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RESUMEN

Las levaduras son los organismos eucariotas unicelulares mas usados por
industrias y laboratorios para obtener algun producto de interés. La levadura
metilotrofica Pichia pastoris es una de ellas, esta levadura ha sido usada por mas de
20 afos para producir proteinas recombinantes y actualmente tiene una gran atencion
para humanizar proteinas con respecto a los vectores (Escherichia coli y
Saccharomyces cerevisae) mas usados en la industria y laboratorios, ya que posee

procesos postraduccionales similares a los de los humanos.

En este trabajo se caracterizo la fisiologia de crecimiento y consumo de sustrato
de P. pastoris CBS 7435 en cultivo en medio sélido (CMS) y cultivo en medio liquido
(CML) con tres diferentes concentraciones de glicerol (25, 50 y 100 g/L); ambos
sistemas de cultivo mostraron la misma produccion de biomasa (11.7 + 0.2 g/L) con 25
g/L de glicerol, asimilando todo el sustrato para generar biomasa. Se encontraron
diferencias en la produccion de biomasa entre ambos sistemas con glicerol >50 g/L,
en el CMS fue superior en un 63% en glicerol con 50 g/L y 173 % superior en glicerol
con 100 g/L, comparado con el CML. Por otra parte, a concentraciones superiores a
50 g/L de glicerol, el CMS fue mas eficiente en el aprovechamiento de sustrato para
generar biomasa, mientras que en el CML una parte del sustrato se usa para
mantenimiento en las dos concentraciones evaluadas y al final de la fermentacion
existe glicerol remanente (20 % y 40 % con 50 g/L de glicerol y 100 g/L,
respectivamente). Se observo diferencia en el crecimiento entre ambos sistemas: en
el CMS se formaron agregados celulares en las trabéculas y en las capas delgadas de
la espuma de poliuretano (PUF) mientras que en el CML las células se mantuvieron
disgregadas en toda la fase liquida por la agitacion orbital del matraz. Finalmente, se
identificaron tres genes relacionados con el transporte de glicerol en P. pastoris CBS

7435 reportados en la base de datos del genoma de P. pastoris GS115.



Este trabajo compara el sistema en CMS y CML, mostrando que el sistema en
CMS es superior al CML para la produccién biomasa y asimilacion de sustrato, lo que

sugiere que podria ser usado para la produccion de altas densidades celulares.

Vi



CONTENIDO

1. INTRODUCCION .....coiiiiiietee e 1
L0, LBVAAUIAS ittt 1
1.1.1. Definicion, generalidades y caracterizacién de levaduras............... 1
1.1.2. Levaduras de importancia en biotecnologia ............c..cocevviiiiinannns 1
1.1.3. Levaduras como sistema de expresion eucariotiCo......................... 3
1.1.4. Generalidades de la asimilacion y regulacion de compuestos de
carbono de 1evaduras.........covi i 6
1.2. Transportadores de membranay su funcion..............cocoeeviieienennn. 7
1.3. Levaduras metilotroficas ......coovviiiiii 9
1.4, PiChia PastOriS oo e 11
It O o 1 3 (o - 11
1.4.2. Definicién y generalidades............cccooviiiiiiiiiiiiiice 11
1.4.3. Pichia pastoris como sistema de expresion de proteinas
NELEIOlOgaS. ... e 12
1.4.4. Transporte y asimilacion de carbono en Pichia pastoris ............... 14
1.4.5. Transporte y metabolismo de glicerol en Pichia pastoris .............. 20

1.5. Caracteristicas fundamentales del Cultivo en Medio Sdélido

(OIS ). ettt 21
1.5.1. Comparacion entre CMS Y CML......cccoiiiiiiiiiiiiicicecee 22
2. ANTECEDENTES. ..o e 24
3. JUSTIFICACION ...ttt ettt 25
B, HIPOTESIS ..ottt ettt ettt e et e e 26
D OB IET IV O S . e 26
5.1. ODbjetivo general ... 26
5.2. ODbjetivos eSPeCIfiCOS....ciuiiniii i 26
6. MATERIALES Y METODOS ....ouiiiiiiiiieee et 27

Vii



6.1. MICIrOOTQaANISIMIO uuiuiiitiie et e e e et e e e e e eneanas 27

6.2. Medios de propagacion, conservacion y produccién de biomasa

PaAra P. PasStOriS it 27
6.2.1. Medio de propagacion de P. pastoriS.........ccccvvveiiiiiiiiiiiieiieieean, 27
6.2.2. Medio de conservacion de P. pastoriS........ccoccoveiiiiiiiiiniineiieenenn. 27
6.2.3. Medio para produccion de biomasa de P. pastoris. ...................... 28

6.3. Propagacion de levaduras ........cocoviiiiiiiicie e 28
6.4. Conservacion de P. pastOriS .....couiiuiiiiiiiii e 29
6.4.1. Conservacion a medio plazo.........cocoveieiiiiiiii 29
6.4.2. Conservacion a largo plazo ........ccoccovveiiiiiiiiiii 29
6.5. Identificacién molecular de la cepa de P. pastoris......................... 29
6.5.1. Aislamiento de ADN genOmMICO..........ovuuriuniiiniiiieiiei e 29
6.5.2. Calidad y concentracion de ADN gendmicCo.............cccovevveninnennnnnn. 30
6.5.3. Amplificacion de espaciadores internos de trascripcion (ITS’s)..... 30
6.5.4. Electroforesis en gel de agaroSa........ccccoevvviiiiiiiiiiiiiciiiieecceeen 31
6.5.5. Purificacion de amplificados, secuenciacion y andlisis en base de
ALOS. i 32
6.6. Preparacion de cinéticas de crecimiento .........ccccovveiviiiiiiieineinennnns 32
6.6.1. Preparacion de cultivo en medio sOlido...........cccvviiiiiiiiiiienn, 32
6.6.2. Preparacion de cultivo en medio liquido..........c.covviiiiiiiiiinnn. 33
6.7. Determinacion de DiOmMasSa.......coovuiiiiiiiiiiii e 33
6.7.1. Determinacion de biomasa en medio liquido ...........cocceeeieiniennnnnn. 33
6.7.2. Determinacion de biomasa en medio sOlidO .............ccoeviiiininnnnn. 34
6.8. Determinacion de glicerol .......c.coiiiiiiii 34

6.9. Identificacibn de genes relacionados con el transporte de

glicerol de P. PASTOTIS ..o 35
6.9.1. Aislamiento de ADN geNOMICO........cuuiuuiiniiiiiiiiiiiiei e 35
6.9.2. Disefio de cebadores especificos de transportadores de glicerol .. 35
6.9.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ........ccocoviiiiiiiniennnn. 35
6.9.4. Electroforesis en gel de agarosa..........cocovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeea 36
6.9.5. Purificacion de amplificaciones, secuenciacion y analisis en base

B A0S et 37

viii



6.10. Micrografias de levaduras..........cccoviiiieiiieii e 37

6.10.1. Micrografias de P. pastoris en CMS.........c.ocooiiiiiiiiiiiiieeeee, 37
6.10.2. Micrografias de P. pastoris en CML .........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 37
6.11. Ajuste de datos experimentales.........cooooveiiiiiii i 38
6.11.1. Ajuste de datos de biomasa..........cccovveiiiiiiiiii 38
6.11.2. Ajuste de datos de consumo de glicerol...........c.cooviiiiiiiiiiinnnnnn. 38
7. RESULT AD S .. s 40
7.1. ldentificacién molecular de la cepa de P. pastoris.............c..coeueone. 40
7.2. Produccion de biomasa de P. pastoris en CML y CMS .................. 42

7.2.1. Cinéticas de produccion de biomasa a diferentes concentraciones
e GIHCEIOL .o 44

7.3. Cinéticas de consumo de glicerol por P. pastoris a diferentes
concentraciones de SUSTIato .....oo.vveiiiieiiiii e 48

7.4. Micrografias de espuma de poliuretano y crecimiento de biomasa

BN CMS Y CML o e 53
7.5. ldentificacién y confirmacion de genes relacionados con el

transporte de glicerol ... 57
8. DISCUSION ..ottt ettt ettt ettt e e e eee e 60
9. CONCLUSIONES ...t 66
10. PERS PE CT IV AS e 66
11, BIBLIOGRAFIA ..o, 67
L2 AN X O S e 80



Figura 1.1.
Figura 1.2.
Figura 1.3.
Figura 7.1.
Figura 7.2.
Figura 7.3.
Figura 7.4.
Figura 7.5.
Figura 7.6.
Figura 7.7.

Figura 7.8.

Figura 7.9.

Figura 7.10.

Figura 7.11.

Figura 7.12.

Figura 7.13.

Figura 7.14.

Figura 7.15.

Figura 7.16.
Figura 7.17.

Figura 7.18.

INDICE DE FIGURAS

Representacién de los cuatro principales tipos de transportadores. ... 8

Via metabdlica de metanol. ........cocoveiiiiiiiii 10
Metabolismo central de carbono de P. pastoris. ............ccoovviinnnnnnn. 19
Aislamiento de ADN genomico en gel de agarosa al 0.8%. .............. 40
Amplificacion de ITSs en gel de agarosa al 1.5%.................cceennee. 41
Produccién de biomasa en CMS y CML con 50 g/L de glicerol......... 42
Perfil de pH en CMS y CML con 50 g/L de glicerol. ......................... 42
Produccién biomasa en CMS y CML con 100 g/L de glicerol............ 43
Perfil de pH en CMS y CML con 100 g/L de glicerol. ....................... 43
Cinética de produccion de biomasa en CMS y CML con 25 g/L de
Lo 103 =Y o PP 45
Cinética de produccion de biomasa en CMS y CML con 50 g/L de
OHCEBIOL. o 46
Cinética produccion de biomasa en CMS y CML con 100 g/L de
Lo 103 =Y o 1 PP 47
Grafico de fases de biomasa contra glicerol en CMS y CML con 25
G/L de gliCEIOl. ..o 49
Cinética de consumo de glicerol en CMS y CML con 25 g/L de
GHCRIOL. e 49
Gréfico de fases de biomasa contra glicerol en CMS y CML con 50
/L de glICEIOL. . 50
Cinética de consumo de glicerol en CMS y CML con 50 g/L de
GHCRIOL. e 51
Gréfico de fases de biomasa contra glicerol en CMS y CML con 100
/L de gliCeIOL. e 52
Cinética de consumo de glicerol en CMS y CML con 100 g/L de
GHCRIOL. e 52
Espuma de poliuretano sin biomasa. ...........coooviiiiiiiiiiiieiceee, 54

Formacion de agregados de P. pastoris al inicio de la fase
estacionaria €N CMS. ... . 55

Morfologia de P. pastoris al inicio de la fase estacionaria en CML. .. 56



Figura 7.19. Aislameinto de ADN genomico en gel de agarosa al 0.8%. .............. 57
Figura 7.20. Amplificacién de GPS’s en gel de agarosa al 1.5%. ..............cccevnnes 58
Figura 12.1. Curva de calibraciéon de glicerol...........ccooiiiiiiiiiiiiee 80
Figura 12.2. Fotografia y modelo de PUF (alta densidad 21 kg/m3). .................... 80
Figura 12.3. Cinética de produccion de biomasa en medio BMG en CMS y CML
CON glicerol @ 94.6 /L. ... 81
INDICE DE TABLAS
Tabla 1.1. Proteinas terapéuticas eucariontes expresadas en S. cerevisiae. ...... 5
Tabla 1.2. Regulacién del metabolismo: efecto combinado de la concentracion
dE OXIGENO Y @ZUCAN . ...iuiieiiiiei e 7
Tabla 1.3. Ventajas y desventajas de usar el sistema promotor AOX1.............. 13
Tabla 6.1. Reactivos empleados en la reaccion en cadena de la polimerasa. ... 30
Tabla 6.2. Secuencias de cebadores diseflados para amplificar los cuatro
transportadores reportados en NCBlL.........c.oooiiiiiiiiciiccee, 35
Tabla 6.3. Reactivos empleados en la reaccion en cadena de la polimerasa. ... 36
Tabla 7.1. Concentracion y pureza de ADN gendmico aislado de P. pastoris.... 40
Tabla 7.2. Resultado del anélisis de la herramienta BLAST en la base de datos
[0 L= N[ P 41
Tabla 7.3. Paradmetros cinéticos de crecimiento de biomasa obtenidos del
ajuste con el modelo 10giStiCO .....oeviiiiiiiii 47
Tabla 7.4. Parametros cinéticos de consumo de glicerol obtenidos del ajuste
con el Modelo de Pirt ..o 53
Tabla 7.5. Concentracién y pureza de ADN gendmico aislado de P. pastoris.... 58
Tabla 7.6. Resultado del analisis de comparacion de amplicones secuenciados

con la base de datos CON NCBI. ...t 59

Xi



1. INTRODUCCION

1.1. Levaduras

1.1.1. Definicion, generalidades y caracterizacion de levaduras

Una levadura es un hongo unicelular que tiene un nucleo simple y se reproduce
de manera sexual (a través de la formacion de esporas) o asexual (por gemacion y
divisién transversal) (Prescott, 2002). El tamafio de las levaduras puede variar
considerablemente, dependiendo de las especies y condiciones de crecimiento.
Algunas levaduras pueden tener sélo 2-3 um de longitud, mientras que otras pueden
alcanzar longitudes de 20-50 um (Walker, 2009). Son comunmente esféricas, no
cuenta con flagelos pero poseen mas organelos que otros eucariotas (Prescott, 2002).
Algunos hongos son dimoérficos, es decir pueden crecer en forma miceliar o en forma
levaduriforme en funcion de la adecuacion al ambiente donde se desarrollen. Las
levaduras incluyen hongos con forma sexual (levaduras basidiomicetos y levaduras
ascomicetos) y asexual (Choudhary & Johri, 2009). Las especies de levaduras, pueden
ser identificadas y caracterizadas de acuerdo a varios criterios, basados en la
morfologia celular, la fisiologia, inmunologia y mediante marcadores moleculares
(Walker, 2009).

1.1.2. Levaduras de importancia en biotecnologia

Las levaduras se usan para la preparacion de vino, cerveza y pan desde hace
miles de afios. Derivado del profundo conocimiento sobre la biologia de
Saccharomyces cerevisiae, ésta fue la primera levadura en ser usada para la
produccion de proteinas heterélogas, como el interferon (Hitzeman et al., 1981) o el
antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (Valenzuela et al., 1982). Muchas
otras levaduras, como Arxula adeninivorans, Kluyveromyces lactis, Hansenula
polymorpha, Pichia pastoris, Schizosaccharomyces pombe y Yarrowia lipolytica se han
usado también para la produccion de proteinas heterélogas (Mishra & Baranwal,
2009). La seleccion de levaduras como sistemas alternativos se basa en su capacidad

de utilizar fuentes de carbono baratas: por ejemplo, los géneros Hansenula, Candida



y Pichia se usan como organismos productores debido a su capacidad para usar
metanol como Unica fuente de carbono (Gleeson & Sudbery, 1988). El empleo de
metanol por Pichia involucra la accion de una proteina alcohol oxidasa que convierte
metanol en formaldehido, éste es convertido a dioxido de carbono y agua por la
actividad subsiguiente de dos enzimas: la formaldehido deshidrogenasa y la formiato
deshidrogenasa. El peroxido de hidrogeno que se genera también como producto es
convertido en agua y oxigeno por medio de una catalasa. ElI promotor de la enzima
alcohol oxidasa es inducible por metanol y reprimido por glucosa y etanol, este
promotor en particular se ha utilizado para regular la induccién de la expresién de

proteinas heterélogas.

Pichia pastoris se usa para la produccién de proteina celular simple (SCP) y
proteinas heterdlogas (fordneas del propio microorganismo) usando el promotor de la
enzima alcohol oxidasa (Mishra & Baranwal, 2009). Las levaduras como Candida
tropicalis, algunas especies de Torulopsis y Y. lipolytica se seleccionaron, por ejemplo,
con base en su capacidad para utilizar n-alcanos como fuente de carbono. Otros
sustratos hidr6fobos como los acidos grasos y aceites pueden ser usados también por
Y. lipolytica (Fickers et al., 2005). Algunas de estas levaduras se usan para la
produccion de intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) vitaminas y
coenzimas (Mishra & Baranwal, 2009). El metabolismo de n-alcanos se realiza por
conversion de acidos grasos, que son degradados a didéxido de carbono y agua por la
ruta de la B-oxidacion. En estas levaduras, las enzimas de esta via se localizan en los
peroxisomas. Una de las levaduras empleadas recientemente para la expresion de
proteinas heter6logas es Arxula adeninivorans, ésta puede crecer sobre un gran
namero de fuentes de carbono, tales como almidén, acido tanico, n-alcanos y purinas
(Steinborn et al., 2007). Las levaduras tales como Brettanomyces naardenensis.
Algunos géneros como Pichia, Candida y especies como Pachysolen tannophilus son
también capaces de utilizar pentosas como la xilosa como fuente de carbono
(Bhavdish & Devendra, 2009; Steinborn et al., 2007).



1.1.3. Levaduras como sistema de expresion eucariético

Las levaduras son organismos eucariotas que en la actualidad se utilizan para
la expresion de una amplia variedad de proteinas heterdlogas de origen diverso (Tabla
1.1). Adicionalmente, es importante destacar que un amplio nimero de secuencias de
ADN de levaduras estan disponibles gracias al progreso de varios proyectos
encaminados a estudiar su genoma; informacién que eventualmente podra utilizarse
para la optimizacion de los procesos de produccion de proteinas recombinantes. Los
meétodos para la expresion eficiente y la produccion de proteinas heterélogas, con
propdsitos tanto industriales como académicos, estan actualmente bajo intensa
investigacion (Gerngross, 2004). Las levaduras combinan la ventaja de los sistemas
de expresion bacteriana en términos de su facil manipulacion y tecnologia de
fermentacidon controlada con la capacidad para desarrollar procesos de eucariotas,
como es la expresion de polipéptidos asociada a complejas modificaciones
postraduccionales (Gellissen & Hollenberg, 1997). Una diferencia respecto de las
lineas celulares eucariontes superiores productoras de proteinas recombinantes es la
capacidad de las levaduras de producir mayores cantidades de proteina (superior a
14.8 g/L) en un medio definido relativamente barato (libre de suplementos derivados
de animal) y un proceso de fermentacion corto (pocos dias), facilmente escalable a
100 m3. Por consiguiente, arroja mejores cifras en cuanto a rendimiento (Gerngross,
2004). Gerngross (2004) resume cinco parametros primarios para la evaluacion de

plataformas de expresion de proteinas:

e El costo de purificacion y manufactura

e La capacidad para el control de su procesamiento postraduccional

e El tiempo requerido para la obtencién de la proteina

e La via reguladora para aprobar una droga/proteina producida en una
plataforma de expresion especifica

e EIl conjunto de derechos de patente asociadas con la produccion de un

producto recombinante en un huésped en particular



La generacion de productos terapéuticos basados en proteinas constituyen una
clase amplia de nuevos quimicos que actualmente se desarrollan por compafias
farmacéuticas (Walsh, 2003). Estas empresas estan enfocando sus esfuerzos en
innovacion en el desarrollo de procedimientos para la obtencion de productos de alto
valor agregado con efectos terapéuticos y para ello estdn empleando levaduras, pues
son capaces de producir estas proteinas recombinantes con caracteristicas mas
similares a los organismos que naturalmente las producen, a diferencia de las
bacterias (Nel et al., 2009). Una de estas propiedades es la glicosilacion, un factor de
especial relevancia a efectos de que la actividad enzimatica sea lo mas parecida a su
contraparte nativa. Las levaduras tienen la capacidad para glicosilar glicoproteinas, sin
embargo, la N-glicosilacion en levaduras ha sido asociada con la hipermanosilacion de
oligosacaridos (Gerngross, 2004), ocasionando consecuentemente proteinas con un
plegamiento, funcion y estabilidad medianamente 6ptimo en plasma sanguineo de los
humanos (Helenius & Aebi, 2001). Por otra parte, la abundancia de herramientas en
biologia molecular y otras técnicas de aplicacion en levaduras ha posibilitado para
investigadores del GlycoFi Inc. (USA) y del Instituto de investigacion coreano de
Biociencias y Biotecnologia (por sus siglas en ingles KRIBB, Corea), trabajar para que
la N-glicosilacion humana sea modelada en glicoproteinas producidas por Pichia
pastoris y Hansenula polymorpha (Gellissen et al., 2005; Wildt & Gerngross, 2005). De
esta manera la produccidon de proteinas recombinantes producidas por levaduras ha
podido penetrar en los productos de mayor valor agregado, los biofarmacos con accion
terapéutica en salud humana. Estos ejemplos demuestran que las levaduras pueden
ser una alternativa y uno de los mejores sistemas hospederos para la produccién de
un conjunto de proteinas terapéuticas (Nel et al., 2009). Otro de los inconvenientes
gue recurrentemente aparecen en la produccion de proteinas recombinantes es la
presencia en las secuencias de los denominados codones preferenciales, es decir
codones que utiliza un organismo preferentemente para codificar la informacion para
un aminoacido, cuando el organismo nativo y el utilizado no utilizan los mismos
codones. La expresion del gen presentaria deficiencias respecto del organismo de

origen (Gustafsson et al., 2004). La sintesis artificial, junto con tablas de codones



preferentes accesibles en internet, permite un disefio personalizado de genes y una

optimizacién de los codones preferentes, para que se expresen y traduzcan en varios

huéspedes. Esta ha sido una estrategia explotada por varias compafias comerciales
como GENEART en Alemania y Codon Devices en USA (Nel et al., 2009).

Tabla 1.1. Proteinas terapéuticas eucariontes expresadas en S.
Mishra & Baranwal, 2009).

Proteina recombinante

Factor de
recombinante

Hirudina/Lepidurin

Hirudina/desirudina

Hormona recombinante

Insulina
Insulina
Insulina
Insulina
Somatotropina

Glucag6n

Enzimarecombinante

r urato oxidasa

Vacunarecombinante

Hepatitis B
Hepatitis B
Hepatitis B
Hepatitis B

Hepatitis B

Hepatitis B

Hepatitis B

sangre

Nombre
comercial

Refludan

Revasac

Novolog
Tresiba
Apidra
Liprolog
Valtropin
Glucagen
Fasturtec
Ambirix
Pediarix
HBVAXPRO

Infanrix-Penta

Procomvax

Primavax

Twinrix

Compaiiia

Hoechst Marion

Roussel (EUA)

Canyon
pharmaceuticals

Novo Nordisk

Novo Nordisk
Aventis (Alemania),
Eli Lilly
Biopartners

Novo Nordisk
Sanofi-Synthetalco
Glaxo Smith Kline
Glaxo Smith Kline
Aventis Pharma

Glaxo Smith Kline

Aventis Pasteur

Aventis Pasteur

Glaxo SmithKline

cerevisiae (Modificada de

Indicacion terapéutica

Anticoagulante para
trombocitopenia asociada a la
heparina

Prevencion de trombosis venosa

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus
Perturbaciones de crecimiento
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1.1.4. Generalidades de la asimilacion y regulacion de compuestos de
carbono de levaduras

Una vez que la glucosa es transportada al interior de la célula, se fosforila con
una hexoquinasa. Después puede entrar a glucolisis, donde el producto final es el
piruvato, que puede incorporarse en dos diferentes vias metabolicas: en presencia de
oxigeno puede dirigirse a via de respiracion y en ausencia de oxigeno se dirige a via
fermentativa. Ambas vias son reguladas por la concentracién del oxigeno disuelto y
del sustrato en el medio, en la Tabla 1.2 se describen algunos de estos fenbmenos.
Las levaduras del género Saccharomyces poseen efecto Crabtree positivo, esto
significa que la actividad de la glucdlisis se incrementa en presencia de altas
concentraciones de glucosa, disminuyendo la capacidad respiratoria en presencia de
oxigeno, lo que provoca un incremento en la concentracion de piruvato y la formacion
de etanol (Kappeli, 1986). Este fendbmeno se debe a la accion represiva de la glucosa
sobre las enzimas de la respiracion (Diaz-Montafio & Ramirez-Cérdova, 2009). Las
diferentes respuestas entre la diferencia de Crabtree positivo y Crabtree negativo se
explica en términos de consumo de azucar, eficiencia glucolitica, limitacion anabdlica
y niveles enzimaticos de piruvato descarboxilasa, alcohol deshidrogenasa, piruvato
deshidrogenasa, acetaldehido deshidrogenasa y acetil CoA sintetasa (Postma et al.,
1989). En levaduras con efecto Crabtree positivo (S. cerevisiae, por ejemplo), la
respuesta a un pulso de glucosa induce principalmente la transcripcion de los genes
de las enzimas fermentativas: piruvato descarboxilasa y alcohol deshidrogenasa. Por
otra parte, levaduras que presentan efecto Crabtree negativo presentan bajos niveles
de enzimas fermentativas, pero presentan una alta actividad de enzimas oxidativas
(piruvato deshidrogenasa, acetaldehido deshidrogenasa y acetil CoA sintetasa),
permitiendo la generacion de altas concentraciones de biomasa, CO:2 y pequefias

cantidades de etanol (Diaz-Montafio & Ramirez-Cordova, 2009).



Tabla 1.2. Regulacién del metabolismo: efecto combinado de la concentracién de oxigeno y
azucar (Diaz-Montafio & Ramirez-Cérdova, 2009).

Glucosa (g/L) 1-5 5-150 >150

Aerobiosis Metabolismo Metabolismo Inhibicion por
respiratorio (Efecto fermentativo (Efecto sustrato 0
Pasteur) Crabtree) respiracion

Anaerobiosis Metabolismo Metabolismo
fermentativo fermentativo lento

1.2. Transportadores de membranay su funcién

Los transportadores de membrana son fundamentales para la regulacion
homeostética en la fisiologia de las levaduras, aquellos con funciones similares se han
analizado estableciendo un conjunto de grupos para su analisis filogenético. La
especificidad del sustrato esté relativamente conservada en la evolucién, lo que ha
permitido sentar el postulado de que el andlisis filogenético basado en secuencias
puede ser utilizado para la asignacion de una funcion enzimatica (Ren & Paulsen,
2009). El sistema de clasificacion de los sistemas de transporte es, por consiguiente,
apropiado para catalogar las familias de los transportadores de membrana de acuerdo
a los siguientes elementos: mecanismo de transporte, mecanismos acoplados a
energia, filogenia molecular y especificidad de sustrato. Teniendo en consideracion lo
anterior, existen cuatro grandes clases de transportadores de solutos: canales,
transportadores secundarios, transportadores activos primarios y translocadores de
grupo (Figura 1.1). Otros transportadores con funcién o mecanismo desconocidos se
incluyen en una clase alternativa. Las cinco clases de transportadores son las

siguientes (Ren & Paulsen, 2009):

e Clase 1: Poros 0 canales, son transportadores que no precisan de energia
para su funcionamiento. Transportan agua, iones especificos, y pequefas
moléculas hidrofilicas. Disminuyen la concentracion o el gradiente eléctrico
con altas velocidades de transporte y baja estéreoespecificidad, en
comparacion con otras clases de transportadores. La mayoria de los

canales idnicos son también llamados canales de barrera.



Clase 2: Transportadores secundarios (también llamados acarreadores).
Estos transportadores dirigen el potencial electroquimico, utilizan el
gradiente de un i6n o de un soluto electroquimico, por ejemplo, la fuerza
motriz protdén/sodio que dirige procesos de transporte. Los uniportadores
transportan un solo tipo de moléculas. Los antiportadores y simportadores
asocian el transporte de un ion o molécula en contra de su gradiente de
concentracion con el movimiento de uno o mas iones/moléculas diferentes.
Clase 3: Transporte activo primario. Estos transportadores requieren un
aporte energético, transportan sustratos a través de la membrana en contra
de un gradiente quimico de concentracion o de un potencial eléctrico.
Clase 4: Los Translocadores de grupo. Estos modifican los sustratos
durante el proceso de transporte. Fosforilan los sustratos usando
fosfoenolpiruvato (PEP) y liberan el sustrato fosforilado dentro del
citoplasma (por ejemplo: azucares).

Clase 5: sistemas de transporte no completamente caracterizados. de esta
familia de transportadores se tiene informacién insuficiente para poderlos

clasificar en una de las clases anteriores.
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Figura 1.1. Representacién de los cuatro principales tipos de transportadores. De izquierda a
derecha: Transportador primario; transportador secundario; Canal de glicerol y translocador de
grupo (modificado de Ren & Paulsen, 2009).



1.3. Levaduras metilotréficas

Las levaduras metilotréficas son objeto de un interés creciente para
investigacién béasica y también como huéspedes atractivos para la produccién de
proteinas biolégicamente activas. Estas levaduras son un grupo de microorganismos
capaces de usar metanol como fuente de carbono y energia. Su adaptacion para
crecer en metanol esta asociada con la induccion de la metanol oxidasa (también
llamada alcohol oxidasa), dihidroxiacetona sintasa y otras enzimas involucradas en el
metabolismo del metanol. La enzima méas expresada en estas levaduras es la alcohol
oxidasa. Aunque esta practicamente ausente en células cultivadas con glucosa, puede
representar mas del 30% de la proteina celular en células cultivadas con metanol. Por
otra parte, es preciso destacar que el aprovechamiento del metanol implica un fuerte
incremento de la actividad celular ligada a los peroxisomas, organulos donde se
encuentran estas enzimas. En este sentido, la cantidad de peroxisomas representa
mas de 80% del volumen celular (Veenhuis et al.,, 1983). Debido a estas
caracteristicas, las levaduras metilotréficas han ganado la atencién de bioquimicos,
bidlogos moleculares, bidlogos celulares, biotecndlogos, microbiélogos y quimicos de
universidades e industrias (Nel et al., 2009). El uso de estos organismos en
investigaciones basicas se relaciona principalmente con el estudio de la regulacion
homeostética relacionada con los peroxisomas y la asimilacion de nitratos (Perez et
al., 1997; Veenhuis et al., 2000). Los peroxisomas contienen las enzimas claves
involucradas en el metabolismo del metanol, llamadas: alcohol oxidasa (AOX),
dihidroxiacetona sintasa (DHAS) y catalasa (CAT). Las dos proteinas AOX y DHAS
pueden constituir mas del 60% del total de las proteinas celulares en condiciones de
crecimiento con metanol, predominancia que se debe a que los genes que codifican
estas proteinas son controlados por promotores muy fuertes. Esta caracteristica
contribuye en el reconocimiento de las levaduras metilotréficas como huéspedes

atractivos para la produccién de proteinas heterdlogas (Nel et al., 2009).

La via para metabolizar metanol en organismos metilotroficos (Figura 1.2),

comienza con 1: la oxidacion de metanol por la alcohol oxidasa, la reaccion genera



formaldehido y perdxido de hidrogeno. 2: el perdxido de hidrogeno es téxico para la
célula, disocidndose en agua y oxigeno por accion de una catalasa. 3, 4: por una via
de asimilacion, el formaldehido es oxidado por dos reacciones subsecuentes de
deshidrogenacion a dioxido de carbono por la formaldehido deshidrogenasa (FLD) y
la formiato deshidrogenasa (FMD). 5: para que el formaldehido se asimile, éste
reacciona con la xilulosa-5-fosfato (Xu5P) por accion de la dihidroxiacetona sintasa
(DAS) para generar dos compuestos de tres carbonos: el gliceraldehido-3-fosfato
(GAP) y la dihidroxiacetona (DHA). 6: La DHA se fosforila por una dihidroxiacetona
kinasa (DAK) para generar dihidroxiacetona fosfato (DHAP). 7: GAP y DHAP
reaccionan para constituir fructosa 1,6-bisfosfato (FBP). 8: en los uUltimos pasos se

genera fructosa 6-fosfato y xilulosa-5-fosfato (Gellissen, 2000).
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Figura 1.2. Via metabdlica de metanol, el nombre de los genes se presenta en la enzima que
traduce, C.b. = Candida boidinii, P.m. = Pichia methanolica, P.p. = Pichia pastoris y H.p. =

Hansenula polymorpha (modificado de Gellissen, 2000).
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1.4. Pichia pastoris

1.4.1. Historia

Pichia pastoris es una levadura metilotréfica que puede crecer en metanol como
Unica fuente de carbono y energia. Phillips Petroleum Company fue la primera
compairiia en desarrollar un medio y los protocolos para cultivar P. pastoris con metanol
en cultivo continuo. En la década de los setenta del siglo pasado, P. pastoris se
consider6 como una fuente potencial de proteina unicelular para alimentacion
estandar, debido a su capacidad para utilizar metanol como fuente carbono. Sin
embargo, la crisis del petréleo de esos afios causé un draméatico incremento en el costo
del metano (la fuente del metanol) y por ende también en el costo del proceso de
produccion, aproximadamente 5 dolares por libra de proteina producida (Nel et al.,
2009). El resultado de este problema llevé a Phillips Petroleum Company a invertir en
esfuerzos para desarrollar esta levadura como un sistema de expresion para la
produccién de proteinas (Sreekrishna & Kropp, 1996). Como resultado de la
construccion de vectores para transformacion, generacion de marcadores y métodos
de fermentacion que se desarrollaron para la explotacion de estos sistemas
(Rosennfeld, 1999), P. pastoris gané ampliamente la atencion por ser un sistema de
expresion capaz de producir altos niveles de proteinas heterdlogas. La compafiia
Research Corporation Technologies (Tucson, Arizona, USA) tiene actualmente los
derechos de patente del sistema de expresion en P. pastoris y la compafiia Invitrogen
Corporation (Carlsbad, California, USA), tiene una licencia exclusiva para vender el Kit
de expresion de Pichia para propdésitos de investigacion realizada por cientificos
(Macauley-Patrick et al., 2005).

1.4.2. Definicion y generalidades

El género Pichia pertenece a la familia Saccharomycetaceae, orden
Saccharomycetales, clase Saccharomycetes, subphylum Saccharomycotina, phylum
Ascomycota, reino Fungi. Esta levadura presenta reproduccion sexual con produccion
de ascosporas (ocho esporas por asca, con baja viabilidad). En medio sélido forma

colonias no filamentosas de color blanco o crema. Al microscopio se pueden observar
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multiples yemas. P. pastoris es una levadura del tipo metilotréfica y homotalica, puede
crecer muy bien usando metanol y acidos grasos como Unica fuente de carbono
(Wegner & Harder, 1987; Walker, 2009), esto es posible gracias a la sobrerregulacion
en la expresion de genes cruciales (la alcohol oxidasa, AOX; y la proteina
multifuncional beta-oxidasa, FOX2) y a la existencia de multiples peroxisomas cuando
P. pastoris esta creciendo en estas fuentes de carbono (Ellis et al., 1885; Wriessnegger
et al., 2007). A diferencia de las cepas homotdlicas de S. cerevisiae, las cuales son
diploides, P. pastoris permanece en forma haploide a menos que sea forzada a
reproducirse. Para obtener esporas, las células diploides deben cultivarse en un medio
limitado de nitr6geno, el cual propicia la esporulacién a través de la meiosis (Cereghino
& Cregg, 2000).

1.4.3. Pichiapastoris como sistema de expresion de proteinas heterdlogas

Un limitado nimero de especies de levaduras son capaces de utilizar metanol
como Unica fuente de carbono y energia. Este grupo de levaduras metilotroficas
incluyen a Candida boidinii, Pichia methanolica, P. pastoris y Hansenula polymorpha,
todas ellas sistemas atractivos para la expresion de genes heterdlogos (Gellissen,
2000). El atractivo de P. pastoris como un organismo hospedero para la produccién de
proteinas heterélogas se debe a sus caracteristicas Unicas, tales como: la facilidad de
ser modificada genéticamente con técnicas simples, procesos de purificacién simples
para la proteina heteréloga secretada, modificaciones postraduccionales que realizan
los eucariotas, secuencias sefial, procesos proteoliticos, no secrecion de endotoxinas
y alto nivel de expresion de proteinas heterdlogas (Cereghino & Cregg, 2000; Hellwing
et al.,, 2001). Para la expresién recombinante de genes en P. pastoris es preciso
contemplar tres elementos fundamentales: a) Insercion del gen dentro de un vector de
expresion. b) Introduccion del vector de expresion en el interior de P. pastoris. c)
Andlisis de las cepas potenciales que expresen el gen foraneo insertado. En la mayoria
de proteinas heterdlogas producidas en P. pastoris, las enzimas requeridas para el

metabolismo de metanol estan presentes s6lo cuando las células son cultivadas en
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presencia de metanol como unica fuente de carbono (Egli et al., 1980; Veenhuis et al.,
1983). Los promotores AOX son los usados mas ampliamente, en la Tabla 1.3 se
detallan las ventajas y desventajas de la utilizacion del promotor AOX. El promotor
AOX1 es de los mas usados y de los mas reportados de todos los promotores
disponibles para P. pastoris (Cereghino et al., 2001). Sin embargo, existen otros
promotores utilizables, como el promotor constitutivo GAP (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa), mucho menos utilizado porque se cree que la produccién constitutiva
de proteina heteréloga en P. pastoris puede tener efectos citotdxicos (Menéndez et al.,
2004). Investigaciones recientes han mostrado que no necesariamente hay efectos
citotéxicos, sino que también los niveles de la produccion de la proteina recombinante
(exo-levanasa LSdB) son similares empleando el promotor GAP o el promotor AOX1
(Menendez et al., 2004). La actividad de la enzima levanasa que se reportd en esta
investigacion es de 21.1 U/mL con el promotor AOX1 (usado como control) y 26.6 U/mL
con el promotor GAP. Ademas, la produccion de biomasa y el tiempo de la
fermentacién mostraron una marcada diferencia: bajo el control del promotor AOX1 se
reportaron 115.2 g/L biomasa en peso seco y 96 horas; y con el promotor GAP se
reportaron 59.5 g/L de biomasa en peso seco y 39 horas, por lo que no existe una
relacion entre la biomasa y la produccién de proteina recombinante (Menendez et al.,
2004).

Tabla 1.3. Ventajas y desventajas de usar el sistema promotor AOX1 (modificado de Macauley-
Patrick et al., 2005).

Ventajas

La transcripcion de la proteina heteréloga
estd muy bien regulada y controlada por
un mecanismo de represién/expresion

Pueden ser expresados altas cantidades
de proteina, siempre y cuando éstas no
sean téxicas parala célula

La represion de la transcripcion por la
fuente de carbono inicial asegura obtener
un buen crecimiento antes de que el gen
se sobreexprese

La induccion de la transcripcion se logra
facilmente por la adicién de metanol

Desventajas

El monitoreo del metanol durante un proceso es
frecuentemente dificil, debido a la poca fiabilidad
de las pruebas en linea y las complicaciones al
cuantificarlo después del proceso

El metanol es inflamable; asi que debe evitarse
almacenar grandes cantidades

El metanol es el principal derivado de fuentes
petroquimicas, por lo cual no es adecuado para
su uso en la produccién de ciertos productos
alimenticios y aditivos

Se requieren dos fuentes de carbono, que sean
asimiladas una después de la otra en un punto
preciso de la cinética de crecimiento
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1.4.4. Transportey asimilacion de carbono en Pichia pastoris

La levadura P. pastoris, al igual que otras levaduras, puede producir energia a
través de la fermentacion de azucares como glucosa, fructosa, galactosa, maltosa,
etc., y polialcoholes como sorbitol y manitol, pero también puede obtener energia de
la oxidacién de varios productos de fermentacion, como el glicerol, etanol y lactato.
Ademas, se sabe bien que P. pastoris es una levadura metilotrofica porque es capaz
de usar metanol como Unica fuente de carbono y energia (Calik et al., 2015) (ver Figura
1.3). La velocidad de los procesos de transporte estan relacionados con la cinética de
crecimiento de los microorganismos (Mattanovich et al., 2009). Los carbohidratos son
asimilados por la célula en cierto orden, con fases de adaptacion (Lag) intermitentes,
debido a la regulacién de los mecanismos controlados desde la transcripcion de los
genes que codifican los transportadores. Estos procesos son finamente regulados por
la concentracion de glucosa en el medio. Por ello, la presencia o asimilacién de glucosa
tiene un impacto negativo sobre el metabolismo de otros azucares (Klein et al., 1998).
Ciertas levaduras como P. pastoris tienen una velocidad limitada de consumo de
glucosa, debido a que poseen menos genes de transportadores de hexosas. Ademas,
para levaduras Crabtree negativas el valor de su Ks (Constante de saturacion) para
glucosa esta usualmente en un rango de uM. La velocidad de consumo de glucosa
(geic max= 0.35 g g*h'!) de P. pastoris en cultivo quimiostatico es 8 veces mas baja que
la reportada (qeiuc max = 2,88 g g* h') para S. cerevisiae, con una tasa maxima
especifica de crecimiento de pmax = 0.19 h* (Baumann et al., 2008; Zheng et al., 2006).
La velocidad de asimilacion de glucosa en P. pastoris esté limitada por el sobreflujo
metabdlico, que puede causar un bajo rendimiento celular y la reduccion de la
formacion del producto deseado. Adicionalmente, se han reportado dos secuencias de
transportadores de alta afinidad para glucosa (GenBank: XM _ 002490661 vy
XM_002490840.1) en P. pastoris similares a las de los transportadores de hexosas de
Kluyveromyces lactis y S. cerevisiae. Ademas de estos, se ha encontrado un receptor
de hexosas (SNF2) correspondiente a la secuencia PIPA01691 (Mattanovich et al.,
2009). Zhang et al., (2010), encontraron dos transportadores de hexosas codificados

por PpHXT1 y PpHXT2, reportando que estos dos transportadores pueden transportar
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fructosa y glucosa. Sin embargo, no se han podido localizar en su genoma. Por otra
parte, se ha observado que S. cerevisiae puede asimilar manosa o xilosa, aunque con
baja afinidad, con la ayuda de los transportadores Hxtlp y Htx4p para glucosa
(Runquist et al., 2010). No se tiene informacién de que algun sistema de asimilacién

de estos sustratos se encuentren en P. pastoris.

Por otra parte, S. cerevisiae posee un gen que codifica un transportador de
galactosa (GAL2), sin embargo P. pastoris no posee un gen especifico para galactosa,
pero el transporte de este sustrato podria darse con algun trasportador de hexosas. P.
pastoris a su vez es incapaz de metabolizar sacarosa por la ausencia de la enzima
invertasa (Calik et al., 2015), pero posee un transportador (transportador a—glucésido)
de alta afinidad para maltosa [GenBank: XM_002493374]. No se tiene informacion en
la base de datos del NCBI de que el genoma de P. pastoris tenga un gen que codifique
una trehalasa o un transportador especifico para trehalosa. Inan & Meagher, (2001)
reportaron que la trehalosa puede ser asimilada por P. pastoris, asi que se puede
especular que en esta levadura podria ser hidrolizada por una a-glucosidasa (Calik et
al., 2015). P. pastoris no puede metabolizar lactosa, al igual que ocurre en S.
cerevisiae, probablemente debido a la ausencia en su genoma de genes que
codifiquen las enzimas a-galactosidasa o [(-galactosidasa. EI gen JEN1 en S.
cerevisiae codifica para un transportador de lactato, mientras su ortélogo (PIPA05648)
en P. pastoris codifica un transportador de acido carboxilico (Soares-Silva et al., 2003).
Mattanovich et al., (2009) secuenciaron el genoma de P. pastoris e identificaron
mediante un andlisis con BLAST cuatro genes (PIPA00047, PIPA09569, PIPA03381 y
PIPA03357) que codifican cuatro transportadores de glicerol de tipo simportador
glicerol/proton. Estos genes tienen una alta similitud con los genes que codifican los
transportadores de glicerol en K. lactis (KLLAOA032239g) y Y. lipolytica (YALIOF06776Q)
y una baja similitud con el gen STL1 que codifica el transportador de glicerol en S.
cerevisiae. La diferencia en el nimero de transportadores de P. pastoris y S. cerevisiae
puede estar relacionada con la diferencia en la velocidad de consumo de este sustrato

y la velocidad de crecimiento. La tasa maxima especifica de consumo de glicerol de P.
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pastoris reportada es qelyce max = 0.37 g g h'l, mientras que la tasa maxima de
consumo de glicerol de S. cerevisiae es de galyce max= 0.046 g g* h*l. Ademas, la tasa
méaxima especifica de crecimiento de P. pastoris en glicerol se ha reportado de 0.26 h
! (Mattanovich et al., 2009), lo que sugiere que bajo ciertas condiciones de cultivo el
glicerol es mejor para el crecimiento celular que la glucosa (debido probablemente a
su alto grado de reduccion). Pero estos valores pueden cambiar con base en la
composicién del medio y las condiciones de transferencia de oxigeno (Calik et al.,
2015). La glucosa y el glicerol son asimilados por el metabolismo de carbono por la via
de la glucdlisis, la regulacion para cada uno es diferente. No se han realizado estudios
comparativos del transcriptoma inducido con glucosa y glicerol, sin embargo si existen
estudios de este tipo en S. cerevisiae, en los que se ha observado que la adicién de
glucosa a células cultivadas previamente en glicerol origina un cambio rapido en los
patrones de fosforilacion de proteinas, asi como una reestructuracion masiva del
estado transcripcional de los genes (mas del 40 % de genes en S. cerevisiae duplican
su expresion cuando se les aflade glucosa después de haberse cultivado en glicerol).
Este cambio en la transcripcidn involucra el incremento en la expresion de genes
relacionados con la biogénesis de ribosomas y la represion de genes requeridos para
la fosforilacién oxidativa y otras funciones mitocondriales (Zaman et al., 2008). Y podria

pensarse que estos cambios transcripcionales pueden extrapolarse a P. pastoris.

Se ha reportado que P. pastoris puede utilizar manitol y sorbitol para el
crecimiento y como fuente de energia. Sin embargo no hay transportadores para estos
compuestos anotados en su genoma, aunque se ha sugerido que el transporte al
interior de la célula se da por fosfotransferasas, mecanismo que pertenece a la
categoria de translocacion de grupo (Calik et al., 2015). La mayoria de las fuentes de
carbono son catabolizadas por P. pastoris a través de la glucolisis, sin embargo existe
poca informacion relacionada sobre la regulacién de su via glucolitica. El piruvato es
clave para entender el flujo central del metabolismo, que puede dar indicios de la
regulacion de la glucdlisis. En condiciones de anaerobiosis y con altas concentraciones

de piruvato, la respiracion es reprimida. El piruvato es dirigido hacia acetaldehido, para
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formar etanol por la accién catabdlica de la alcohol deshidrogenasa, y el NADH
generado durante la glucdlisis es oxidado para mantener el balance rédox y la
sobrevivencia del microrganismo (Calik et al.,, 2015). El gen PDC de P. pastoris
expresa la piruvato descarboxilasa (Shutter et al., 2009; Kueberl et al., 2011). Se ha
reportado una Km de 4.2 mM para la enzima PDCp en P. pastoris, un valor
significativamente alto comparado con la Km (2.0 mM) de tres enzimas PDCp de S.
cerevisiae. Ademas de la baja afinidad de la enzima PDCp de P. pastoris para el
piruvato, la enzima también tiene 30 veces menos eficiencia de descarboxilacion que
la enzima PDCp de S. cerevisiae (Agarwal et al., 2013). Por ello, el fenotipo Crabtree
negativo de P. pastoris puede ser ocasionado por la baja eficiencia de descarboxilacion
de la enzima PDC o por la existencia de la acetaldehido deshidrogenasa y la acetilCoA
sintetasa, enzimas mediadoras de la formacion de AcCoA a partir de piruvato,
metabolito empleado posteriormente para el crecimiento en el Ciclo TCA o durante la
biosintesis de lipidos, en lugar de generar etanol por la via de fermentacién. Agarwal
et al., (2013) reportaron los pardmetros cinéticos de la enzima PDCp de P. pastoris
para establecer si la glucosa y otros azucares puede causar un impacto en la
capacidad respiratoria. Los autores reportaron que las mas altas actividades de PDCp
fueron obtenidas con crecimiento en glucosa, seguido por el glicerol. Sin embargo, con
metanol y etanol la actividad de PDCp fue insignificante. Esta informacion sugiere que
la actividad de PDCp esta inducida por cualquiera de los sustratos de la via de la
glucdlisis. La piruvato kinasa cataliza la sintesis de piruvato a partir de
fosfoenolpiruvato (PEP), que es el sustrato para la proteina kinasa A (PKAp). Tanto en
P. pastoris como en S. cerevisiae, PKAp regula la actividad de la enzima PYK1p por
fosforilacion. Recientemente, Heyland et al., (2011) investigaron el efecto de la
sobreproduccion de r-proteinas en el metabolismo de células cultivadas en glucosa
(Calik et al., 2015). La sintesis de proteinas es un proceso que requiere mucha energia,
por lo que la via de los TCA es fundamental en la sobreproduccion de proteinas. Los
flujos absolutos del ciclo TCA se mantienen constantes, independientemente de la
produccion de proteinas y la sobrecarga metabdlica en la célula, por lo que el

metabolismo se compensa con el decrecimiento del rendimiento celular y la velocidad
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especifica de crecimiento asi como de la velocidad de consumo de glucosa (Heyland
et al., 2011). Lo mas significativo es que la sintesis de aminoacidos representa uno de
los procesos mas costosos a nivel energético y se sugiere que es el proceso
metabdlico limitante en la sobreproduccion de proteinas (Heyland et al., 2011). Aln se
tiene poca informacion sobre todas las vias reguladoras del metabolismo de P.
pastoris, el metabolismo celular y la fisiologia celular de esta levadura pero se estan
investigando. La implementacién de técnicas como la transcriptomica, protedmica,
metabolémica y flujomica, contribuirian a entender el metabolismo en un marco de
referencia mas amplio, para posteriormente aprovecharlo en procesos de interés

biotecnoldgico.
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Figura 1.3. Metabolismo central de carbono. Abreviaturas de los metabolitos: GLC: glucosa,
G6P: glucosa-6-fosfato, F6P: fructosa-6-fosfato, F16P: fructosa-1,6-bifosfato, GAP:
Gliceraldehido-3-fosfato, DHAP: dihidroxiacetona fosfato, G3P: Glicerol-3-fosfato, GLYC:
glicerol, 13PG: 1,3-bifosfoglicerato, 3PG: 3-fosfoglicerato, 2PG: 2-fosfoglicerato, PEP:
fosfoenolpiruvato, PYR: piruvato, G15L: glucono-1,5-lactona-6-fosfato, P6G: 6-fosfogluconato,
RUSP: ribulosa-5-fosfato, R5P: ribosa-5-fosfato, X5P: xylulosa-5-fosfato, S7P: sedoheptulosa-7-
fosfato, E4P: eritrosa-4-fosfato, ACA: acetaldehido, ACE: acetato, EtOH: etanol, ACCOA: acetil-
CoA, MeOH: metanol, FormAl: formaldehido, Form: formato, CIT: citrato, ICl: isocitrato, AKG: a-
cetoglutarato, SUCC: succinil-CoA, SUC: succinato, FUM: fumarato, MAL: malato, OAA:
oxalacetato, MannP: manitol fosfato, SorbP: sorbitol fosfato, GLYOX: glioxalato, cyt:
citoplasmico, OAAMT: transportador de oxalacetato.

19



1.4.5. Transporte y metabolismo de glicerol en Pichia pastoris

El glicerol es la fuente de carbono principal que en la actualidad se esta
empleando con P. pastoris para la generacion de productos de alto valor agregado
(Macauley-Patrick et al., 2005). El glicerol puede penetrar al interior celular a través de
tres mecanismos i) difusion pasiva, ii) difusion facilitada vy iii) transporte activo. La
difusion pasiva de glicerol es medible, pero baja, y se ha visto que se reduce en
condiciones en las que las células estan creciendo en una alta osmolaridad (Hohmann,
2002). El glicerol puede permear la membrana plasmatica (entrada) de S. cerevisiae a
través del canal Fpslp (difusion facilitada) expresado constitutivamente (van Aelst et
al., 1991; Olivera et al., 2003) y a través de un transporte activo de glicerol de tipo
simportador/proton (Na*/ H*) que se ha caracterizado fisiolégicamente en S. cerevisiae
(Lages & Lucas, 1997). Estos sistemas tienen un papel central en la regulacién de la
concentracion intracelular de glicerol (Sutherland et al., 1997; Tamas et al., 1999). Este
sistema de transporte de glicerol ha mostrado ser reprimible por glucosa, pero es
inducido por crecimiento en fuentes de carbono no fermentables (Lages & Lucas,
1997). El sistema de transporte de glicerol habia sido asociado con dos genes GUP1
y GUP2, se creia que las proteinas homologas que codificaban (Guplp y Gup2p) eran
las encargadas del transporte activo de glicerol en S. cerevisiae (Holst et al., 2000).
Pero méas tarde Neves et al.,, (2004) publicaron que una cepa con estos genes
eliminados (gupl gup2 gutl) mostraba transporte de glicerol. Las células recolectadas
a mitad de la fase diauxica mostraron la mayor actividad de transporte de glicerol en
S. cerevisiae, por lo que sugirieron que las proteinas Guplp y Gup2p no estaban
relacionadas con el transporte de glicerol. La eliminacion del gen STL1, el cual codifica
un miembro de la familia de transportadores de azucares, eliminé por completo el
transporte activo de glicerol en S. cerevisiae (Ferreira et al., 2005). La proteina Stl1p
esta presente en la membrana plasmética de S. cerevisiae en condiciones en las que
un simportador de glicerol es funcional. La proteina Stllp y el transporte activo de
glicerol estan sujetos a inactivacién por glucosa y son fuertemente inducidos en
condiciones de estrés osmotico y con fuentes de carbono no fermentables, como el

etanol. Esta investigaciébn sugiri6 que el gen STL1 codifica el simportador
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glicerol/protén en S. cerevisiae (Ferreira et al., 2005). La secuenciacion del genoma
de P. pastoris (Mattanovich et al., 2009) y la secuencia de este gen permitio a este
equipo de investigacion identificar mediante un analisis con BLAST cuatro genes en el
genoma de P. pastoris (PIPA00047, PIPA09569, PIPA03381 y PIPA03357) que
codifican cuatro transportadores de glicerol de tipo simportador glicerol/proton. Aun se
tiene poca informacién de la caracterizacion fisiolégica de estos genes en ciertas
condiciones de cultivo de P. pastoris. En cuanto a la ruta que sigue el glicerol una vez
gue penetra en la célula, a continuacidon se describe las principales reacciones
bioquimicas: una vez que el glicerol entra a la célula se fosforila por la glicerol quinasa
(GLPKp), para formar glicerol 3-fosfato (G3P). Posteriormente ocurre la oxidacion del
G3P a DHAP, debida a la accion de la enzima, dependiente de FAD glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa (GPDp). Finalmente, la DHAP continda la segunda fase de la via
glicolitica y se obtiene el &cido piravico. El piruvato es posteriormente oxidado a acetil-
CoA y alimenta el ciclo de los acidos tricarboxilicos de donde se obtienen GTP,
NADH*+ H* y FADHz; estos dos ultimos seran utilizados posteriormente para generar
ATP a través de la cadena de transporte electronico y fosforilacion oxidativa (Calik et
al., 2015; Ratledge, 2001; Ren et al., 2003) (ver Figura 1.3).

1.5. Caracteristicas fundamentales del Cultivo en Medio Sdélido (CMS)

El cultivo en medio sdélido esta ganando atencion tanto de investigadores como
de la industria, debido a varias ventajas sobre el cultivo sumergido (SmF) o liquido
(CML), particularmente porque el cultivo en medio sélido requiere menos energia,
produce altos rendimientos y genera menos residuos de agua generando un menor
riesgo de contaminacion, esto particularmente, por el interés de eliminar los desechos
sélidos (Ali & Zulkali, 2011). El cultivo en medio sélido es la fermentacion de sustratos
solidos con bajos niveles de humedad o de actividad de agua, sin embargo el sustrato
debe poseer al menos la humedad necesaria para el crecimiento del microorganismo.
El cultivo en medio sélido (CMS) esta definido como un proceso microbiolégico que
ocurre comunmente en la superficie de materiales solidos que tienen la propiedad de

absorber y contener agua, con o sin nutrientes solubles (Viniegra-Gonzalez, 1997). En
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el (CMS) se trabaja como un cultivo en lote alimentado, con una oxigenacién rapida
pero baja suplementacion de azucar. Estos procesos tienen la ventaja de ser estaticos,
sin gasto de energia mecénica (Viniegra-Gonzalez et al., 2003). El contenido de agua
del CML es mas del 95% y el contenido de agua de la masa sélida en el CMS oscila
entre el 40% y 80% (Shuler & Kargi, 2002). El CMS fue usado desde 1900 para la
produccion de enzimas y para la produccion de penicilina en 1940. El interés del CMS
comenzo a mitad de los afios setenta del siglo pasado, pero las bases teoricas para el
disefio de reactores se comenzaron a establecer alrededor de la década de los
noventa (Rohardjo et al., 2006). Actualmente, el CMS tiene una gran atencion por las
industrias biotecnoldgicas debido a su potencial aplicacion en la produccién de
metabolitos secundarios, biocombustibles, alimento, quimicos industriales y productos
farmacéuticos (Ali & Zulkali, 2011).

1.5.1. Comparaciéon entre CMS y CML
Varios autores han discutido las ventajas del CMS sobre CML, las cuales

incluyen:

1. Pequefios volumenes de masa de fermentaciéon o volumen del reactor, lo
gue da como resultado un bajo costo de operacion.

Baja contaminacién, debido a bajos niveles de mezcla.

Facil separacion de productos.

Eficiencia de energia.

Tecnologia simple.

Altos rendimientos.

No o s DN

El oxigeno esta libremente disponible en la superficie de las particulas.

Ali & Zulkali, (2011) resumen las siguientes caracteristicas que destacan las

condiciones de la fisiologia del CMS sobre el CML.:

1. No se producen desechos en la produccién de enzimas.
2. Se asemeja al ambiente natural de los microorganismos productores.

3. Ausencia de co-produccion de carbohidratos.
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4. Uso de desperdicios o materia de bajo valor para producir productos de
alto valor agregado.

5. No se genera espuma.

6. Elimina la necesidad de controles rigurosos durante el proceso de

fermentacion.

Por otra parte, entre las principales desventajas del CMS se encuentran las
descritas por Doelle et al., (1992):

1. La heterogeneidad y la naturaleza soélida del sustrato, que trae consigo
problemas al medir los pardmetros de la fermentacién tales como el pH, la
temperatura, el contenido de humedad y la concentracién de sustrato y
productos.

2. Muchos aspectos de ingenieria como el disefio de reactores y el escalado
estan menos caracterizados con respecto a fermentaciones en medio

liquido.
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2. ANTECEDENTES

Lopez et al., (2010) fueron los primeros en cultivar células de P. pastoris y
producir una proteina recombinante (una lacasa de Tramentes versicolor) usando
cultivo en medio sdlido (CMS). En ese trabajo se compararon las cinéticas de
crecimiento y la expresion heterdloga de una lacasa de T. versicolor en CMS y CML o
sumergido (SmF). Sus resultados muestran que a bajas concentraciones de sustrato
(< 34.9 g/L de glicerol), ambos sistemas de cultivo no mostraron diferencia estadistica
en la produccién de biomasa y de lacasa recombinante. Sin embargo, a altas
concentraciones de sustrato (> 34.9 g/L), el sistema con espuma de poliuretano (PUF)
produce densidades celulares mayores que el CML. Por otra parte, la produccion de

lacasa con altas concentraciones de sustrato fue menor en CMS que en CML.

Nufiez et al., (2012) desarroll6 un sistema de produccion de biomasa de P.
pastoris en columnas de vidrio, empleando tiras de PUF como soporte.
Adicionalmente, modifico el medio de cultivo (Hang et al., 2009) y empled glucosa
como unica fuente de carbono, para incrementar los rendimientos de biomasa en este

sistema.

Mattanovich et al., (2009) secuenciaron el genoma de Komagataella pastoris
(Pichia pastoris), ademas reportaron el secretoma inducido con glucosa como fuente
de carbono (sélo 12 proteinas fueron reportadas). Con ayuda del genoma secuenciado
(9.5 Mpb) y de un analisis con la herramienta BLAST identificaron dos transportadores
de alta afinidad para glucosa (PIPA02661, PIPA003702) y cuatro transportadores de
glicerol (PIPA00047, PIPA09569, PIPA03381 y PIPA0357).

Shutter et al., (2009) reportaron el genoma completo de P. pastoris GS115 en
NCBI (National Center for Biotechnology Information). Ademas, registraron en esta
base de datos todas las secuencias de genes de esta levadura con una funcion
hipotética, detectando cuatro posibles transportadores de tipo simportador
glicerol/proton (Genbank: XM_002493965.1, XM_002493299.1, XM _002493274.1 y
XM _002489618.1).
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3. JUSTIFICACION

La levadura metilotrofica P. pastoris es un excelente sistema de expresion que
ha sido usado durante mas de 20 afios en laboratorios e industrias (Vaishnav &
Demain, 2009). Esta levadura ha sido mas empleada debido a que posee procesos
postraduccionales de proteinas similares a los de los humanos, lo que la convierte en
un organismo apropiado para la produccion de proteinas con aplicacion en humanos
(Gerngross, 2004). Las levaduras presentan consumo activo y buen crecimiento en
medios con glicerol, de hecho se ha reportado una tasa especifica de crecimiento de
P. pastoris 31 % mas rapida en un medio con glicerol que en un medio con glucosa
(Mattanovich et al., 2009), lo que sugiere que el glicerol es una buena fuente de
carbono debido a que puede ser asimilado mas rapido por el metabolismo para
producir biomasa por su grado de reduccién. Los genes que estan involucrados en el
mecanismo de transporte de glicerol en P. pastoris GS115 estan reportados en la base
de datos de NCBI (Schutter et al., 2004). La produccion de biomasa de P. pastoris en
medios con altas concentraciones de glicerol es superior en sistemas CMS que en
sistemas CML (Lopez et al., 2010).

La investigacion de la fisiologia de crecimiento y consumo de sustrato entre el
CMS y el CML y los mecanismos que estan relacionados con el transporte de glicerol
en P. pastoris CBS 7435 no han sido reportados, por lo que deben ser estudiados y
caracterizados fisiolégicamente. Con el presente estudio comparativo de fisiologia
entre el CMS y CML se pretende mostrar que el CMS es mas eficiente en la produccion
de biomasa y aprovechamiento de sustrato en medios con altas concentraciones de
glicerol. Ademas, con este trabajo se podra explicar, al menos de manera indirecta,
algunas de las razones por las que en CMS se obtienen rendimientos superiores en
cuanto a biomasa que en CML. Finalmente, la identificacion de los genes que estan
involucrados en el trasporte de glicerol sugeriria los posibles genes blanco en P.
pastoris CBS 7435, para que pudieran ser caracterizados fisiologicamente en el futuro

en CMS y CML, y bajo ciertas condiciones de cultivo.
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4. HIPOTESIS

La produccion de biomasa y consumo de glicerol ser4 mayor en cultivo sélido a

altas concentraciones de glicerol en comparacién al cultivo liquido, debido a la

formacion de agregados celulares de P. pastoris y a que el cultivo solido no esta

limitado por oxigeno.

5. OBJETIVOS

5.1.

5.2.

Objetivo general

Determinar las diferencias de crecimiento, consumo de glicerol y formacion

de agregados celulares de P. pastoris en CMS y CML.

Objetivos especificos

. Propagar, conservar e identificar molecularmente la cepa de P. pastoris.
. Determinar la cinética de crecimiento y consumo de glicerol de P. pastoris

en medio sdlido y liquido a diferentes concentraciones de sustrato.

. Visualizar la diferencia en la morfologia de crecimiento celular en CMS y

CML.

. ldentificar genes que codifican los trasportadores de glicerol en P. pastoris

por PCR de punto final y secuenciacion.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Microorganismo

El microorganismo empleado en este trabajo fue Pichia pastoris CBS 7435
(identificada molecularmente en este trabajo). La cepa fue proporcionada por la Planta
Piloto de Fermentacibn en Estado Solido (PP4) de la Universidad Autébnoma

Metropolitana unidad Iztapalapa.

6.2. Medios de propagacion, conservacion y produccion de biomasa para

P. pastoris

6.2.1. Medio de propagacién de P. pastoris

YPD (Yeast extract Peptone Dextrose)

e Extracto de levadura: 10 g/L
e Peptona: 10 g/L
e Dextrosa: 10 g/L

Para formular el medio superficial se adicioné agar bacteriolégico (20 g/L). Se esterilizo

en autoclave a 120 °C y 15 psi durante 15 minutos.

6.2.2. Medio de conservacién de P. pastoris
Medio YPD con 30 % de glicerol

e Extracto de levadura: 10 g/L
e Peptona: 10 g/L
e Dextrosa: 10 g/L
e Glicerol: 300 mL/L

El medio se esterilizé en autoclave a 120 °C y 15 psi durante 15 minutos.
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6.2.3. Medio para produccion de biomasa de P. pastoris.

Se us6 el medio de produccion de biomasa reportado por Hang et al., (2009)
con la modificacion siguiente: glicerol como fuente de carbono a distintas
concentraciones (25 g/L, 50 g/L y 100 g/L). La relacion C/N de 10 se mantuvo constante
modificando la concentracion de sulfato de amonio y urea y se usé un amortiguador
de fosfatos 150 mM (pH 6). La concentracion de los demas reactivos permanecio

constante en los tres medios.

e Glicerol 100 g/L 50 g/L 25 g/L

e (NH4)2S04 10.63g/L 5.31g/L 2.65 g/L
e Urea 3.54 g/L 1.77 g/L 0.88 g/L
e MgSOs4 0.47 g/L

e CaCl2 0.036 g/L

e Extracto de levadura 0.5¢g/L

e Elementos traza 1.2 mL/L

e Biotina 4X104 g/L

o KH2PO4 17.60 g/L

e K2HPO4 3.57 g/L

Elementos traza

o Ki 0.008%
e CuSOs4 0.6%

e MnSOs 0.3%

e Na:MoO4 0.02%

e H3BOs3 0.002%
e CoCl2 0.05%

e ZnCl2 2%

e FeS04-7H20 6.5%

e Adicionar 5 mL/L de H2S0O4

6.3. Propagacion de levaduras

Para la propagacion de P. pastoris, se inocularon 30 mL de medio YPD en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL a partir de un vial de conservacién (ver secciéon de
conservacion 6.4), se mantuvo en incubacion a 30 °C y 250 rpm durante 24-28 h. El

indculo inicial en todas las cinéticas de este trabajo se propag6 hasta alcanzar un
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crecimiento con una DOeoo de 2.0 y La concentracién de biomasa al inicio de la
fermentacion fue de 0.054 + 0.009 g/L.

6.4. Conservacién de P. pastoris

6.4.1. Conservacion a medio plazo

Los cultivos de P. pastoris se conservaron a 4°C cuando se emplearon en un
periodo corto de tiempo. La conservacion a corto plazo se realizé en medio YPD
liquido, placas de agar y tubos inclinados. De acuerdo a Peterman & Simione, (2009)

las cepas almacenadas de esta forma son viables durante un afo.

6.4.2. Conservacion alargo plazo

La conservacion a largo plazo de P. pastoris se realizé en medio YPD con 30 %
de glicerol. Se emplearon tubos criogénicos de 2 mL y se almacenaron a -20 6 -80 °C.
Las células almacenadas en estas condiciones se mantienen viables durante varios
afios (Peterman & Simione, 2009). El procedimiento es el siguiente: un vial
almacenado de P. pastoris se activd previamente en medio YPD durante 48-72 horas;
se inocularon 20 mL de medio YPD con 200 pL de este cultivo activado y se incub6 a
30 °C y 250 rpm durante 20-24 horas, hasta alcanzar una DOeoo de 2-3. Se centrifug6
el cultivo en un tubo Falcon® estéril a 4000 rpm y 4 °C durante 10 minutos. Se elimind
el sobrenadante y se resuspendié en 4 mL de medio YPD/glicerol. Finalmente se
obtuvieron alicuotas de 2 mL en tubos criogénicos, conservandose los viales a -20 6 -
80 °C (Lo6pez et al., 2010).

6.5. Identificacién molecular de la cepa de P. pastoris

6.5.1. Aislamiento de ADN gendmico

Para el aislamiento de ADN total se requirio un cultivo fresco de P. pastoris. El
cultivo se incub6 en medio YPD, se incubd a 200 rpm durante 24 h. Luego se empled
el protocolo y reactivos del kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit de Promega. El

aislamiento se hizo de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
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6.5.2. Calidad y concentracién de ADN genémico
Se midio por espectrofotometria la calidad y concentracion de 1 pyL de muestra
de ADN aislado. Para ello, se utiliz6 un NanoDrop 2000/2000c de Thermo Scientific®.

6.5.3. Amplificacion de espaciadores internos de trascripciéon (ITS’s)

6.5.3.1. Cebadores

El protocolo de identificacion de la cepa de P. pastoris, se basd en la
amplificacion y secuenciacion de la region ITS-1 y la region ITS-2. Estas secuencias
tienen el més alto grado de variacion génica del ADN ribosomal, lo que permite la
discriminacion incluso entre especies del mismo género. Los cebadores que se
emplean con frecuencia para amplificar estas regiones son los cebadores ITS-F
(forward) e ITS-4 (reverse) (Henry, et al., 2000; lwen, et al., 2002). Las secuencias de

los dos cebadores son las siguientes:
ITS-F (5°-CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A-3))
ITS-4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’)

6.5.3.2. Mezcla de reaccién de PCR
La mezcla de reaccion se adicion6 en tubos para PCR de 100 pL, los reactivos

de la mezcla se muestran en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Reactivos empleados en la reaccién en cadena de la polimerasa.

Sustancia. Volumen (pL) Concentracion final
Master mix al 2X. 12.5
Primer (F) 50 uM 0.5 1uM
Primer (R) 50 uM 0.5 1pM
DNA [50 ng/uL] 1 50 ng
H20 libre de RNasa 10.5
Volumen total (pL) 25
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6.5.3.3. Programa del termociclador
Se utilizé un termociclador MULTIGENE® para la amplificacion de las regiones

ITS-1 e ITS-2. A continuacidn se describe el programa del termociclador.

e Desnaturalizacion inicial 3 min a 94 °C.
e 30ciclos a:

» 96 °C durante 1 minuto.

» 50 °C durante 1 minuto.

» 72 °C durante 1 minuto.
e Extension final a 72 °C durante 3 min.

e Mantener a4 °C.

6.5.4. Electroforesis en gel de agarosa

Para confirmar la integridad del ADN genomico aislado se realizo electroforésis
en gel de agarosa al 0.8% y para visualizar los productos de PCR se emplearon geles
al 1.5%. La preparacion de los geles se realizé en un matraz Erlenmeyer, una vez
pesada la agarosa se disolvié en buffer TAE al 1X. Se calentd la suspension en un
microondas hasta tener una solucién completamente transparente. Se dej6 enfriar y
se adicionaron 0.2 uL de Rojo Texas para visualizar el ADN con luz UV. La solucion
se vertid en el molde para geles con el peine previamente colocado. Luego de
solidificar el gel, se coloco en la cubeta de electroforésis y ésta se llend con buffer TAE
1X hasta cubrir por completo el gel. Las muestras fueron cargadas en cada uno de los
pocillos del gel. Las muestras contenian 2 uL de buffer de carga (6 X DNA Loading Dye
de Thermo Scientific®) y 3 uL de ADN. Estos geles se corrieron a 90 voltios durante 75
minutos. Para visualizar el ADN, se utiliz6 un fotodocumentador Gel Logic 2200 PRO.
Composicion del buffer TAE 10X: 48.4 g/L Tris base, 11.42 mL/L &cido acético glacial
y 20 mL/L de EDTA 0.5 M (pH 8).
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6.5.5. Purificacion de amplificados, secuenciacion y analisis en base de
datos

Para conocer la secuencia de los amplicones de interés, se analizaron en el
secuenciador de la Universidad Autdnoma Metropolitana — Iztapalapa. Los amplicones
de interés se purificaron para retirar impurezas y evitar interferencias en el proceso de
secuenciacion. La purificacion de la reacciones de PCR se realizaron con un kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega. Las secuencias obtenidas
se analizaron con la herramienta BLAST de National Center Biothecnology Information
(NCBI).

6.6. Preparacion de cinéticas de crecimiento

Para este estudio se emplearon concentraciones de glicerol de 25, 50 y 100 g/L
en el medio de produccion de biomasa, conservandose una relacion C/N de 10 en los
tres medios evaluados. Se eligieron estas concentraciones porque el objetivo fue
probar la fisiologia de crecimiento, consumo de glicerol y diferencia de agregados
celulares, en condiciones en que ambos sistemas (CMS y CML) se comportaran igual
(25 g/L) y en donde mostraran diferencias en la produccion de biomasa (50 g/L y 100

g/L), de acuerdo a lo reportado previamente por Lépez et al., (2010).

6.6.1. Preparacion de cultivo en medio sélido

6.6.1.1. Soporte sdlido

El soporte sélido inerte que se empled en este estudio para el cultivo en medio
sélido (CMS) fue espuma de poliuretano (PUF) de baja densidad. La espuma se
empled en cubos de 0.7 centimetros de lado. La preparacion de la espuma se realizd
de acuerdo al protocolo propuesto por Zhu et al., (1994). El protocolo es el siguiente:
se realizaron dos lavados de estos cubos con agua a 100 °C y un lavado con agua
destilada para evitar que quedara rastro de sales e impurezas, posteriormente se
secaron los cubos a 60 °C durante 14-16 horas en una estufa para eliminar toda el
agua. A continuacion se coloco la espuma en un desecador para evitar la rehidratacion

durante su descenso a temperatura ambiente.
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6.6.1.2. Cultivo en medio sodlido

Para preparar los cultivos en medio sélido se siguié la metodologia propuesta
por Lopez et al., (2010). La metodologia es la siguiente: a cada matraz de 250 mL se
le adicionaron 1.5 g de cubos de PUF previamente lavados y secados, los matraces
con la espuma se esterilizaron en autoclave a 150 °C y 15 psi durante 20 min. El
indculo se preparo antes de ser vertido en los matraces con la espuma. Para esto se
usaron tubos Falcon estériles a los cuales se les adicionaron 23 mL de medio estéril
de produccién de biomasa. Los tubos con el medio fueron inoculados con 200 L (Xo
= 0.054 £ 0.009 g/L) de un cultivo previamente activado en 30 mL de medio YPD
durante 28 h a 30 °C y 240 rpm. Después de una agitacién suave, se vertieron sobre
la espuma y con ayuda de una espatula estéril se procuré6 una homogeneidad del
medio inoculado en la espuma. Los matraces del CMS se incubaron a 31 °C sin
agitacion. La evaluacion de produccion de biomasa en medio sélido se realizd por

triplicado.

6.6.2. Preparacion de cultivo en medio liquido

Las cinéticas de produccion de biomasa en medio liquido se realizaron por
triplicado en matraces de 250 mL con 23 mL de medio de produccion de biomasa, los
matraces fueron inoculados con 200 pL (Xo = 0.054 %= 0.009 g/L) de un cultivo
previamente activado en 30 mL de medio YPD durante 28 h a 30 °C y 240 rpm. Los

matraces inoculados se incubaron en un agitador a 31 °C y 240 rpm.

6.7. Determinacién de biomasa

6.7.1. Determinacion de biomasa en medio liquido

Para cuantificar la biomasa del experimento se emplearon filtros de membrana
de nylon con tamafio de poro de 0.2 um, estas membranas se sometieron a peso
constante en una estufa de secado, a 75 °C durante 20 h. Posteriormente se colocaron
dentro de un desecador hasta alcanzar temperatura ambiente y evitar su rehidratacion
hasta su posterior uso; antes de filtrar, las membranas eran pesadas. Con ayuda de

un equipo de filtracion al vacio se filtro el medio con las células crecidas, se recupero
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ademas el filtrado para posteriores evaluaciones (determinacion de glicerol y pH). Los
filtros con la biomasa se sometieron nuevamente a peso constante en la estufa de
secado a 75 °C durante 20 h, finalmente las membranas se pesaron nuevamente y se
determind por diferencia de peso la cantidad de biomasa seca en cada uno de los

puntos monitoreados.

6.7.2. Determinacion de biomasa en medio so6lido

Para la cuantificacion de biomasa de los cultivos sélidos, se extrajo todo el
liquido con la biomasa con ayuda de una jeringa de 60 mL. Se exprimieron todos los
cubos de PUF que contenia el matraz. Después de ser extraido todo el fermentado de
la espuma de poliuretano, se procedié a realizar un lavado de la espuma con agua
destilada a temperatura ambiente (50 mL) para retirar los residuos que pudieran
guedar en la espuma. Para asegurar la cuantificacion exacta de biomasa se sometio
la espuma de poliuretano a un secado en la estufa a 75 °C durante 20 h. El medio que
resultd de exprimir la espuma y el medio que resultd del lavado se sometié al mismo

procedimiento de filtracion con membranas descrito en el apartado 6.7.1.
6.8. Determinacion de glicerol

El glicerol remanente presente en los medios se cuantific6 en cada uno de los
puntos de monitoreo de la cinéticas de crecimiento mediante cromatografia de liquidos
de alta resolucion (HPLC). El equipo de HPLC estaba constituido con una bomba
binaria (Pump 250) y un detector LC-30 RI (Perkin ElImer, Waltham, MA, USA). La fase
movil y todas las muestras se filtraron con membranas (0.2 um de tamafio de poro)
antes de ser analizadas. La fase movil consistié en una solucién de H2SO4 5 mM. La
columna utilizada fue Animex HPX-87H 300 mm x 78 mm (Biorad, Hercules, CA, USA).
Todo el proceso se llevo a cabo utilizando un flujo constante de 0.5 mL/min y una
presion de 800 psi, con una temperatura de 45 °C. El volumen inyectado para cada
una de las muestras fue 20 pL y el monitoreo se realizé a 230 nm. Todos los solventes

utilizados fueron de grado HPLC y el agua usada fue bidestilada.
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6.9. Identificacidén de genes relacionados con el transporte de glicerol de
P. pastoris

6.9.1. Aislamiento de ADN gendmico

A partir de la secuencias que codifican los transportadores de glicerol en P.
pastoris GS115 reportadas por Shutter et al., (2009), se buscé la amplificacién de estos
genes en la cepa CBS 7435. La identificacion de los cuatro genes reportados se realizo
sobre ADN gendmico. Para el aislamiento de ADN total se empleo el kit y reactivos del
apartado 6.5.1. Para determinar la concentracion y calidad del ADN se empleo el

mismo proceso que en el apartado 6.5.2.

6.9.2. Disefio de cebadores especificos de transportadores de glicerol

Las cuatro secuencias que codifican los transportadores se obtuvieron de la
base de datos de National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2015; Shutter
et al., 2009). Con estas secuencias se disefiaron cuatro pares de cebadores (Tabla
6.2).

Tabla 6.2. Secuencias de cebadores disefiados para amplificar los cuatro transportadores
reportados en NCBI (Shutter, et al., 2009).

ID del Cebador Forward 5' - 3' Cebador Reverse 5' - 3 Nombre
gen Ensayos
8200838 CGTGAGTAATGGTCGCAGACT GGACTCTACAAGAAGCATTTCGG GPS1 (f/r)
8199693 GAAATCCCTGCAAGTGGTCC ACTGCCTCTACGAATGCTGC GPS2 (f/r)
8199688 TGCCTTCCTCTAAGCAGTATTTACC CCATATCCTCTAAATCTACGCCTC GPS3 (f/r)
8197545 TCTCAACCCGTAAGAACCCAC GCCCTTGACACGTCCTCTAC GPS4 (fIr)
6.9.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

6.9.3.1. Componentes de la mezcla de la PCR

Para amplificar los cuatro genes que codifican los transportadores se empled

un kit de amplificacion HotStarTaq Master Mix de QIAGEN®. Este kit permite una

amplificacion con mejor especificidad. La composicion de la mezcla de la reaccién se

muestra en la Tabla 6.3.
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Tabla 6.3. Reactivos empleados en la reacciéon en cadena de la polimerasa.

Sustancia. Volumen (uL) Concentracién final
(recomendacién del kit)

HotStarTaq Master Mix 25 2 U HotStarTaq ADN
2X. polimerasa
Primer (F) 50 uM 0.5 0.2-0.5 uM
Primer (R) 50 uM 0.5 0.2-0.5 uM
DNA al [571 ng/pL] 1 < 1 pg/reaccion
H20 libre de RNasa 23
Volumen total (uL) 50

6.9.3.2. Programa del termociclador
Se utilizé un termociclador de la marca MULTIGENE® para todas las reacciones
de amplificacién. A continuacién se describen las condiciones de la reaccién en el

termociclador.

Activacion inicial por calor 15 min a 95 °C.
30 ciclos a:

> 94 °C durante 1 minuto.
» 60 °C durante 1 minuto.
» 72 °C durante 1.5 minuto.

Extension final a 72 °C durante 3 min.

Mantener a 4 °C

6.9.4. Electroforesis en gel de agarosa
Para confirmar la integridad del ADN y presencia de los productos de PCR se

realizé electroforesis en geles de agarosa, como se describidé en la seccion 6.5.4
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6.9.5. Purificacion de amplificaciones, secuenciacion y analisis en base de
datos
La purificacion de amplificaciones, la secuenciacion y la comparaciéon en bases

de datos se realiz6 como se describid en la seccion 6.5.5

6.10. Micrografias de levaduras

6.10.1. Micrografias de P. pastoris en CMS

Para observar la forma de crecimiento en el CMS se emple6 la técnica de
microscopia electronica de barrido. El crecimiento fue observado en un sélo punto de
la cinética de crecimiento de P. pastoris (justo al inicio de la fase estacionaria del
cultivo). Las micrografias se tomaron en medios con 25 g/L (22.5 h), 50 g/L (30 h) y
100 g/L (50 h) de glicerol. Se seleccionaron sélo dos cubos de PUF de cada uno de
las concentraciones. Las muestras fueron sometidas a un proceso de fijacion con
glutaraldehido durante 42 h en tubos Eppendorff de 2 mL, se procuré que las muestras
no fueran manipuladas vigorosamente. Luego se realizaron lavados para retirar por
completo el glutaraldehido de las muestras, los lavados se realizaron con amortiguador
de fosfatos (0.1 M, pH 7.2). Las muestras se sometieron a una segunda fijacion con
tetradxido de osmio, cubriéndose la muestra por completo con el tetradxido. Después
de la fijacidn, las muestras fueron sometidas a un segundo lavado con diferentes
concentraciones de etanol (20, 30, 40, 50, 70, 80 y 100 %). Las muestras fueron
secadas posteriormente a punto critico. Se fijaron las muestras en cinta de carbono y
grafito y se procedié a cubrir los cubos con un bafio de oro. Finalmente fueron

visualizados en el microscopio electrénico de barrido.

6.10.2. Micrografias de P. pastoris en CML

Para observar la forma de crecimiento en el CML se empled microscopia optica.
El crecimiento fue observado en un solo punto (justo al inicio de la fase estacionaria
del cultivo). Las micrografias fueron tomadas en medios con 25 g/L de glicerol (40 h),
50 g/L (48 h) y 100 g/L (55 h). Se observaron 20 pL de cada muestra con los objetivos
40X y 100X.
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6.11. Ajuste de datos experimentales

6.11.1. Ajuste de datos de biomasa

Los datos experimentales obtenidos en la seccion 6.7 (por triplicado) fueron
ajustados al modelo logistico de Velhurst-Pearl con la herramienta Solver de Excel de
Microsoft Office 2013®. Las constantes cinéticas Xmax y Umax fueron obtenidas de este

modelo y usadas para comparar la diferencia entre ambos sistemas.
Ecuacion logistica:

dX _ [1 ]X
dc  Mmax Xmax

Ecuacion integrada:

Xmax

X = Xmax — X, .

1+ e Kt

Donde:

e Xo es la concentracion de biomasa inicial en g/L
¢ Xmax es la concentracién de biomasa maxima producida en g/L

e Umax €s la tasa especifica de crecimiento maxima en h-?

6.11.2. Ajuste de datos de consumo de glicerol

Los datos de consumo de glicerol obtenidos la seccién 6.8 (por triplicado) fueron
ajustados al modelo integrado de Pirt con ayuda de la herramienta Analisis de datos-
Regresion Lineal de Excel de Microsoft Office® 2013. Las constantes cinéticas m y
Yx/s fueron obtenidas por este modelo y usadas para comparar la diferencia entre

ambos sistemas.
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Ecuacion de Pirt para consumo de sustrato:

ds_ 1 dx
dt  Yx/sdt '

Ecuacion integrada:

SC0 = S 1 X = X,) mXmax Xmax — X,
=0 Yx/s 0 Umax " Xmax — X

Donde:

e m es el coeficiente de manteniendo en gS/gX*h

e YX/s es el rendimiento de biomasa generada a partir del sustrato en gX/gS
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7. RESULTADOS
7.1. Identificacién molecular de la cepa de P. pastoris

Debido a que no se tenia conocimiento del antecedente de la cepa
proporcionada por la PP4, se identificé la cepa de P. pastoris empleada en este trabajo,
mediante analisis de las secuencias ITS-1 e ITS-2 (Internal Trancribed Spacer), este
método es el mas empleado para identificar molecularmente hongos (Henry et al.,
2000; Iwen et al., 2002). En la figura 7.1 se muestra el ADN gendémico aislado. La
concentracion y calidad del mismo se muestran en la tabla 7.1. La concentracion (>50
ng/uL), la pureza e integridad del ADN (260/280 > 1.8) aislado fueron buenas para la

amplificacion de la region ITS-1 e ITS-2.

MM C1 C2

125 .

Figura 7.1. Gel de agarosa al 0.8%, MM= marcador molecular de ADN A/Hind lll y (C1y C2) =
muestras de ADN gendmico.

Tabla 7.1. Concentracion y pureza de ADN gendmico aislado de P. pastoris

Muestra Concentracién (ng/uL) Relacion 260/280
ADN1 65.3 1.94
ADN2 43.6 1.91
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A continuacion, el ADN aislado se us6 como molde para la amplificacion de las
regiones ITS-1 e ITS-2. En la Figura 7.2 se muestra un solo amplicén, del tamafio
esperado de laregion ITS-1 e ITS-2 (ligeramente superior a 500 pb). El control negativo
(mezcla de reaccion de PCR pero sin cebadores) no amplificd lo que sugirié que la
amplificacion de la region ITS-1 e ITS-2 fue confiable. El analisis con la herramienta
BLAST de la secuencia obtenida se muestra en la Tabla 7.2. Se confirmé el género y
especie Pichia pastoris con un 99% de identidad.

500 pb

200 pb
100 pb

Figura 7.2. Gel de agarosa al 1.5 %, MM= marcador molecular de 100 pb. C2= amplicén (ITS-1
e ITS-2) y C1 = Control negativo.

Tabla 7.2. Resultado del andlisis de la herramienta BLAST en la base de datos de NCBI

Descripcion del microorganismo Evaluacion Valor-e Identidad
Pichia pastoris CBS 7435 100% 2x10-88 99%
Pichia pastoris CBS 7435 chromosome 2 100% 2x10-88 99%
Pichia pastoris CBS 7435 chromosome 3 99% 2x10-88 99%
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7.2. Produccion de biomasa de P. pastoris en CML y CMS

Como primera estrategia se realizaron evaluaciones previas de produccion de
biomasa en CML y CMS, con el fin de entender el comportamiento de cada condicion
y establecer los puntos de muestreo para cada cinética. Estas pruebas fueron
realizadas porque el medio propuesto en este trabajo no habia sido evaluado en
ambos sistemas para el crecimiento de biomasa (seccion 6.2.3). Se realizaron tres
muestreos por triplicado. Para el medio con 50 g/L de glicerol se obtuvieron muestras
alas 38 h, 84 hy 120 h. Los resultados (Figura 7.3) muestran que la produccion de
biomasa en CMS fue superior en un 67 % a la obtenida en CML. No hubo diferencias

en los valores de pH de ambos sistemas, como se muestra en la Figura 7.4.

30 H

251 = T 1

20 H

15 A
aOCcMms
10 A
OcMmL

Biomasa seca (g/L)

38 84 120
Tiempo (h)

Figura 7.3. Produccion de biomasa de P. pastoris en CMS y CML con 50 g/L de glicerol.

7 -
6 -
5 -
4 -
T
3 B pH CMS
5 O pH CML
1 -
O T T T 1
0 38 84 120
Tiempo (h)

Figura 7.4. Perfil de pH en CMS y CML con 50 g/L de glicerol.
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La segunda evaluacion previa se desarrollé elevando la concentracion con 100
g/L de glicerol (Figura 7.5), esta fue monitoreada a las 38 h, 86 h y 120 h. Los
resultados mostraron que el CMS con 100 g/L de glicerol fue superior en un 167 % que
la produccién de biomasa en CML. La produccion de biomasa en CML con 100 g/L de
glicerol fue similar que la de CML con 50 g/L de glicerol (Figura 7.3). El pH fue similar
en ambos sistemas con 100 g/L de glicerol, como se muestra en la Figura 7.6.
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| I— |
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38 86 120
Tiempo (h)

Figura 7.5. Produccién de biomasa de P. pastoris en CMS y CML con 100 g/L de glicerol.

pH

3 B pH CMS
O pH CML

0 38 86 120
Tiempo (h)

Figura 7.6. Perfil de pH en CMS y CML con 100 g/L de glicerol.
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7.2.1. Cinéticas de produccion de biomasa a diferentes concentraciones
de glicerol

Con la finalidad de analizar las diferencias en la fisiologia de crecimiento y
consumo de glicerol en CMS y CML, se evaluaron condiciones en las que ambos
sistemas fueron similares y condiciones en las que fueron diferentes, en cuanto a
produccion de biomasa. De acuerdo a Lopez et al., (2010) en concentraciones de
glicerol menores a 36.24 g/L, no hubo diferencias a este respecto en los dos sistemas,
pero con concentraciones de glicerol superiores a 36.24 g/L los sistemas mostraron
diferencia en la produccion de biomasa. Con este antecedente se eligieron
concentraciones de 25 g/L, 50 g/L y 100 g/L. En la Figura 7.7 se muestran los
resultados de la produccion de la biomasa y del pH en CMS y CML con un medio con
25 g/L de glicerol. La produccién maxima de biomasa (Xmax) en CMS no mostré
diferencia comparada con el CML. Esto es similar a lo reportado por Lopez et al.,
(2010). Sin embargo si hubo diferencia en la tasa especifica de crecimiento maxima
(Umax) de ambos sistemas, de hecho en CMS con 25 g/L de glicerol la tasa especifica
fue 73 % mayor, comparada con el CML (ver Tabla 7.3). Esto difiere con lo reportado
por Lépez et al., (2010), lo cual se discutira mas adelante. El pH para ambos sistemas

tuvo la misma tendencia y bajé a un pH de 3 en ambos sistemas.
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Figura 7.7. Cinética de produccion de biomasa de P. pastoris en CMS (A) y CML (o) con 25 g/L
de glicerol. Los triAngulos y cuadrados representan los datos experimentales de biomasa. Las
lineas representan el ajuste al modelo logistico, esto es, linea continua (—-) para CMS y linea
discontinua (----) para CML. Adicionalmente se muestra el perfil de pH para ambos sistemas.

Los resultados de la cinética de produccién de biomasa y evolucion del pH del
medio con 50 g/L de glicerol se muestran en la Figura 7.8.La produccion maxima de
biomasa (Xméx) en CMS fue superior en un 63 % comparada con la del CML. La tasa
especifica de crecimiento maxima (Umax) fue 69 % superior en CMS comparativamente
con el CML (ver Tabla 7.3). El pH disminuy6 para ambos sistemas hasta 3 y tuvo la

misma tendencia.
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Biomasa seca (g/L)

Figura 7.8. Cinética de produccion de biomasa de P. pastoris en CMS (A) y CML (o) con 50 g/L
de glicerol. Los triAngulos y cuadrados representan los datos experimentales de biomasa. Las
lineas representan el ajuste al modelo logistico, esto es, linea continua (—-) para CMS y linea
discontinua (----) para CML. Adicionalmente se muestra el perfil de pH para ambos sistemas.

En la Figura 7.9 se muestra la cinética de produccién de biomasa y la evolucion
del pH del medio con 100 g/L de glicerol. La produccién maxima de biomasa en CMS
fue superior en un 173 % que en CML. La tasa especifica de crecimiento maxima en
CMS fue superior en un 29% comparativamente con lo obtenido en CML (ver Tabla

7.3). El pH de ambos sistemas tuvo la misma tendencia y también disminuy6 hasta un
valor de 3.
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Figura 7.9. Cinética de produccién de biomasa de P. pastoris en CMS (A) y CML (o) con 100
g/L de glicerol. Los triangulos y cuadrados representan los datos experimentales de biomasa.
Las lineas representan el ajuste al modelo logistico, esto es, linea continua (—-) para CMS y
linea discontinua (----) para CML. Adicionalmente se muestra el perfil de pH para ambos
sistemas.

En la Tabla 7.3 se presenta el resumen de los pardmetros cinéticos Xmax y
Mmax obtenidos del ajuste al modelo logistico, empleando la herramienta Solver de
Excel. Los datos experimentales en todas las cinéticas del CMS se ajustaron al modelo
con un R? > 0.98, mientras que los datos experimentales de todas las cinéticas del
CML se ajustaron al modelo con un R? > 0.94, lo que sugiere que los datos
experimentales de las cinéticas de ambos sistemas se explican con el modelo logistico
de crecimiento.

Tabla 7.3. Parametros cinéticos de crecimiento de biomasa obtenidos del ajuste con el modelo
logistico

25 g/L de glicerol 50 g/L de glicerol 100 g/L de glicerol

CMS CML CMS CML CMS CML
Xmax (g/L) 11.7 £ 0.22 114=+1 20.8+0.2 12.8+0.4 358+1 13.13+0.4
Hmax (h'l) 0.38 £ 0.008 0.22 £ 0.005 0.27 £ 0.01 0.16 £ 0.01 0.17 £ 0.007 0.12 £ 0.01
R? 0.98 + 0.004 0.95+£0.04 0.98 £ 0.002 0.98 £ 0.017 0.98 £ 0.007 0.94+0.01
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7.3. Cinéticas de consumo de glicerol por P. pastoris a diferentes

concentraciones de sustrato

Los datos experimentales de consumo de glicerol se ajustaron al modelo de Pirt
para el consumo de sustrato, como se describe en la seccion 6.11.2. El gréfico de
fases de biomasa contra glicerol (ejemplo: Figura 7.10) es imprescindible como primer
paso para obtener las constantes del modelo de Pirt (Yx/s y m) y asi poder
posteriormente ajustar los datos experimentales de consumo de glicerol con respecto
al tiempo (ejemplo: Figura 7.11). El gréfico de fases permite visualizar el ajuste de los
datos experimentales al modelo de Pirt y también ver cdmo el sustrato consumido se
utiliza para formar biomasa y qué cantidad de sustrato es empleado en el
mantenimiento (si existe). En la Figura 7.10 se muestra el gréfico de fases para ambos
sistemas con 25 g/L de glicerol. Los resultados mostraron que no existe diferencia en
el rendimiento (Yx/s) entre ambos sistemas, en ambos sistemas se utilizd la misma
cantidad de sustrato para generar la misma cantidad de biomasa. Sin embargo el CML
presentd un coeficiente de mantenimiento de 1.9 + 0.1(10?) (se puede observar una
pequefia curvatura de la recta obtenida del ajuste, propia del mantenimiento) mientras
que el CMS no presenté mantenimiento (linea completamente recta) (ver Tabla 7.4).
En la Figura 7.11 se presenta el consumo de glicerol con respecto al tiempo, ajustado
al modelo de Pirt. Se puede observar que el consumo de sustrato fue mas rapido en

CMS que en CML, pero ambos sistemas aprovecharon todo el sustrato.
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Figura 7.10. Grafico de fases de biomasa contra glicerol del CMS (A) y CML (a) con 25 g/L de
glicerol. Los cuadrados y tridngulos representan los datos experimentales y las lineas
representan el ajuste al modelo de Pirt, esto es, linea continua (-——) para CMS vy linea
discontinua (----) para CML.
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Figura 7.11. Cinética de consumo de glicerol en CMS (A) y CML (a) con 25 g/L de glicerol. Los
triangulos y cuadrados representan los datos experimentales. Las lineas representan el ajuste
al modelo de Pirt, esto es, linea continua (—-) para CMS y linea discontinua (----) para CML.
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La Figura 7.12 muestra el grafico de fases del medio con 50 g/L de glicerol para
ambos sistemas. Los resultados del ajuste mostraron que a esta concentracion de
glicerol el rendimiento Yx/s (0.41 = 0.01) en CMS fue superior en un 46 % comparado
con el rendimiento del CML. ElI CML si presenta un coeficiente de mantenimiento
elevado (la etapa de manteniendo se puede observar justo cuando la pendiente de la
recta del grafico de fases se vuelve completamente vertical), mayor en un orden de
magnitud que el CMS (ver Tabla 7.4). En la Figura 7.13 se muestra el consumo de
glicerol para el CMS y el CML, con 50 g/L de glicerol. El aprovechamiento de sustrato
en este medio tuvo una gran diferencia entre ambos sistemas, en el CMS se aprovechod
todo el sustrato y el consumo de glicerol fue méas rapido, mientras que en el CML el
consumo fue mas lento y ademas tuvo glicerol residual (20 % del glicerol inicial) al final

de la fermentacion.
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Figura 7.12. Grafico de fases de biomasa contra glicerol del CMS (A) y CML (a) con 50 g/L de
glicerol. Los cuadrados y triangulos representan los datos experimentales y las lineas
representan el ajuste al modelo de Pirt, esto es, linea continua (——) para CMS vy linea
discontinua (----) para CML.

50



N wu D
o o o
1 1 s

T

Glicerol (g/L)
w
o

N
o
1

10 ] ---r.';l ...........
0 — —Ay r A )
0 60 80 100 120
Tiempo (h)

Figura 7.13. Cinética de consumo de glicerol en CMS (A) y CML (0) con 50 g/L de glicerol. Los
triangulos y cuadrados representan los datos experimentales. Las lineas representan el ajuste
al modelo de Pirt, esto es, linea continua (—-) para CMS y linea discontinua (----) para CML.

En la Figura 7.14 se muestra el grafico de fases del medio con 100 g/L de
glicerol. Los resultados mostraron que el rendimiento Yx/s (0.34 + 0.01) en CMS fue
superior en un 48 % comparado con el rendimiento del CML. El CML present6 un
coeficiente de mantenimiento elevado (la linea del ajuste muestra la curvatura de la
recta que representa el manteniendo), en al menos un orden de magnitud comparado
con el CMS (ver Tabla 7.4). En la Figura 7.15 se muestra el consumo de glicerol del
medio con 100 g/L de glicerol de ambos sistemas. En esta figura se puede observar
que el aprovechamiento de glicerol tuvo la diferencia mas grande de las tres
concentraciones evaluadas entre ambos sistemas. En el CMS el consumo de sustrato
fue mas rapido y ademas se aprovecho todo el sustrato al final de la fermentacion,
como ocurrié en el CMS con glicerol a 25 y 50 g/L. Pero en el CML el consumo de
glicerol fue mas lento y se cuantificé también glicerol residual (40 % del glicerol inicial),
como en el CML con 50 g/L de glicerol.
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Figura 7.14. Gréfico de fases de biomasa contra glicerol del CMS (A) y CML (o) con 100 g/L de
glicerol. Los cuadrados y triangulos representan los datos experimentales y las lineas
representan el ajuste al modelo de Pirt, esto es, linea continua (—-) para CMS y linea
discontinua (----) para CML.
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Figura 7.15. Cinética de consumo de glicerol en CMS (A) y CML (a) con 100 g/L de glicerol. Los
triangulos y cuadrados representan los datos experimentales. Las lineas representan el ajuste
al modelo de Pirt, esto es, linea continua (—-) para CMS y linea discontinua (----) para CML.
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En la Tabla 7.4 se muestra el resumen de los parametros cinéticos Yx/s y
m obtenidos del ajuste al modelo de Pirt, con la herramienta Andlisis de datos-
Regresion Lineal de Excel. Los datos experimentales de todas las cinéticas del
consumo de glicerol del CMS se ajustaron con un R? > 0.96 y los datos
experimentales del consumo de glicerol del CML se ajustaron con un R2 > 0.91,
esto sugiere que los datos experimentales de ambos sistemas pueden ser

explicados con el modelo de Pirt para el consumo de sustrato.

Tabla 7.4. Parametros cinéticos de consumo de glicerol obtenidos del ajuste con el modelo de
Pirt

25 g/L de glicerol 50 g/L de glicerol 100 g/L de glicerol
CMS CML CMS CML CMS CML
Yx/s 0.45 +0.01 0.46 + 0.05 0.41+0.01 0.28 +0.02 0.34+0.01 0.23 + 0.03
m 1.2+1(10%)* 1.9+1(102) 6.7+9(10%  9+2(10%  1.7+0.9(103) 4.5+ 0.3(10?)
(gS/gX*h)
R? 0.99 + 0.005 0.97 £0.03 0.96 £ 0.01 0.96 + 0.02 0.98 + 0.002 0.91 + 0.08

*Valor positivo.

7.4. Micrografias de espuma de poliuretano y crecimiento de biomasa en
CMSy CML

La fisiologia del CMS mostro diferencias comparada con la del CML, como ya
se pudo observar en las secciones anteriores. Para evidenciar las diferencias en el
crecimiento celular de ambos sistemas se empled microscopia electrénica de barrido
en el CMS y microscopia Optica en el CML. En la Figura 7.16 se muestran las
micrografias de la espuma de poliuretano sin células, se puede observar que la
espuma no es so6lo un complejo de redes y tineles de poliuretano, sino que también
estd compuesta de muchas membranas delgadas de poliuretano donde también
pueden crecer las células de P. pastoris. Las micrografias que muestran la diferencia
del crecimiento celular entre el CMS y CML se muestran en las Figura 7.17 y 7.18,
respectivamente. Las células en CML se visualizaron dispersas en todo el liquido en
los tres medios con glicerol evaluados (Figura 7.18), mientras que en CMS las células

presentaron un crecimiento en forma de agregados celulares (racimos de uvas) en los
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tres medios. La formacion de estos agregados no sélo se da en los meniscos formados
por el liquido del interior de los tuneles y redes de la espuma (L6pez et al., 2010), sino
que las levaduras forman agregados (biopeliculas) también sobre las trabéculas y las

membranas delgadas de poliuretano, como se muestra en la Figura 7.17.

Figura 7.16. Espuma de poliuretano sin biomasa vista con el microscopio electrénico de barrido.
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Figura 7.17. Formacion de agregados de P. pastoris al inicio de la fase estacionaria del cultivo
sobre la espuma de poliuretano. a) y b) agregados formados a las 22.5 horas con 25 g/L de
glicerol. c) y d) agregados a las 30 horas con 50 g/L de glicerol. e) y f) agregados a las 50 horas
con 100 g/L de glicerol. a), ¢) y €) aumento X250. b), d) aumento X1000 y f) aumento X500.
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Figura 7.18. Morfologia de P. pastoris al inicio de la fase estacionaria en CML. a), b) células a
las 38 horas con 25 g/L de glicerol. c), d) células a las 47 horas con 50 g/L de glicerol. e) y f)
células a las 50 horas con 100 g/L de glicerol. a), c) y €) aumento a 40X. b), d) y f) aumento a
100X.

56



7.5. Identificacién y confirmacion de genes relacionados con el transporte

de glicerol

Con la finalidad de identificar los genes que codifican los transportadores en la
cepa de P. pastoris CBS 7435 empleada en este trabajo, se procedio a la amplificacion
de los mismos con las secuencias reportadas descritas en la seccidén 6.9. Se realizaron
tres extracciones de ADN y en la Figura 7.19 se muestra el ADN gendémico aislado.
En la Tabla 7.5 se muestra la concentracion y calidad del ADN aislado con el Kit de
Promega®. El ADN aislado tuvo una alta concentracion (> 50 ng/uL), pureza e
integridad idonea para procesos de amplificacion (260/280 > 1.8). Este ADN fue
empleado como molde para todas las pruebas de amplificacién de los transportadores

de glicerol.

MM C1 C2 C3

23000 —p

Figura 7.19. Gel de agarosa al 0.8%, MM= Marcador molecular de ADN A/Hind IIl. C1, C2y C3
= Muestras de ADN gendmico aislado.
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Tabla 7.5. Concentracion y pureza de ADN gendmico aislado de P. pastoris

Muestra Concentracion (ng/pL) Relacion 260/280
ADN1 505.0 1.87
ADN2 571 2.00
ADN3 212.3 1.85

En la Figura 7.20 se muestra el gel del resultado de los productos de PCR, se
puede observar un sélo amplicén para cada una de las reacciones (excepto el control
negativo en el C6). El tamafio de los amplicones (GSP1, GSP2, GPS3 y GSP4) fue de
1500 pares de bases aproximadamente, el tamafio esperado de acuerdo al disefio de
los cebadores para amplificar los genes que codifican los trasportadores. El amplicdn
del control positivo (misma mezcla de reactivos para la reaccion de PCR pero con
cebadores para amplificar la region de los ITS’s) también fue el esperado
(aproximadamente 500 pb). EI control negativo no amplificé (mezcla de reaccion para
PCR sin cebadores), lo que sugiere que la amplificacion fue confiable para secuenciar

el producto de PCR como siguiente etapa.

MM C1 C2 C3 C4 C5 Cé

3000 pb

1500 pb

1000 pb

250 pb

Figura 7.20. Gel de agarosa al 1.5%, MM= marcador molecular de 1000 pb. C1 = GPS1, C2 =
GPS2, C3 = GPS3 y C4 = GSP4 (Glycerol symporter proton). C5 = Control positivo (ITS's) y C6
= Control negativo.
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A continuacion se purificaron los productos de PCR, se enviaron a secuenciar
los cuatro amplicones y los resultados obtenidos se compararon con las bases de
datos, como se describio en la seccion 6.5.5. El analisis con la herramienta BLAST de
las cuatro secuencias obtenidas se muestran en la Tabla 7.6. Esta herramienta
permitié confirmar la identidad de los productos de PCR. Se identificaron sélo tres
genes de los cuatro buscados, ya que GPS1 no arrojé ningun resultado. GPS2
correspondio con un 99 % de identidad al simportador glicerol/protén de la membrana
plasmatica, sujeto a inactivacién con glucosa de P. pastoris GS115 (PAS_chr3_1099).
GPS3 correspondioé con un 91 % de identidad al simportador glicerol/proton de la
membrana plasmatica de P. pastoris GS115 (PAS_chr3_1076). Por su parte, GPS4
correspondio con un 88 % de identidad al simportador glicerol/protén de la membrana
plasmatica, sujeto a inactivacion con glucosa de P. pastoris GS115 (PAS_chrl-
1 0028) (Shutter et al., 2009). Estos tres genes hallados en el genoma, estan
relacionados con el transporte de glicerol en P. pastoris GS115 (Mattanovich et al.,
2009; Shutter et al., 2009).

Tabla 7.6. Resultado del andlisis de comparacion de amplicones secuenciados con la base de
datos con NCBI.

Nombre de Evaluacién Valor-e Identidad Nombre de gen Numero de

amplicon en en NCBI identidad

ensayos en NCBI
GPS2 100% 0.0 99 % PAS_chr3_1099 8199693
GPS3 100% 6x10-171 91 % PAS_chr3_1076 8199688
GPS4 100% 2x10-161 88 % PAS_chrl-1_0028 8197545
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8. DISCUSION

En este trabajo se establecid una estrategia experimental para establecer
criterios comparativos entre la fisiologia de crecimiento y consumo de glicerol por P.
pastoris en dos condiciones de cultivo claramente diferenciadas: cultivo en medio
sélido (CMS) vy cultivo en medio liquido (CML). La utilizacion de P. pastoris en la
industria ha adquirido una gran importancia en los ultimos afios, esta es por tanto una
de las razones por las que son relevantes los estudios enfocados al analisis de su
genética y su fisiologia. Muestra de ello, son algunos ejemplos de estudios realizados
con esta levadura en la produccién de proteinas recombinantes, como insulina humana
(Wang et al., 2001), antigeno de Plasmodium falciparun para vacuna contra malaria
(Brady et al., 2001), antitrombina Ill humana (Mochizuki et al., 2001), una tanasa de
Aspergillus oryzae (Stapleton et al., 2004), el fragmento de la cadena pesada de la
neurotoxina de Clostridium botulinum (Potter et al., 2000) y una lacasa de Trametes
versicolor (L6pez et al.,, 2010). La industria de la produccion de proteinas
recombinantes para la obtencién de productos de alto valor agregado ha crecido de
forma muy importante en los Gltimos afios y o que es mas importante, hay una enorme
perspectiva de crecimiento para este mercado (Pavlou & Reichrt, 2005). Como
consecuencia de eso, se ha hecho imprescindible para este sector de la biotecnologia
la optimizacion de los procesos de produccibn de estas proteinas, lo que
inevitablemente pasa por la profundizacion en la genética y fisiologia de los

organismos productores.

En este sentido, el primer paso para llevar a cabo este trabajo fue la
identificacion molecular de la cepa objeto de estudio. Una vez que se identificaron las
secuencias del ITS-1 e ITS-2 en las bases de datos, se disefid la estrategia
experimental adecuada para establecer criterios comparativos, lo suficientemente
consistentes para la obtencién de conclusiones en lo referente a la fisiologia del CMS
y CML. En este sentido, uno de los elementos novedosos de este estudio es que el
soporte soélido que se utilizo para llevar a cabo las cinéticas de crecimiento fue espuma

de poliuretano, algo novedoso porque hay muy pocos estudios donde se ha utilizado
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este material para la produccion de levaduras: Gnicamente se ha publicado el trabajo
de Lopez et al., (2010). Adicionalmente hay un trabajo de Nufiez-Reyes et al., (2012),
en el que se utilizd espuma de poliuretano de alta densidad. Hay dos diferencias
fundamentales, desde el punto de vista metodolégico, entre el presente trabajo y el de
Lépez et al., (2010): por una parte, en este trabajo no se evalla la produccion de una
proteina recombinante y, por la otra, se supuso diferente la fisiologia de crecimiento
de P. pastoris en este trabajo por las diferencias relevantes existentes en la
composicién del medio de cultivo. Particularmente, en el trabajo de Lopez et al., (2010)
se utilizaron dos fuentes de carbono, tartrato amonico y glicerol. Por otra parte, en el
presente trabajo, por el contrario, se decidié no utilizar el tartrato amonico a efectos de
poder observar Unicamente el efecto teniendo en consideracién los datos del glicerol

como Unica fuente de carbono.

Para evitar los cambios de pH debido al crecimiento de la levadura se utilizé un
amortiguador de fosfatos (150 mM). Para establecer criterios comparativos
consistentes, se utilizaron tres concentraciones diferentes de glicerol, 25, 50 y 100 g/L,
de manera similar al trabajo de Lopez et al., (2010). Sin embargo, es preciso sefialar
que para el andlisis de la fisiologia de Pichia pastoris ya ha sido utilizada esta
metodologia previamente (Shnada et al., 2014). Adicionalmente, se afiadieron sulfato
de amonio y urea hasta alcanzar una relacién carbono/nitrégeno de 10, relacion C/N
gue también ha sido reportada en otros trabajos sobre la fisiologia de P. pastoris, y
finalmente se afiadieron al medio sales y metales necesarios para el crecimiento de P.
pastoris (Hang et al., 2009). Respecto a los resultados obtenidos de produccién de
biomasa, se observaron dos lineas de tendencia claras: por una parte cuando la
cantidad de glicerol en el medio fue de 25 g/L, los resultados indicaron diferencias en
las tasas especificas de crecimiento entre ambos sistemas, sin embargo en términos
de produccion de biomasa neta no se encontraron diferencias. Sin embargo, cuando
se utilizaron 50 y 100 g/L de glicerol se encontraron diferencias entre CML y CMS,
resultados que ya han sido obtenidos en otros trabajos como el de Lopez et al., (2010)

quienes reportaron que cuando la concentracion inicial de sustrato fue mayor (>94.6
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g/L de glicerol), en CMS se produjo una cantidad de biomasa significativamente mayor
que los CML.

En todas las concentraciones y en ambos sistemas, el tiempo en el que se
alcanzé la maxima produccion de biomasa fue 50 % menor que lo reportado por Lopez
et al., (2010), estas diferencias pueden atribuirse como ya se mencion6 a que el medio
usado en entre estos trabajos son completamente diferentes. Algunos metales y sales
son necesarias para el crecimiento de levaduras (Hang et al., 2009), Rolfe et al., (2012)
estudiaron algunas sales y metales que son esenciales (a cierta concentracion) en
ciertas fases del crecimiento, el cobalto, fierro, molibdeno, magnesio, sodio y calcio
fueron los mas relevantes en este estudio. La regulacién génica del transporte y la
acumulacion transitoria de estos elementos en el interior de la célula es indispensable
para la rapida adaptacion en la fase Lag y la fase exponencial del crecimiento de
Salmonella typhimurium y S. cerevisiae (Brejning et al., 2003), estos elementos son
cofactores de enzimas encargadas de sintesis de ARN, ADN, enzimas del
metabolismo, respiracion y proteinas. La disponibilidad de estos elementos en el medio

aseguran una rapida adaptacion y crecimiento de las células (Rolfe et al., 2012).

Otro factor importante a considerar es que el sistema solido no esta limitado por
oxigeno, la adicion de PUF como soporte en el CMS aumenta 100 veces la relacion
A/V en cultivo sélido que en el cultivo liquido (L6pez et al., 2010) lo que permite que el
oxigeno tenga mayor area de contacto con el medio y por consiguiente con las células.
Ademas de que puede difundir con mayor facilidad a través de la red tridimensional de
los cubos de PUF, lo que origina que las células puedan oxidar todo el sustrato
disponible. La disponibilidad del ultimo aceptor final de electrones (O2) en la via de la
respiracion asegura que se obtenga la maxima cantidad de energia para el crecimiento
(Calik et al., 2015), esto puede contrastarse en los graficos de fases de consumo de
glicerol contra formacion de biomasa (ver apartado 7.3). En las tres concentraciones
de glicerol evaluadas en este trabajo, en CMS todo el sustrato consumido se empled
para generar biomasa (la linea del ajuste a modelo de Pirt representa una linea recta

en las tres concentraciones de glicerol evaluadas): si la trasferencia de oxigeno a las
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células no limita la respiracion para oxidar el sustrato, el transporte del sustrato al
interior de la célula es rapido y por tanto, su crecimiento (Garcia-Ochoa et al., 2010).
Por ello, el aumento en la concentracion de glicerol en CMS no provoco un efecto
negativo en el crecimiento. Por otro lado, en el sistema liquido la produccion de
biomasa no mostro diferencias al aumentar la concentracion de glicerol en el medio de
cultivo. Las modificaciones de solutos disueltos (amortiguador, sales), sobre todo el
aumento en la concentracion de glicerol en el medio de cultivo propuesto en este
trabajo, la configuraciéon del matraz (con bafles/sin bafles) y la agitacion puede
ocasionar problemas de transferencia de oxigeno al medio y detener el crecimiento de
las células (Klockner & Buchs, 2012); de hecho la concentracion de oxigeno en la fase
liguida en agua pura a 30°C es de 7.41 mg/L, sin solutos disueltos, y esta
concentracion se ve afectada por la cantidad de solutos disueltos (EIFAC, 1986). Por
su parte, la concentracion de oxigeno al que estan en contacto las células en el CMS
es de 21 % (concentracion de oxigeno en la atmosfera).

Posiblemente el problema de difusién de oxigeno en los matraces del CML
ocasiona que la respiracion celular en CML sea mas lenta y por consecuencia, el
crecimiento sea mas lento que el CMS y esto se refleja en las tasas especificas de
crecimiento de las tres concentraciones evaluadas en este trabajo.
Consecuentemente, la velocidad de asimilacion de sustrato también fue menor, tal y
como se muestra en los graficos de consumo de glicerol con respecto al tiempo (ver
apartado 7.3). Ademas en el CML se observé el empleo de glicerol para mantenimiento
celular (punto de inflexion donde la recta con pendiente se vuelve completamente
vertical en las curvas de los gréficos de fases). Posiblemente, la generacion de nuevos
solutos como biomasa y algunos metabolitos dificultan alin mas la trasferencia de
oxigeno al medio y a la célula, inhibiendo la cadena respiratoria y deteniendo el
crecimiento (Calik et al., 2015). Las células necesitan mantenerse y usan el sustrato
restante para la reparacion celular, es por eso que cuando no hay crecimiento aun

existe consumo de glicerol, en menor proporcion con 25 g/L de glicerol y en mayor
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proporcion en 50 y 100 g/L de glicerol, (ver graficos de consumo de glicerol con
respecto al tiempo, seccién 7.3).

Carnicer et al., (2009) realizaron un estudio de metabolitos extracelulares
producidos por P. pastoris bajo condiciones de hipoxia en CML y encontraron que en
un cultivo aireado con 8 % de oxigeno se producia etanol y arabitol, mientras que en
aireacion con atmosfera normal (21 %) estos metabolitos no se sintetizan. El etanol
tiene un efecto tdxico sobre las células y el arabitol probablemente tiene un rol parecido
al glicerol, funcionando como osmoprotector bajo condiciones de estrés. El arabitol
también se acumula bajo condiciones de estrés salino y altas concentraciones de
sustrato (Carnicer et al., 2009). Se ha reportado la produccion de este metabolito
también en Pichia anomalia con altas concentraciones de sustrato (Bellinger & Larher,
1988). Es posible que en CML se dé la produccion de estos metabolitos, sintetizados
a partir del glicerol consumido durante el manteniendo (ver gréficos de fases de los
CML, seccion 7.3)

Arellano-Garcia et al., (2015) modelaron la estructura 3D de la PUF de alta
densidad con ayuda de un software y sugirieron una conexion de trabéculas de
poliuretano (aristas de cubos), con la posibilidad de que en cada trabécula de PUF se
forme una biopelicula de microorganismos en forma cilindrica (ver Figura 12.2 de
anexos). Las micrografias tomadas en este trabajo para observar la red tridimensional
de la PUF mostraron que la espuma no sélo es una red formada por trabéculas de
poliuretano, sino que también esta formada de muchas capas muy delgadas de dicho
material (ver Figura 7.16). En estas capas delgadas de poliuretano pueden crecer las
levaduras y también en las trabéculas del poliuretano. La inexistencia de agitacion en
el CMS permite que las células crezcan en agregados de células (como racimos de
uvas) colonizando toda la espuma, en concreto donde se encuentren los nutrientes
necesarios para el crecimiento. Por ello no existe diferencia en la morfologia del
crecimiento de las células en CMS con respecto a la concentracion de glicerol (ver
Figura 7.17). Esta configuracion es muy importante a efectos de explicar las claras
diferencias en la fisiologia de crecimiento encontradas entre CMS y CML, puesto que
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permite pensar en un fendmeno de adecuacion a este tipo de ambiente, mas cercano
a donde evolucionaron las levaduras, y que por ejemplo sugiere que las células del
exterior de los agregados estan expuestas de forma diferente a diferentes elementos
del ambiente que las células del interior del agregado (en este caso en particular es
interesante mencionar el estrés osmético que podria generarse derivado de las
elevadas concentraciones de glicerol presentes en el medio). Esta es una diferencia
fundamental respecto de la configuracion celular en CML (ver Figura 7.18) donde la
cantidad de area celular expuesta al glicerol es mucho mayor, y por lo tanto no hay un
ajuste tan efectivo a concentraciones que aumentan un estrés osmaético, lo que tiene
como consecuencia una clara diferencia en la cantidad del flujo de energia metabdlica

gue las células deben destinar al mantenimiento.

Se identificaron solo tres genes de los cuatro reportados en la base de datos de
NCBI que se sugiere codifican los transportadores de glicerol (Shutter et al., 2009).
Los tres genes identificados presentan una identidad mayor al 88 % con los genes
reportados para P. pastoris GS115. El gen no identificado no arrojo similitud con
ninguna secuencia del genoma de P. pastoris, posiblemente porque fue una de las
secuencias gue poseia mas interferencia de todas las demas, o bien porque hubo un
mal disefio de cebadores que amplifiquen otra region y finalmente que este gen
amplificado en la cepa CBS 7435 no sea similar al gen de la cepa GS115 (tal vez sélo
sea similar la region donde se disefaron los cebadores). De hecho, lo que motivé a
realizar la identificacion molecular de la cepa empleada en este trabajo fue que al
principio se realizé un estudio de crecimiento de la cepa CBS 7435 en el mismo medio
y condiciones de cultivo que Lépez et al., (2010), pero se obtuvieron datos totalmente
diferentes (ver Figura 12.3, apartado de anexos), ya que ellos emplearon una cepa
recombinante derivada de la GS115. Existen muchos estudios donde se muestra que
existen diferencias fisiolégicas y genéticas inclusive entre cepas de diversos

microorganismos y entre cepas de P. pastoris (Krainer et al., 2012).
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9. CONCLUSIONES

La produccién de biomasa y consumo de sustrato son superiores en CMS, en
relacion al CML, en concentraciones de glicerol superiores a 50 g/L, esto puede
deberse a que la relaciéon A/V del CMS asegura que el sistema no esta limitado por
oxigeno (como ocurre en el CML), por lo que las células de P. pastoris pueden oxidar
todo el sustrato para generar biomasa. Con esto se puede sugerir que el CMS es el
mejor sistema de cultivo para producir grandes densidades de biomasa de P. pastoris.
Ademas, al no necesitarse energia para agitar el sistema en el CMS, como si ocurre

en el CML, se reducen los costos de operacion.

La formacién de agregados celulares de P. pastoris en CMS favorece un rapido
ajuste celular al entorno ambiental, lo que se ve reflejado en forma directa en el
crecimiento acelerado y el consumo de sustrato. Mientras, que en el CML la agitacion
constante disgrega a las células, probablemente incrementando el estrés que provoca

un ajuste metabdlico para usar mas sustrato destinado a mantenimiento.
10.PERSPECTIVAS
Entre las perspectivas para continuar este estudio se proponen las siguientes:

e Visualizar el crecimiento celular in situ de P. pastoris en los cubos PUF con
microscopia confocal, esto podria dar una idea mas amplia de los
agregados celulares sin retirar ninguna célula del sistema. De esta manera
se podrian visualizar los agregados formados en las capas delgadas

(meniscos) del liquido con las trabéculas de poliuretano.

e Comparar el transcriptoma y proteoma de P. pastoris en CMS y CML podria
dar informacion muy importante sobre la regulacion de la expresién de
genes en ambos sistemas. Con este estudio se podria saber qué puntos
de regulacion son diferentes (transporte, sefializacién, metabolismo,
respiracion, etc.) y qué mecanismos posiblemente estén relacionados con

las diferencias fisiol6gicas en ambos sistemas.
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12. ANEXOS

A. Curva estandar para determinar glicerol por HPLC
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Figura 12.1. Curva de calibracion. La linea continua representa el ajuste lineal y los puntos
representan el estandar de glicerol. R? > 0.99.

Formula: Area = 140.8 + 2.5 [Glicerol (%)] +3462.4 +1012.3

B. Fotografia y modelo tridimensional de PUF extraido de (Arellano-Garcia et
al., 2015).

K

PUF

+
biofilm

i R I
He 1l e

Figura 12.2. Fotografia de PUF (alta densidad 21 kg/m3) a) Escala en centimetros, b) Modelo
de estructura propuesto para la PUF. c) Filamentos tridimensionales de PUF (0.3 mm) con
biomasa (biopelicula).
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C. Cinéticas de produccion de biomasa de P. pastoris CBS 7435 en CML y
CMS con medio BMG segun Loépez et al., (2010).
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Figura 12.3. Produccién de biomasa de P. pastoris en CMS (A) y CML (o) con 94.6 g/L de
glicerol. Los tridngulos y cuadrados representan los datos experimentales de biomasa. Las
lineas representan el ajuste al modelo logistico, esto es, linea continua (—-) para CMS y linea
discontinua (----) para CML. Adicionalmente se muestra el perfil de pH para ambos sistemas.

90.4 g/L de glicerol

CMS CML
Xmax (g/L) 31.9+0.6 15.4 + 0.7
i (ht) 0.13 + 0.02 0.11 +£0.01
R? 0.96 0.98
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