (Ser), 8 (Thr), 17(Ser) y 182 (Ser) por lo que para esta enzima las cuatro
bandas que se observan en el gel pueden corresponder a una O-glicosilacién, pudiendo
estar todos los sitios glicosilados o solamente uno con una diferencia en la cadena del
oligosacarido unido. Al analizar las posibles Asn que pueden glicosilarse, por medio del

servidor NetNGlyc 1.0, se encontraron 8 Asn susceptibles a la glicosilacion (Anexo VII).

En el caso del perfil de proteinas, en éste se pueden apreciar, entre todas las bandas, las
correspondientes a las mostradas en el zimograma para ambas muestras. Sin embargo, se
tiene diferencias entre 0.3 y 2.3 kDa, esto puede atribuirse a una desviacion en la
migracion de la proteina. De manera general, la migracion de las proteinas se puede ver
principalmente afectada por la fuerza del campo eléctrico aplicado, la temperatura, la carga

neta de la molécula, tamafio y forma de esta (Yabar, 2003).

De manera general, los pesos moleculares observados, tanto en el perfil de proteinas y el
zimograma se encuentran en el intervalo de peso molecular reportado para las cutinasas,
ya que estas enzimas oscilan entre 20 y 35 kDa (Chen et al., 2010; Egmond y De Vlieg,
2000).
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Figura 15. Perfil de proteinas (lado izquierdo) y zimograma (lado derecho) de las cutinasas
provenientes de las cepas KM71H ANCUT 1Y KM71H ANCUT 3 CP, mostrandose sus respectivos
pesos moleculares. Se muestra el estandar empleado (Est), el perfil de proteinas correspondiente

a la muestra del sobrenadante ultrafiltrado de la cepa KM71H ANCUT 1 (PA1) CP, el perfil de
proteinas correspondiente a la muestra del sobrenadante ultrafiltrado de la cepa KM71H ANCUT 3
(PA3) CP, el zimograma correspondiente a la muestra del sobrenadante ultrafiltrado de la cepa
KM71H ANCUT 1 (ZA1) CP, el perfil de proteinas correspondiente a la muestra del sobrenadante
ultrafiltrado de la cepa KM71H ANCUT 3 (ZA3) CP.

4.4 Comparacion entre las distintas cepas de P. pastoris productoras de las cutinasas
recombinantes ANCUT 1y ANCUT 3.

e Comparaciéon de la cepa P. pastoris KM71H ANCUT 1 CP respecto a la cepa
KM71H ANCUT 3 CP

Como puede apreciarse en la Tabla 5 la cepa KM71H ANCUT1 CP responde mejor a las
concentraciones mas bajas de inductor (realizando la comparacion por pares dentro de
cada concentracion) en comparacion a la cepa KM71H ANCUT3 CP, ya que en presenta
una actividad volumétrica mayor para las concentraciones de metanol de 0.5% y 1.0% de
1.38 y 1.16 veces respectivamente en comparacion a la cepa KM71H ANCUT 3 en esas
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mismas concentraciones. La cepa KM71H ANCUT 3 CP presenta los valores mas altos de
actividad especifica en comparacion a la cepa KM71H ANCUT 1 en las concentraciones de
inductor mas elevadas, ya que su actividad volumétrica, es mayor 2.55, 2.02 y 1.41 veces
para las concentraciones de 1.5%, 2.0% y 3.0% respectivamente. Por otro lado, se puede
observar que la cepa KM71H ANCUT 1 CP requiere de una menor cantidad de metanol
para obtener valores semejantes a los obtenidos por KM71H ANCUT 3 CP, esto se puede
observar en el caso de la actividad volumétrica en la cepa KM71H ANCUT 1 CP a 0.5% de
metanol y la cepa KM71H ANCUT 3 CP con una concentracion de 2.0%, ya que

practicamente son los mismos valores considerando su desviacion.

Respecto a las concentraciones de metanol de 1.5% y 2.0% se puede apreciar que,
aunqgue la cepa KM71H ANCUT 3 CP tiene una mayor cantidad de biomasa, presenta una
menor concentracion de proteina; en comparacion a la cepa KM71H ANCUT 1 CP esto
puede deber a que esta cepa se encuentre en un estado de estrés oxidativo. Edwards-
Jones et al. (2005) establecen que el estrés oxidativo se asocia con altas concentraciones
de metanol; este puede provocar una lisis celular, una protedlisis de la proteina de interés 'y
la liberacion de otras proteinas nativas (Garcia-Ortega et al., 2019). Ademas, el estrés
oxidativo genera una disminucién en la velocidad de crecimiento del microrganismo; estos
dos factores explican por qué en estas concentraciones de metanol la cepa KM71H
ANCUT 1 presenta una alta cantidad de proteina respecto a la cantidad de biomasa

presente.

En el caso de la productividad volumétrica para las concentraciones de 1.5%, 2.0% y 3.0%
(realizando la comparacion por pares, dentro de cada concentracién) ésta es mayor 2.55,
2.02 y 1.41 respectivamente a las concentraciones anteriormente mencionadas para la
cepa KM71. En los parametros de biomasa y actividad especifica, en todas las
concentraciones de inductor los valores son mayores para la cepa KM71H ANCUT 3 CP
respecto a la cepa KM71H ANCUT 1 CP.

Considerando las concentraciones de inductor en las cuales se presentan los valores mas
elevados, 0.5% para la cepa KM71H ANCUT 1 CP y 1.5% para la cepa KM71H ANCUT 3
CP; la cepa KM71H ANCUT 3 CP presenta una cantidad de biomasa y actividad especifica
1.57 y 2.11 mayores, respetivamente, en comparacion a la cepa KM71H ANCUT1 CP. La
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diferencia de la concentracion de inductor Optima para la obtencidon de la proteina
heter6loga entre ambas clonas se puede a atribuir a que, a pesar de las dos posean el
mismo fenotipo, la secuencia y conformacién de la proteina expresada afectan el resultado.
Serrano-Rivero et al.,, (2016) establece que es importante tener en consideraciéon que
existe una concentracion optima de metanol para cada tipo de proteina heterdloga; la cual
varia en un rango de 0.1% a 3.0%, en el que se localizaron las concentraciones Optimas de

inductor.

Tabla 5. Comparacioén de las cepas KM71H ANCUT 1 CP Y KM71H ANCUT 3 CP, respecto a la
cantidad de inductor.

Metanol Metanol Metanol Metanol Metanol
0.5% 1.0% 1.5% 2.0% 3.0%

KM71H KM71H KM71H KM71H KM71H KM71H KM71H KM71H KM71H KM71H
ANCUT ANCUT ANCUT ANCUT ANCUT ANCUT ANCUT ANCUT ANCUT ANCUT
1CP 3CP 1CP 3CP 1CP 3CP 1CP 3CP 1CP 3CP

Actividad 188 131 182 157 80 204 86 174 80 113
volumétrica +1 +8 +7 +9 +2 +10 +1 +12 +7 +11
(U/mL)
Densidad 7.78+ 8.9+ 8.2+ 1264+ 8.19+ 122+ 6.17+ 10.90+ 5.19+ 6.8+
Gptica 0.24 1.6 0.52 0.2 1.4 0.1 0.47 0.3 0.17 0.23

Proteina 0.181+ 0.099+ 0.170 0.095 0.150 0.093+ 0.172+ 0.104+ 0.154+ 0.093
(mg/mL) 0.005 0.005 +0.010 +0.007 =+0.007 0.004 0.001 0.004 0.004 =+0.004

Actividad 1037 1261 1077 1665 535 2184 499 1721 523 1129

especifica +33 +58 +87 +222 +41 +48 7 +172 +70 +145
(U/mg
proteina)

Qp (U/Lh) 3917 2729 3792 3271 1667 4250 1792 3625 1667 2354
+21 +167 +146 +189 42 +208 21 +250 +146 +229

Datos de las 48 h de induccién con una concentracion de indculo inicial de una D.O en todos los

casos.

Como se observa en al Tabla 6, en la concentracién de inductor de 0.1% tanto la cepa
KM71H ANCUT CP como la cepa KM71H ANCUT 1 CP presentan valores muy similares
de actividad volumétrica, densidad Optica, concentracion de proteina y actividad especifica;
sin embargo, en las concentraciones de 0.2% y 0.5% la cepa KM71H ANCUT 1 CP
presenta los valores mas altos en todos casos a excepcion de los parametros de proteina 'y

densidad Optica respectivamente. Respecto a la concentracion de 2.0% la cepa KM71H
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ANCUT 3 CP presenta valores superiores a la cepa KM71H ACNUT 1 CP en los todos los

parametros excepto densidad éptica.

Considerando la concentracion de inéculo a la cual se presentan los mayores valores para
cada una de las cepas 0.5% (KM71H ANCUT 1 CP) y 2.0% (KM71H ANCUT 3 CP), se
puede observar en la Tabla 6 que los valores de todos los parametros son similares entre
si (considerando sus desviaciones estandar).

Tabla 6. Comparacion de las cepas KM71H ANCUT 1 CP Y KM71H ANCUT 3 CP, respecto a la

cantidad de in6culo empleada para la induccion, considerando la cantidad de inductor idénea para

cada cepa.
INOCULO INOCULO INOCULO INOCULO INOCULO TODO
0.1% 0.2% 0.5% 1.0% 2.0% PELLET
550. 550- E'Sn. 5'50- 5'50. 5'50- 5'50. 5'50- 5'50. 5'50- 55& 550-
~NOO ~NOO ~00 ~NO0O NMOO NOO NOO NOO NMOO NDOO NDO ~QOO
SZ2q =2Z2M Z2Z2Zd =2ZM 224 =2ZM 22+ =2ZM 22 o =2ZM =224 =ZM
X < X < Y < X < X < XY < X < X < X < X < X < X <
Actividad 99 114 140 90 188 110 179 116 99 189 99 101
volumétrica +12 +5 +4 +5 +10 +8 +9 +7 +6 +6 +6 +7
(U/mL)

Densidad 7.14 6.10 7.27 6.8 8.06 8.76 8.32 13.15 13.10 8.99 14.23 12.25
optica +0.03 +0.44 +0.29 +1.13 +0.16 0.1 +0.18 +0.98 +1.47 +0.66 +0.86 +0.55

Proteina 0.128 0.136 0.129 0.130 0.153 0.108 0.157 0.101 0.279 0.147 0.098 0.111
(mg/mL) + + + + + + + + + + + +

0005 0001 0005 0003 0010 0003 0015 0011 0009 0002 0013  0.005

Actividad 779 839 1106 688 1237 1018 1139 1155 357 1281 1022 905

especifica +106 +44 +71 +54 +145 +97 +106 +125 +35 +36 +132 + 47
(U/mg

proteina)

Qp (U/Lh) 2063 2375 2917 1875 3917 2292 3729 2417 2063 3938 2063 2104
+250 +104 +83 +104 +208 +167 +188 +145 +125 +125 +125 +145

Datos a las 48 h de induccion.

El escalamiento es una actividad de importancia fundamental para convertir el
conocimiento generado a nivel laboratorio en una realidad practica con valor comercial
(Sharini, 2016), por lo tanto, el factor del costo-beneficio es un parametro para determinar
la rentabilidad de este proceso. Dado que el parametro de productividad volumétrica es

uno de los factores criticos para el disefio de un proceso y su optimizacion (Looser et al.,
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2015), se determind que la cepa KM71H ANCUT 3 CP resulta mejor para realizar un
escalamiento. Sin embargo, se tiene que considerar que la diferencia de productividad
entre ambas cepas no presenta un gran valor y que la cepa KM71H ANCUT 3 CP requiere
el triple de la concentracién de inductor, aumentando el costo de la produccion; por lo que

para proximos estudios se tendria que evaluar directamente en un biorreactor.

® Comparacion de la cepa Pichia pastoris KM71H ANCUT 1 CP respecto a cepa X33
ANCUT 1

Uno de los factores que influyen drasticamente en la produccién de proteinas y el
desarrollo del cultivo es la capacidad de asimilacion de metanol de la cepa hospedero
fenotipo Mut, ademas de que este es un parametro que tiene que ser considerado en la
optimizacién de la produccion de la proteina recombinante (Cos et al.,2006; Looser et
al.,2015). Como puede apreciarse en la Tabla 7, la cepa KM71H ANCUT 1 CP presenta los
valores de actividad y crecimiento mas altos en 0.5% de metanol; mientras que la cepa
X33 los muestra en 3.0%. Esta diferencia puede deberse a que las cepas carentes de
alguno de los genes AOX, como es el caso del fenotipo Mut®, requieren una menor
concentracion de metanol para inducir la expresién; esto puede ser util en cultivos de
mayor volumen, en donde una gran cantidad de metanol a veces se considera como un
potencial peligro de incendio (Higgins y Cregg, 1998). Como puede apreciarse en la Tabla
7, en el caso de biomasa, ésta es mayor en todas las concentraciones de metanol
empleadas en la cepa X33 en comparacion a la cepa KM71H, lo anterior se debe a que la
cepa KM71H pertenece al fenotipo Mut®, el cual se caracteriza por tener un crecimiento

lento en metanol debido a su dependencia del gen AOX2 para la alcohol oxidasa.

Considerando las concentraciones en las que se presentan los mayores valores (0.5%
para la cepa KM71H ANCUT 1y 3.0% para la cepa X33 ANCUT 1) la cepa X33 ANCUT 1
presenta una actividad volumétrica 5.1 veces mayor y una densidad Optica 2.57 veces
mayor respecto a la cepa KM71H ANCUT 1 CP. En el caso de la actividad especifica, esta
es mayor 9.1 en el caso de la cepa la X33 ANCUT 1 respecto a la KM71H ANCUT 1 CP.
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La concentracion de proteina total soluble la cepa KM71H ANCUT 1 CP es 1.77 veces

mayor en comparacion con la cepa X33 ANCUT 1.

Tabla 7. Comparacioén de las cepas KM71H ANCUT 1 CP y X33 ANCUT 1, respecto a la cantidad
de inductor.

Metanol 0.5% Metanol 1.5% Metanol 3.0%
KM71H X33 KM71H X33 KM71H X33
ANCUT1CP ANCUT1 ANCUT1CP ANCUT1 ANCUT 1 ANCUT 1
CP
Actividad 188 205+15 80+2 658176 8017 959+140
volumétrica 11
(U/mL)
Densidad 7.78% 19+1 8.19+ 2042 5.19+ 20+2
Optica 0.24 1.4 0.17
Proteina 0.181 0.101 0.150 0.102 0.154 0.102
(mg/mL) +0.005 +0.011 +0.007 +0.062 +0.004 +0.203
Actividad 1037 2475 535 6476 523 9423
especifica £33 +165 41 +123 +70 +688
(U/mg
proteina)
Qp (U/Lh) 3917 4271 1667 13708 1667 19979
121 +313 +42 +1583 +146 +2917

Datos de las 48 h de induccion con una D.O. = 1 en todos los casos.

Nota: Los datos correspondientes a la cepa X33 ANCUT 1 fueron tomados de Castro (2017).
Ambas cepas se trabaron bajo la misma metodologia y condiciones

® Comparaciéon de la cepa P. pastoris KM71H ANCUT 3 CP respecto a cepa X33
ANCUT 3

En la Tabla 7 se puede observar que el crecimiento es mayor en todas las concentraciones
de inductor en la cepa X33 en comparacion con la cepa KM71H, esto se puede deber a
que la cepa KM71H pertenece al fenotipo Mut®, el cual se caracteriza por tener un
crecimiento lento en metanol debido a su dependencia del gen AOX2 para la alcohol
oxidasa, que es transcripcionalmente mas débil en comparacién con el gen AOX1 (Higgins

y Cregg, 1998), por lo que la sintesis de la proteina es mas lenta, dando como resultado
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mayor tiempo para que las cadenas de péptidos nacientes se plieguen correctamente. Por
otro lado, Looser et al., 2015 establece que, al tener una tasa de crecimiento menor, el
fenotipo Mut® respecto al Mut®, su crecimiento no acelera tan rapido por lo tanto su empleo

a gran escala resulta mas sencillo.

En la cepa KM71H ANCUT 3 CP se puede apreciar que los valores mas altos se obtienen
con una concentracion de 1.5% de metanol a diferencia de la cepa X33 ANCUT 3, en
donde los valores mas elevados se obtienen en una concentracion de 0.5%. Lo anterior se
puede atribuir a que cepas Mut® son mas sensibles a altas concentraciones de metanol
residual por lo cual la concentracion de metanol debe estar controlada (Higgins y Cregg,
1998) ya que se puede presentar la acumulacién de formaldehido y peréxido de hidrogeno,
los cuales incrementan el estrés oxidativo comprometiendo la viabilidad de la célula (Ping
et al., 2016).

Considerando las concentraciones en las que se presentan los mayores valores (1.5%
para la cepa KM71H ANCUT 3 y 0.5% para la cepa X33 ANCUT 3). La actividad
volumétrica de la cepa X33 ANCUT 3 resulta ser 3.1 veces mayor que la cepa KM71H
ANCUT 3 CP, lo mismo ocurre en la productividad volumétrica. En el caso de la biomasa
presente la cepa X33 ANCUT 3 presenta un valor 3.20 veces que el obtenido por la cepa
KM71H ANCUT 3, asi mismo la concentracion de proteina y la actividad volumétrica es
1.98 y 1.57 veces mayor para la cepa X33 ANCUT 3 respecto a la cepa KM71H ACNUT 3
CP. Higgins y Cregg (1998) establecen que las cepas Mut® al tener una tasa de
crecimiento mas rapida en comparacion a los otros fenotipos, su produccién de proteinas
heter6logas es mas rapida; esto se observa en la Tabla 7 ya que la cepa X33 ANCUT 3
presenta, en todas las concentraciones de metanol, valores mas altos de biomasa y

concentracion de proteina en comparaciéon a la cepa KMH71 ANCUT3.
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Tabla 8. Comparacién de las cepas KM71H ANCUT 3 CP y X33 ANCUT 3, respecto a la cantidad

de inductor.
Metanol 0.5% Metanol 1.5% Metanol 2.0%
KM71H X33 KM71H X33 KM71H X33
ANCUT 3 ANCUT 3 ANCUT 3 ANCUT 3 ANCUT 3 ANCUT 3
CP CP CP
Actividad 131 635+4 204 505+6 189 2789
volumétrica 18 +10 +12
(U/mL)
Densidad 8.9+ 39.03% 12.2+ 34.4+ 10.90+ 37.5+
optica 1.6 0.05 0.1 0.04 0.3 0.07
Proteina 0.099 0.184 0.093 0.097 0.104 0.131
(mg/mL) +0.005 +0.003 +0.004 +0.008 +0.004 + 0.005
Actividad 1261 3438 2184 5223 1721 2129
especifica +58 +44 +48 +44 +172 +12
(U/mg
proteina)
Qp (U/Lh) 2729 13229 4250 10521 3625 5167
+167 +83 +208 +125 +250 +188

Datos de las 48 h de induccion con una D.O. = 1 en todos los casos.

Nota: Los datos correspondientes a la cepa X33 ANCUT 3 fueron tomados de Lovera y Torres

(2019). Ambas cepas se trabaron bajo la misma metodologia y condiciones.

De manera general se puede observar en las tablas 6 y 7, que las cepas X33 presentan
valores superiores a los obtenidos en las cepas KM71H CP. Tebricamente se esperarian
valores superiores en las cepas con optimizacion de codones, ya que esta es una técnica
empleada para incrementar el nivel de expresion de proteinas heterélogas (Rong et al.,
2014); sin embargo ambas cepas poseen un fenotipo distinto y contienen diferentes
vectores de expresion, y/o factores determinantes en la expresion de proteinas heterélogas
en P. pastoris (Ahmad et al., 2014).
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® Comparacion de la cepa P. pastoris KM71H ANCUT 1 CP y KM71H ANCUT 3 CP
respeto a las cepas X33 ANCUT 1 CP y X33 ANCUT 3 CP

En la Tabla 8 se puede observar que para la cutinasa 1 (ANCUT 1), la cepa X33 CP
comparada con KM71H CP presenta valores de actividad volumétrica, densidad Optica,
actividad especifica y productividad 1.76, 1.17, 2.29 y 1.76 veces mayores
respectivamente. La mayor presencia de biomasa en la cepa X33 CP, en comparacion a la
cepa KM71H1 CP, se debe a que esta pertenece al fenotipo Mut”, la cual tiene una mayor
tasa de crecimiento en al fenotipo Mut®. Para aumentar el crecimiento celular en una cepa
del tipo Mut® Pedro et al., 2015 establece que una alimentacién mixta (glicerol-metanol) es
comunmente empleada en la fase de induccion ya que el glicerol es empleado como el
sustrato para el crecimiento celular y el metanol para la produccion de la proteina
heterdloga a diferencia de una cepa Mut® en donde el metanol es empleado como fuente
de energia y produccion de la proteina heter6loga. Asi mismo el uso de cultivos mixtos
para las cepas Mut® es empleado para incrementar la productividad, por lo que un cultivo
con estas caracteristicas podria ayudar a incrementar los valores, sin embargo, se tiene
que considerar que un exceso en la concentracion de glicerol reprime al promotor AOX, lo
que resultaria en una menor productividad. La cepa Mut® presenta una mayor acumulacion
de metanol en el medio en comparacién a la cepa Mut® correlacionandose con la cantidad
de biomasa presente; ya que la cepa Mut® presenta valores de biomasa mayores a los
obtenidos en la cepa Mut® (Pedro et al., 2015). Se puede asumir entonces que el metanol
suministrado en la cepa Mut® es empleado mas eficientemente en la produccion de

biomasa en comparacion a la cepa Mut®.

La cepa KM71H CP presenta valores més elevados en comparacion a la cepa X33 CP
para la cutinasa 3 (ANCUT 3) en los parametros de actividad volumétrica, concentraciéon de
proteina y productividad siendo mayor 1.25, 1.23 y 1.25 veces respectivamente. Esto se
puede deber a que la cepa X33 CP se tratd con las condiciones éptimas para las cepas
KM71H CP, siendo que las cepas Mut® son mas sensibles a altas concentraciones de
metanol residual. Es posible que la concentracion de inductor empleada fue mayor a la

requerida y conducir a una muerte celular y a la pérdida de la actividad del gen AOX o, por
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el contrario, fue menor la concentracion e insuficiente para iniciar la transcripcion (Pedro et
al., 2015).

Respecto a la biomasa presente, la cepa X33 CP presenta valor 1.69 veces mayor
respecto a la cepa KM71H ANCUT 3 CP debido a que esta cepa pertenece al fenotipo
Mut®, las cuales crecen lentamente en metanol debido a su dependencia del gen AOX2
para la alcohol oxidasa. Esto mismo lo corrobora Ping y colaboradores (2016) ya que
realizaron la comparacion de las condiciones Optimas de temperatura, concentracion de
inductor y estrategia de alimentacion, para la expresion de la enzima hTopol en las cepas
Mut® (KM71H) y Mut® (X33), demostrando que la cepa Mut® expresa y secreta niveles mas
altos de la proteina heter6loga en comparacion a la cepa Mut®. Uno de los puntos que
abordan es que las cepas Mut® requieren un menor tiempo de incubacién para producir un
alto nivel de biomasa en comparacién con la cepa Mut®. Sin embargo, en la optimizacion
de la temperatura y concentracion del inductor se puede apreciar que no existe una
aparente relacion, ya que el tiempo en que se tiene la mayor cantidad de biomasa no
corresponde con el de mayor cantidad de proteina para la cepa Mut®. Asi mismo,
determinaron que la temperatura, concentracion de inductor y estrategia de alimentacion
Optimas resultaron ser las mismas paras ambas cepas. Un factor por considerar también
es el tiempo de cultivo, ya que de manera general los valores mas altos de densidad y

proteina no resultan ser los mismos para ambas cepas.
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Tabla 9. Comparacién de las cepas KM71H ANCUT 1 CP y KM71H ANCUT 3 CP respecto a las
cepas X33 ANCUT 1 CP y X33 ANCUT 3 CP.

KM71H X33 KM71H X33
ANCUT1CP ANCUT1CP ANCUT3CP ANCUT 3 CP
Actividad 188 331 189 151
volumétrica +10 +8 16 18
(U/mL)
Densidad 8.06 9.42 8.99 15.19
optica +0.16 +0.58 +0.66 +0.87
Proteina 0.153 0.117 0.147 0.145
(mg/mL) t * * +
0.010 0.005 0.002 0.002
Actividad 1237 2831 1281 1043
especifica +145 +144 +36 61
(U/mg
proteina)
Qp (U/Lh) 3917 6896 3938 3146
+208 +167 1125 +167

Nota: Las concentraciones de indculo e inductor empleadas en la induccién de las cepas X33
ANCUT 1 CP y X33 ANCUT 3 CP son aquellas en las que observé una mayor produccion de
proteina, crecimiento (considerado como densidad éptica) y actividad volumétrica para las cepas
KM71H ANCUT 1 CP y ANCUT 3 CP. Datos de las 48 horas de induccion.

Respecto a la comparacion realizada por medio de geles SDS-PAGE, se puede observar
en la Figura 16 que las cepas KM71H ANCUT 1 CP y KM71H ANCUT 3 CP cuentan con la
presencia de 4 bandas de actividad en el zimograma con distinto peso molecular. Como se
dijo en el caso anterior, podria deberse a diferencias en patrén de glicosilacion. Para X33
ANCUT 1 CP se puede apreciar la presencia de 3 bandas de actividad y para la cepa X33
ANCUT 3 CP se aprecian 2 bandas. Como se puede ver en la Imagen 5, las bandas
correspondientes a las cepas KM71H ANCUT 1 CP y KM71H ANCUT 3 CP presentan
bandas muy similares entre si a diferencia de las cepas X33. Todas las cepas presentan
una banda con un peso molecular muy similar, 21.6 kDa para la cepa KM71H ANCUT 1
CP, 21.5 kDa para la cepa KM71H ANCUT 3 CP, 23.1 kDa para la cepa X33 ANCUT 1 CP
y 22.3 kDa para la cepa X33 ANCUT CP esto puede deberse a que la ocupacion de los
sitios de O-glicosilacion y N-glicosilacion pueden variar dependiendo de las células que
expresan la proteina. Kangwa et al., 2018 establecen que diversas formas de glucanos

pueden afectar factores como la secrecion, actividad y conformacion de las proteinas. Asi
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mismo, esta modificacion puede ser ventajosa o0 no, ya que esta adicion permite modificar

las propiendas fisicoquimicas de la proteina, la solubilidad, viscosidad y termorresistencia.

El peso molecular tedrico de las cutinasas ANCUT 1 y ANCUT 3 se determiné a partir de
su secuencia de aminoacidos por medio del servidor Protein Molecular Weight (Sequence
Manipulation Suite), obteniéndose valores de 20.69 kDa y 21.39 kDa respectivamente.
Considerando la banda mas cercana al peso molecular obtenido tedricamente; la cutinasa
ANCUT 1 de la cepa KM71H CP y X33 CP experimentalmente presentan una banda con
un peso de 21.6 y 19.0 kDa, teniendo una diferencia de 0.91 kDa y 1.69 kDa
respetivamente respecto a lo obtenido de la secuencia de aminoécidos. En caso de la
cutinasa ANCUT 3, la cepa KM71H y X33 (ambas CP) presentan una banda con un peso
de 21.5 y 22.3 kDa, teniendo una diferencia de 0.11 kDa y 0.70 kDa respetivamente. La
diferencia entre los pesos moleculares obtenidos experimentalmente y los obtenidos
tedricamente se puede atribuir a que el peso molecular teérico corresponde al peso de la

enzima sin modificaciones.

De manera general se debe tener en cuenta que se tratan de diferentes tipos de cepas y
que las cepas X33 CP se trataron con las condiciones éptimas para las cepas KM71H CP,
por lo cual se tendria que determinar las concentraciones tanto de inductor como de
in6culo 6ptimas para las cepas X33 ANCUT 1 CP y ANCUT 3 CP.
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Figura 16. Perfil de proteinas (lado izquierdo) de las cepas KM71H ANCUT 1 CP y KM71H ANCUT
3 CP y zimograma (lado derecho) de las cutinasas provenientes de las cepas KM71H ANCUT 1,
KM71H ANCUT 3, X33 ANCUT 1 y X33 ANCUT 3 (todas CP) con sus respectivos pesos
moleculares. Se muestra el estandar empleado (Est), el perfil de proteinas correspondiente a la
muestra del sobrenadante ultrafiltrado de la cepa KM71H ANCUT 1 CP (PKAl), el perfil de
proteinas correspondiente a la muestra del sobrenadante ultrafiltrado de la cepa KM71H ANCUT 3
CP (PKA3), el zimograma correspondiente a la muestra del sobrenadante ultrafiltrado de la cepa
KM71H ANCUT 1 CP (ZKA1), el perfil de proteinas correspondiente a la muestra del sobrenadante
ultrafiltrado de la cepa KM71H ANCUT 3 CP (ZKA3) y los zimogramas correspondientes a las
muestras de los sobrenadantes de las cepas X33 ANCUT 1 CP (ZXAl) y X33 ANCUT 3 (ZXA3)
CP.
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5.Conclusiones

e La concentracion optima de inductor y de inéculo es la correspondiente a 0.5% para
el caso de la cepa KH71H ANCUT 1 CP. Por lo cual se cumple la hipotesis
establecida de acuerdo a la concentracion de metanol, sin embargo no se cumple lo

esperado respecto a la concentracion de inéculo.

e La concentracion Optima de inductor resultd ser la correspondiente a 1.5% para el
caso de la cepa KH71H ANCUT 3 CP y 2.0% la concentracion Optima de in6culo.
Por lo cual no se cumple la hipétesis establecida de acuerdo a la concentracion de

metanol, pero si se cumple respecto a la concentraciéon de inéculo.

e Se corroboré en zimogramas la presencia de las cutinasas ANCUT 1 CP y ANCUT
3 CP. Aunque lo los perfiles de proteinas para cada cepa muestran los pesos
esperados tambien se presentan varias bandas con pesos moleculares cercanos,

probablemente debido a glicosilaciones, predichas bioinformaticamente.

e Los patrones de pesos moleculares difieren entre las cepas Mut® (X33) y las cepas
Mut® (KM71H) .

e La cepa KM71H ANCUT 3 CP presenta una mayor produccion de biomasa,
actividad volumétrica, actividad especifica y productividad volumétrica respecto a la
cepa KM71H ANCUT 1 CP (considerando la concentran Optima de inductor e
in6culo en cada caso), lo que implica que la secuencia de la proteina de interés

afecta la expresion del gene.

e De manera general se determind que las cepas Mut® (X33) tienen una mayor
produccion de biomasa en comparacién a la cepa Mut® (KM71H). Sin embargo, la
produccion y actividad de la proteina heteréloga dependera de la naturaleza de esta
(si corresponde a la cutinasa ANCUT 1 0 3) y de la cantidad de inductor empleada

para su expresion en el medio de cultivo.
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6. Perspectivas

Evaluar otros parametros del cultivo para optimizar la produccidon de las cutinasas
por las cepas KM71H ANCUT 1 CP y KM71H ANCUT 3 CP.

En el caso de la produccion de proteasas, las cuales pueden influir en la protedlisis
de las proteinas recombinantes generas en P. pastoris, Macauley et al. (2005)
establece que algunas técnicas para evitar y/o disminuir la produccion de este tipo
de proteinas con son un ajuste de pH y te temperatura. Por lo tanto, para futuros
ensayos se propone evaluar el efecto que tienen estos parametros en la produccion

de la proteina recombinante y en la produccion de proteasas.
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Anexos

Anexo |. Confeccion de banco celular de trabajo.

A partir de una colonia aislada de la cepa KM71H ANCUT 1 CP o ANCUT 3 CP se inoculo
una asada en 25 mL de medio YPD con zeocina (100 ug/mL) y se incubé a 29°C, 300 rpm
durante 24 horas en un matraz Erlenmeyer de 250 mL en la incubadora Innova 40 marca
New-Brunswick, hasta alcanzar una densidad optica (A 600 nm) aproximada de 3-8, se
centrifugd el cultivo a 8000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente, para desechar
el sobrenadante, y el pellet resultante se suspendié en 2 mL de medio YPD-Glicerol (15%
v/v), posteriormente se tomaron alicuotas de 200 uL en viales Eppendorf de 0.6 mL y se

guardaron a -70° C.

Anexo Il. Preparacion de soluciones Ay B

e Solucion A: Se pesaron 10 mg de a-Naftil acetato, se disolvieron en 2.5 mL de
acetona y se llevaron a un volumen de 25 mL con amortiguador de fosfatos 50 mM a
pH 7.

e Solucion B. Se pesaron 10 mg de Fast Red TR, se agregaron 10 pyL de Tritén X-100
y se llevaron a un volumen de 10 mL con amortiguador de fosfatos 50 mM a pH 7.
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Anexo lll. Curva de calibracion de albumina sérica bovina. Empleada para la

determinacion de proteina total soluble por de método de Bradford
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Célculo para determinar la concentracién de proteina

Considerando la ecuacion de la regresion lineal de la curva de calibracion:
y=0.0683x-0.0081

Donde:
X= Concentracion de proteina en pg/mL

Y= Absorbancia de la muestra a A=595 nm

Se realiza un despeje de X, para obtener la siguiente ecuacion:

(Abs + 0.0081

m) (Factor de dilucién) = Concentracion de proteina en pg/mL
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Anexo IV. Célculo de actividad especifica y productividad

e Actividad especifica

U
Actividad volumétrica mL . o )
( — - ) = - = Actividad especifica en U/mg proteina
Concentracion de proteina mg proteina
mL

e Productividad volumétrica

(Actividad volumétrica) _ < U ) <1000 mL) < 1

U _ . . %
L X 48 hirs o L 18 hrs) Productividad volumétrica en U/L X h

Anexo V. Analisis estadistico empleado

e Analisis estadistico del efecto sobre la produccién de biomasa, proteina y actividad

volumétrica a diferentes concentraciones de metanol (cepa KM71H ANCUT 1)

Tiempo 0

e Densidad Optica
ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.01156107 4 0.00289027 1.36505038 0.3131548 3.47804969
Dentro de los
grupos 0.02117333 10 0.00211733
Total 0.0327344 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc<F Por lo tanto no existe una diferencia significativa entre los

tratamientos.
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F

Entre grupos 657.509206 4 164.377301 34.043516 8.4783E-06 3.47804969
Dentro de los
grupos 48.2844666 10 4.82844666
Total 705.793673 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

e Concentracion de proteina

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.00077498 4 0.00019375 4.91489092 0.01879649 3.47804969
Dentro de los
grupos 0.0003942 10 0.00003942
Total 0.00116918 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 273737.022 4 68434.2556 20.6188329 8.0725E-05 3.47804969
Dentro de los
grupos 33190.1693 10 3319.01693
Total 306927.192 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

Tiempo 24 horas

e Densidad 6ptica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Origen de las Sumade Gradosde delos Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 4.60964 4  1.15241 23.918846 4.1938E-05 3.47804969
Dentro de los
grupos 0.4818 10 0.04818
Total 5.09144 14
Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 16735.4804 4 4183.8701 118.880642 2.1857E-08 3.47804969
Dentro de los
grupos 351.938721 10 35.1938721
Total 17087.4191 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

e Concentraciéon de proteina

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.0054717 4 0.00136792 11.7508504 0.00085115 3.47804969
Dentro de los
grupos 0.00116411 10 0.00011641
Total 0.0066358 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

93



e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 2033511.91 4 508377.976 82.3314708 1.301E-07 3.47804969
Dentro de los
grupos 61747.7098 10 6174.77098
Total 2095259.62 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

Tiempo 48 horas

e Densidad o6ptica
ANALISIS DE VARIANZA

Origendelas Sumade Gradosde Promedio de los Valor critico
variaciones  cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 21.36184 4 5.34046 11.1631689 0.00104291 3.47804969

Dentro de los
grupos 4,784 10 0.4784
Total 26.14584 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 38201.0831 4 9550.27079 454.825892 2.9157E-11 3.47804969
Dentro de los
grupos 209.97641 10 20.997641
Total 38411.0596 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

e Concentraciéon de proteina

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.00202405 4 0.00050601 9.89774535 0.00166433 3.47804969
Dentro de los
grupos 0.00051124 10 5.1124E-05
Total 0.00253529 14
Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 1046865.23 4 261716.308 84.4094678 1.1534E-07 3.47804969
Dentro de los
grupos 31005.563 10 3100.5563
Total 1077870.79 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

Tiempo 72 horas

e Densidad o6ptica
ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 134.323707 4 33.5809267 62.6572171 4.8298E-07 3.47804969
Dentro de los
grupos 5.35946667 10 0.53594667
Total 139.683173 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 17511.5614 4 4377.89034 140.478262 9.6633E-09 3.47804969
Dentro de los
grupos 311.641836 10 31.1641836
Total 17823.2032 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

e Concentraciéon de proteina

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.03516246 4 0.00879062 65.7527451 3.8352E-07 3.47804969
Dentro de los
grupos 0.00133692 10 0.00013369
Total 0.03649938 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 136791.269 4 34197.8172 34.4017353 8.0794E-06 3.47804969
Dentro de los
grupos 9940.72447 10 994.072447
Total 146731.993 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

e Andlisis estadistico del efecto sobre la produccién de biomasa, proteina y
actividad volumétrica a diferentes concentraciones de metanol (cepa KM71H
ANCUT 3)

Tiempo 0

e Densidad o6ptica
ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.06610507 4 0.01652627 1.43693339 0.29168825 3.47804969
Dentro de los
grupos 0.11501067 10 0.01150107
Total 0.18111573 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc<F Por lo tanto no existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 706.184603 4 176.546151 2.18915575 0.14362438 3.47804969
Dentro de los
grupos 806.4577 10 80.64577
Total 1512.6423 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc<F Por lo tanto no existe una diferencia significativa entre los tratamientos

e Concentracion de proteina

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Sumade Gradosde delos Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F

2.6362E-

Entre grupos 0.00010545 4 05 0.68611198 0.61769407 3.47804969
Dentro de los 3.8423E-
grupos 0.00038423 10 05

Total 0.00048968 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc<F Por lo tanto no existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 615186.61 4 153796.652 2.78081497 0.08638805 3.47804969
Dentro de los
grupos 553063.235 10 55306.3235
Total 1168249.85 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc<F Por lo tanto no existe una diferencia significativa entre los tratamientos

Tiempo 24 horas

e Densidad 6ptica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 10.27724 4 2.56931 4.56657977 0.02344812 3.47804969
Dentro de los
grupos 5.62633333 10 0.56263333
Total 15.9035733 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 20812.9159 4 5203.22898 77.9983775 1.6886E-07 3.47804969
Dentro de los
grupos 667.094515 10 66.7094515
Total 21480.0104 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

e Concentracion de proteina

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.00305913 4 0.00076478 9.44096699 0.00199245 3.47804969
Dentro de los
grupos 0.00081007 10 8.1007E-05
Total 0.0038692 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 1596213.48 4 399053.369 15.1346823 0.00030298 3.47804969
Dentro de los
grupos 263668.151 10 26366.8151
Total 1859881.63 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

Tiempo 48 horas

e Densidad 6ptica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 69.7982933 4 17.4495733 12.6855553 0.00062605 3.47804969
Dentro de los
grupos 13.7554667 10 1.37554667
Total 83.55376 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F

Entre grupos 15121.5856 4 3780.3964 35.020022 7.4426E-06 3.47804969
Dentro de los
grupos 1079.49573 10 107.949573
Total 16201.0813 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

e Concentracion de proteina

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Sumade Gradosde delos Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F

5.5895E-

Entre grupos 0.00022358 4 05 1.71579225 0.22256494 3.47804969
Dentro de los 3.2577E-
grupos 0.00032577 10 05

Total 0.00054935 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc<F Por lo tanto no existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 1973472.92 4 493368.229 21.2265041 0.00013239 3.63308851
Dentro de los
grupos 209187.252 9 23243.028
Total 2182660.17 13

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

Tiempo 72 horas

e Densidad 6ptica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Origen de las Sumade Gradosde delos Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F

Entre grupos 239.0928 4  59.7732 276.292872 3.4529E-10 3.47804969
Dentro de los
grupos 2.1634 10 0.21634
Total 241.2562 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 22138.0506 4 5534.51264 53.2995404 1.0427E-06 3.47804969
Dentro de los
grupos 1038.37906 10 103.837906
Total 23176.4296 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

e Concentracion de proteina

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.00295178 4 0.00073795 6.74255147 0.00672923 3.47804969
Dentro de los
grupos 0.00109446 10 0.00010945
Total 0.00404624 14

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 1390668.75 4 347667.189 18.6207031 0.00022242 3.63308851
Dentro de los
grupos 168039.02 9 18671.0022
Total 1558707.77 13

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

e Andlisis estadistico del efecto sobre la producciéon de biomasa, proteina y
actividad volumétrica en diferentes concentraciones indculo, considerando
una concentracion de metanol de 0.5% (cepa KM71H ANCUT 1).

Tiempo 0

e Densidad 6ptica

Grados Promedio

Origen de las Suma de de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 142.723425 5 28.544685 258.038956 8.8734E-12 3.10587524

Dentro de los
grupos 1.32745933 12 0.11062161
Total 144.050885 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 1187.81 5 237.562001 17.8865243 3.4248E-05 3.10587524
Dentro de los
grupos 159.379428 12 13.281619
Total 1347.18943 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

e Concentracion de proteina

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.00886195 5 0.00177239 13.6381388 0.00013404 3.10587524
Dentro de los
grupos 0.0015595 12 0.00012996
Total 0.01042145 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 138213.191 5 27642.6383 3.86734779 0.02550453 3.10587524
Dentro de los
grupos 85772.389 12 7147.69909
Total 223985.58 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

Tiempo 24 horas

e Densidad 6ptica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 242.701961 5 48.5403922 649.949461 3.6187E-14 3.10587524
Dentro de los
grupos 0.8962 12 0.07468333
Total 243.598161 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 24498.6723 5 4899.73446 63.5214915 3.256E-08 3.10587524
Dentro de los
grupos 925.620796 12 77.1350664
Total 25424.2931 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

e Concentracion de proteina

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.05627199 5 0.0112544 43.5159596 2.7916E-07 3.10587524
Dentro de los
grupos 0.00310352 12 0.00025863
Total 0.05937551 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F

Entre grupos 1813253.83 5 362650.765 10.755054 0.00041906 3.10587524
Dentro de los
grupos 404629.227 12 33719.1022
Total 2217883.05 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

Tiempo 48 horas

e Densidad o6ptica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 147.463244 5 29.4926489 56.7524059 6.203E-08 3.10587524
Dentro de los
grupos 6.23606667 12 0.51967222
Total 153.699311 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F

Entre grupos 25634.9911 5 5126.99822 73.700287 1.3846E-08 3.10587524
Dentro de los
grupos 834.786147 12 69.5655123
Total 26469.7773 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

e Concentracion de proteina

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F

Entre grupos 0.07702278 5 0.01540456 148.52955 2.3222E-10 3.10587524
Dentro de los
grupos 0.00124456 12 0.00010371
Total 0.07826734 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 1584179.74 5 316835.947 28.2751113 3.0309E-06 3.10587524
Dentro de los
grupos 134465.655 12 11205.4713
Total 1718645.39 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

Tiempo 72 horas

e Densidad o6ptica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 131.509983 5 26.3019967 22.3281977 1.0759E-05 3.10587524
Dentro de los
grupos 14.1356667 12 1.17797222
Total 145.64565 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 33572.5477 5 6714.50953 54.8876735 7.5043E-08 3.10587524
Dentro de los
grupos 1467.98196 12 122.33183
Total 35040.5296 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

e Concentraciéon de proteina

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.16155613 5 0.03231123 92.6783272 3.6708E-09 3.10587524
Dentro de los
grupos 0.00418366 12 0.00034864
Total 0.16573979 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos
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e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 1131508.93 5 226301.786 16.8828342 4.6028E-05 3.10587524
Dentro de los
grupos 160851.039 12 13404.2532
Total 1292359.97 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los tratamientos

e Andlisis estadistico del efecto sobre la produccion de biomasa, proteina y
actividad volumétrica en diferentes concentraciones indculo, considerando
una concentracién de metanol de 1.5% (cepa KM71H ANCUT 3).

Tiempo 0

e Densidad o6ptica

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Promedio
las Suma de Grados de de los Probabilida  Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc d para F
82.016367 16.403273 2800.7600
Entre grupos 6 5 5 3 5.7694E-18 3.10587524
Dentro de 0.0702806 0.0058567
los grupos 7 12 2
82.086648
Total 3 17
Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que Ft Ho se rechaza

Dictamen: Fc>Ft  Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los
tratamientos
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 1311.28406 5 262.256811 28.3624108 2.9806E-06 3.10587524
Dentro de los
grupos 110.959599 12 9.24663326
Total 1422.24366 17
Total 5220.68052 20

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que F Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los

tratamientos

e Concentraciéon de proteina
ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.00886195 5 0.00177239 13.6381388 0.00013404 3.10587524
Dentro de los
grupos 0.0015595 12 0.00012996
Total 0.01042145 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que F Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los

tratamientos
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e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 273306.284 5 54661.2568 18.5980598 2.8009E-05 3.10587524
Dentro de los
grupos 35269.0059 12 2939.08382
Total 308575.29 17
Ho: No existe diferencia entre tratamientos
Si Fc es mayor que F Ho se rechaza
Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los
tratamientos
Tiempo 24 horas
e Densidad Optica
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 130.909867 5 26.1819733 184.344033 6.4983E-11 3.10587524
Dentro de los
grupos 1.70433333 12 0.14202778
Total 132.6142 17
Ho: No existe diferencia entre tratamientos
Si Fc es mayor que F Ho se rechaza
Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los

tratamientos
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 23352.8916 5 4670.57832 146.934188 2.4746E-10 3.10587524
Dentro de los
grupos 381.442472 12 31.7868727
Total 23734.3341 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que F Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los

tratamientos

e Concentraciéon de proteina
ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.05627199 5 0.0112544 43.5159596 2.7916E-07 3.10587524
Dentro de los
grupos 0.00310352 12 0.00025863
Total 0.05937551 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que F Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los

tratamientos

117



e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 3253562.13 5 650712.425 106.931901 1.5946E-09 3.10587524
Dentro de los
grupos 73023.5692 12 6085.29743
Total 3326585.69 17
Ho: No existe diferencia entre tratamientos
Si Fc es mayor que F Ho se rechaza
Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los
tratamientos
Tiempo 48 horas
e Densidad 6ptica
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 121.098778 5 24.2197556 43.4790362  2.805E-07 3.10587524
Dentro de los
grupos 6.68453333 12 0.55704444
Total 127.783311 17
Ho: No existe diferencia entre tratamientos
Si Fc es mayor que F Ho se rechaza
Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los

tratamientos
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.07702278 5 0.01540456 148.52955 2.3222E-10 3.10587524
Dentro de los
grupos 0.00124456 12 0.00010371
Total 0.07826734 17
Ho: No existe diferencia entre tratamientos
Si Fc es mayor que F Ho se rechaza
Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los
tratamientos
e Concentraciéon de proteina
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.00483782 5 0.00096756 35.6676278 8.4719E-07 3.10587524
Dentro de los
grupos 0.00032553 12 2.7127E-05
Total 0.00516335 17
Ho: No existe diferencia entre tratamientos
Si Fc es mayor que F Ho se rechaza
Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los

tratamientos
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e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 699864.704 5 139972.941 25.1372816 5.7202E-06 3.10587524
Dentro de los
grupos 66820.0847 12 5568.34039
Total 766684.789 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que F Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los

tratamientos

Tiempo 72 horas

e Densidad Optica
ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados Fc Probabilidad para F

Entre grupos 205.309067 5 41.0618133 67.899447 2.2204E-08 3.10587524
Dentro de los
grupos 7.25693333 12 0.60474444
Total 212.566 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que F Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los

tratamientos
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e Actividad volumétrica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 5758.50323 5 1151.70065 31.1259086 1.7946E-06 3.10587524
Dentro de los
grupos 444.016203 12 37.0013502
Total 6202.51943 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que F Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los

tratamientos

e Concentraciéon de proteina
ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Sumade Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 0.16155613 5 0.03231123 92.6783272 3.6708E-09 3.10587524
Dentro de los
grupos 0.00418366 12 0.00034864
Total 0.16573979 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que F Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los

tratamientos

121



e Actividad especifica

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio

Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico

variaciones cuadrados  libertad  cuadrados Fc Probabilidad para F
Entre grupos 373102.04 5 74620.408 22.8853457 9.4412E-06 3.10587524
Dentro de los
grupos 39127.4359 12 3260.61966
Total 412229.476 17

Ho: No existe diferencia entre tratamientos

Si Fc es mayor que F Ho se rechaza

Dictamen: Fc>F Por lo tanto existe una diferencia significativa entre los

tratamientos.

Anexo VI. Composicion y preparacion de medios empleados

e Medio YPDA (Extracto de levadura, peptona, dextrosa y agar)

Componente Cantidad empleada (g/100 mL de medio)
Extracto de levadura \ 1
Peptona \ 2
Dextrosa \ 2
Agar ‘ 2

Método de preparacion:

1. Disolver 1 g de extracto de levadura, 2 g de peptona, 2 g de dextrosa y 2 g de agar en 80 mL
de agua destilada.

2. Calentar el medio con frecuente agitacién para una obtener una completa disolucion del
agar.

3. Aforar el medio hasta 100 mL.

4. Esterilizar por autoclave (121° C, 15 minutos y 15 Psi)

Se almacena a 4°C ya que bajo estas condiciones tiene una vida util de varios meses.
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e Medio YPD (Extracto de levadura, peptona, dextrosa)

Componente Cantidad empleada (g/100 mL de medio)
Extracto de levadura 1
Peptona \ 2
Dextrosa \ 2

Método de preparacion:

1. Disolver todos los componentes del medio en 80 mL de agua destilada.
2. Aforar el medio hasta 100 mL.
3. Esterilizar por autoclave (121° C, 15 minutos y 15 Psi)

Se almacena a temperatura ambiente o a 4°C; bajo estas condiciones tiene una vida util de varios
meses.

e Medio YPD+Zeocina

Componente Cantidad empleada (g/100 mL de medio)
Extracto de levadura \ 1
Peptona \ 2
Dextrosa 2

Zeocina (100 mg/mL) 0.1 mL

Método de preparacion:

Disolver el extracto de levadura, peptona y dextrosa en 80 mL de agua destilada.
Aforar el medio hasta 100 mL.
Esterilizar por autoclave (121° C, 15 minutos y 15 Psi)

B wnNPE

Enfrie la solucion aproximadamente a 60 ° C y agregue la cantidad de Zeocina
correspondiente Nota: esta adiciéon se tiene que realizar en condiciones estériles y en
ausencia de luz.

Su almacenamiento tiene que ser en condiciones de ausencia de luz y a 4°C. Una vez preparado
el medio este tiene una vida util de dos semanas.
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e Medio YP (Extracto de levadura, peptona)

Componente Cantidad empleada (g/100 mL de medio)
Extracto de levadura \ 1
Peptona 2

Método de preparacion:

1. Disolver los componentes del medio en 80 mL de agua destilada.

2. Aforar el medio hasta 100 mL.
3. Esterilizar por autoclave (121° C, 15 minutos y 15 Psi)

Se almacena a temperatura ambiente o a 4°C; bajo estas condiciones tiene una vida util de varios

meses.

e Medio BMGY (Amortiguadored Glycerol-complex Medium)

Componente Concentracion de  Concentracion final de Cantidad empleada de
solucidn stock componente en el medio solucidén stock
(mL/100 mL de medio)
YP NA NA Hasta el aforo de 100 mL
Glicerol 10X 1% 10 mL
Biotina 500X 0.00004 % 200 puL
YNB 10X 1.34% 10 mL
Amortiguador de 1M 100mM 10 mL
potasio pH=6

Método de preparacion:

Realizar todos los componentes por separado (se pueden almacenar a una temperatura de 4°C) y
afadir las cantidades especificadas en el cuadro anterior en un ambiente estéril.

Todos los componentes del medio se pueden esterilizar por medio de la autoclave, sin embargo, el
YNB se esteriliza por filtracion.

Su almacenamiento es a una temperatura de 4°C; bajo estas condiciones tiene una vida util de dos

meses.
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e Medio BMMY (Amortiguadored Methanol-complex Medium)

Componente Concentracion de  Concentracion final de Cantidad empleada de
solucioén stock componente en el medio solucion stock
(mL/100 mL de medio)
YP NA NA Hasta el aforo de 100 mL
Biotina 500 X 0.00004 % 200 plL
YNB 10X 1.34 % 10 mL
Amortiguador de 1M 100 mM 10 mL
potasio pH 6
Metanol NA NA Dependiendo el ensayo
realizado
NA: No aplica.

Método de preparacion:

Preparar todos los componentes por separado (se pueden almacenar a una temperatura de 4°C) y
afadir las cantidades especificadas en el cuadro anterior en un ambiente estéril.

Todos los componentes del medio se pueden esterilizar en autoclave, excepto YNB, que se esteriliza
por filtracién. El metanol no requiere esterilizacion.

Su almacenamiento es a una temperatura de 4°C; bajo estas condiciones tiene una vida util de dos
meses.

Anexo VII. Analisis de las secuencias de los genes que codifican para las cutinasas
recombinantes ANCUT 1y ANCUT 3 por medio de los servidores ExPASy
(Bioinformatics Resource Portal), NetNGlyc 1.0 y NetOGlyc 4.0 Server (Technical
University of Denmark)

Cutinasa ANCUT 1
e Secuencia de acidos nucleicos que codifican para la cutinasa ANCUT 1

GAATTCATGAACCCAATTAGATTGGATCAAAGACAAATCACTGGTAACGAATTGAGAGATGGTTCTTGTCAT
GATGTTACTTTTATTTTCGCTAGAGGTTCTACTGAGTTGGGTTACTTGGGTTCTACTGTTGGTCCTGCTACTTG
TAACGTTTGAAGTTGAGAAAACCAGGTCAAGTTGCTTGTCAAGGTGTTGCTCCTGCTTACATCGCTGATTTGG
CTTCTAACTTTTTGCCACAAGGTACTAACCAAATCGCTATTAATGAGGCTAAGTCTTTGTTCGAGTTGGCTGCT
TCTAAGTGTCCTAACACTAAAATTGTTGCTGGTGGTTACTCTCAAGGTGCTGCTGTTATGCATGCTGCTATTTC
TACTTTGTCTTCTACTGTTCAAGATCAAATTAAGGGTGTTGTTTTGTTTGGAGATACTAGAAACAAACAAGAT
GGTGGTAGAATCCCAAACTTCCCTACTGATAAGACTAAGATCATCTGTGCTTTCGGAGATTTGGTTTGTGAAG
GTACTTTGGTTATTACTGCTGCTCACTTGTCTTATATTGATGATGTTCCAGATGCTGCTGATTTCTTGGTTGGT
AAATTGGCGGCCGC
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e Secuencia de aminodcidos establecida por el servidor ExXPASy-TRANSLATE (Bioinformatics
Resource Portal)

MNPIRLDQRQITGNELRDGSCHDVTFIFARGSTELGYLGSTVGPATCNVLKLRKPGQVACQGVAPAYIADLASNF
PQGTNQIAINEAKSLFELAASKCPNTKIVAGGYSQGAAVMHAAISTLSSTVQDQIKGVVLFGDTRNKQDGGRIPF
PTDKTKIICAFGDVCEGTLVITAAHLSYIDDVPDAADFLVGKL

e Resultados obtenidos para la determinacién de sitios potenciales de N-glicosilacion
(considerando el sequdn Asn-Xaa-Ser/Thr) y las posibles asparaginas glicosiladas que no se
encuentran en el sequdn Asn-Xaa-Ser/Thr por medio del servidor NetNGlyc 1.0 (Technical
University of Denmark)

Considerando el sequén Asn-Xaa-Ser/Thr

Posicion Aminoacidos vecinos a la Ans Potencial
No se encontraron sitios para la posible glicosilacion

Considerando las posibles Asn glicosiladas que no se encuentran en el sequén Asn-Xaa-Ser/Thr

Posicion Aminoacidos vecinos a la Ans Potencial

2 NPIR 0.7033
14 NELR 0.7479
48 NVLK 0.7358
74 NFLP 0.2069
81 NQIA 0.6148
86 NEAK 0.6848
101 NTKI 0.6610
142 NKQD 0.4373
151 NFPT 0.4813
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HetHGlyc 1.8: predicted H-glycosylation sites in Segquence

Threshold
Additional thresholds
Fotential

B.23 o

M-glycosylation potential

B T T T T T T T T T

8 =Ls) 4@ £a =Yl 1a8 128 148 16@ 128
Sequence position
Gréfico 17. Posibles N-glicosilaciones para la cutinasa ANCUT 1, considerando las Ans susceptibles a

glicosilacion.

e Resultados obtenidos para determinar sitios potenciales de O-glicosilacion por medio del
servidor NetOGlyc 4.0 Server (Technical University of Denmark)

Posicion Aminoacido Potencial

No se encontraron sitios para la posible glicosilacion

Cutinasa ANCUT 3
e Secuencia de acidos nucleicos que codifican para la cutinasa ANCUT 3

GAATTCATGACTCCATTGCCTTCTGATACTGATGTTTCTTTGGAAAGAAGACAATCTATGAACTCTAACGATTT
GGAGAAGGGAGATTGTAAGTCTGTTGCTTTTATTTTCGCTAGAGGTTCTACTGAAATTGGTAACATGGGTTTT
GTTGTTGGTCCAGGTGTTTGTTCTAATTTGAAGTCTACTTTGGGTTCTGATAAAGTTGCTTGTCAAGGTGTTG
GTGGTGCTTACACTGCTGGTTTGATTCAAAACGCTTTGCCAGCTAATACTGATTCTGGTTCTATTAAGGAGGC
TGTTAAAATGTTCGATTTGGCTGCTAAGTGTCCTGATACTCAAATTGTTGCTGGTGGTTATTCTCAAGGTTCTG
CTGTTATTGATAACGCTATTCAAAAGTTGGATGATTCTACTAGAGATAGAGTTAAAGGTGTTGTTTTGTTCGG
TTTCACTAGAAATTTGCAAGATAAGGGTCAAATTCCAGGTTACCCTAAGGATCAAACTAAAGTTTATTGTGCT
GTTGGAGATTTGGTTTGTTCTGGTACTTTGATCATCACTGCTTCTCATATGACTTACGGTTTGAACGCTGGAG
ATGCTGCTAAATTTTTGGCTTCTCAAGTTTCTGTTGCGGCCGC
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e Secuencia de aminodcidos establecida por el servidor ExXPASy-TRANSLATE (Bioinformatics
Resource Portal)

MTPLPSDTDVSLERRQSMNSNDLEKGDCKSVAFIFARGSTEIGNMGFVVGPGVCSNLKSTLGSDKVACQGVGGA
YTAGLIQNALPANTDSGSIKEAVKMFDLAAKCPDTQIVAGGYSQGSAVIDNAIQKLDDSTRDRVKGVVLFGFTRN
LQDKGQIPGYPKDQTKVYCAVGDLVCSGTLITASHMTYGLNAGDAAKFLASQVSV

e Resultados obtenidos para la N-glicosilacion (considerando el sequén Asn-Xaa-Ser/Thr) y las
posibles asparaginas glicosiladas que no se encuentran en el sequdn Asn-Xaa-Ser/Thr por
medio del servidor NetNGlyc 1.0 (Technical University of Denmark)

Considerando el sequén Asn-Xaa-Ser/Thr

Posicion Aminoacidos vecinos a la Asn Potencial
No se encontraron sitios para la posible glicosilacion

Considerando las posibles Asn glicosiladas que no se encuentran en el sequén Asn-Xaa-Ser/Thr

Posicion Aminoacidos vecinos a la Asn Potencial
19 NSND 0.6517
21 NDLE 0.6030
44 NMGF 0.7041
56 NLKS 0.7573
82 NALP 0.1453
87 NTDS 0.6090
125 NAIQ 0.5471
149 NLQD 0.5013
190 NAGD 0.5608
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HetHGlyc 1.8: predicted NH-glycosylation sites in Sequence

H=glycosylation potential

Threshold
Additional thresholds
Fotential
1 -
B.75
8.5 4
B.25 4
a T T T T
@ =1 la@ 158 288

Sequence position

Gréfico 18. Posibles N-glicosilaciones para la cutinasa ANCUT 3, considerando las Asn susceptibles a
glicosilacion.

e Resultados obtenidos para determinar sitios potenciales de O-glicosilacion por medio del
servidor NetOGlyc 4.0 Server (Technical University of Denmark)

Posicidn Aminoacido Potencial
6 S 0.6468
8 T 0.5090
17 S 0.8511
182 S 0.5724
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