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Resumen

Las lacasaienen gran importancia nivel industrial debido a su alto potencial oxidativo e
inespecificidad de sustratto que permite su us;merocesos como étatamiento de aguas
residuales. El objetivo de este trabfje dsefiar un medio econémico para la produccion de
la lacasa rPOXA 1B d@leurotus ostreatugn Pichia pastorisa escala de laboratori®&e
utilizarondos Disefios Centrales Compuestos (DCC)roaterias primas econdmicas con el
fin disminuirlos costos yprodudr enzimarecombinantelLa interaccion de las variablegstro
que h actividad lacasa maxima fue obtenida a las 168 horas (8771.605 + 158)1@ubihdo

la concentracion dglucosa USP, proteina de soya, extracto de pialtds)>SQy, cloranfenicol

y CuSQ fue de 20, 40, 11.744.72 0.1gL'y 1mM respectivamente. La concentracion
obtenida pardas variable{medio de cultivo de menor costo mejorafleeron mas altas en
comparacion a lapreviamenteestablecidas en el medio mejorad@ aplicacionde la
Metodologia d&uperficieRespuestdMSR) resulté en un aumento del 69%4lela actividad
lacasaen comparaciéncon el medio sin optimizar y11.73% superior a la obtenida
anteriormenteen biorreactor de 10 (VET 60%) ademasse obtuvo una redudsi de costos
de90.28% y una disminucion delalor de la unidad enzimatica por litro de medio f)te

91.43% en comparacion al medmeviamente mejorado
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Disefio de un medio de cultivo de menor costo para la produccién a escala de
laboratorio de la lacasa recombinante POXA 1B d®leurotus ostreatugn Pichia

pastoris

1. Introduccién

El deecho de efluentes industriales contaminados al ambiente es un problema de polucion que
se incrementa con el tiempo. Desde el descubrimiento del primer colorante sintético, mas de
100.000 nuevos colorantes han sido generados y actualmente, son usad@sypiougrupo

de industrias, dentro de las que se incluyen: farmacéuticas, de cosméticos, de textiles, papeleras
y de alimentog1]. La gran mayoria de los compuestos producidos como los colorantes
halégenos organicos adsorbibles y los compuestos fendlieesen bajo rango de
biodegradabilidad?2]; lo cual,hace dificil su control y aumenta la probabilidad de producir
dafos considerables por contaminacion de los s{@lgsaguas, debido a que la presencia de

estos compuestos en los cuerpos de aguaeddyenetracion de la lugor consiguiente, los
procesos fotosintéticos. Igualmente, se ha comprobado que algunos de los componentes de las
aguas residuales han sido responsables de graves problemas de salud en animales y humanos y

han afectado tambiénd plantas, debido a sus efectos toxicos y, carcinoggdichs

Actualmente, se requieren tratamientos biolégicos como alternativa econémica y eco
amigable, ya que, muchos de los métodos usados para el tratamiento de aguas tienen altos
requerimientos € energia, son procedimientos compldilsy generan lodos conteniendo
guimicos téxicos al finalizar el proce$6]; lo que demuestra que las técnicas usadas son
ineficientes y costosd$]. La biotecnologia propone respuestas a la necesidad de sestituir

uso de tratamientos quimicad, ser una alternativa para modificar y transformar materias

primas[7].

El uso de microorganismos es una solucion biotecnoldgica para el tratamiento de efluentes
contaminadosGran variedad de éstoban sido reportadogon la capacidad no sélo de
degradacion de algunos desechos como los colorantes, sino de detox[fic&latebido a la

magquinaria enzimatica con la que cuerftgn
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La produccion de lacasas (EC 1.10.3.2), utiles para el biotratamiento de eflndugtsales
contaminados con colorantes, se ha llevado a cabo utilizando hospederos heterélogos como
Trichoderma rees€]9], Pichia methanolicg10], Yarrowia lipolytica[11], Saccharomyces
cerevisiad 12] y Pichia pastorig13]; sin embargo, para aumengar produccion y disminuir
costoq14] se han tratado de sustituir los componentes usados en los medios de cultivo por ser
reactivos de grado analitico (que en general son mas costosos que los usados en otras

industrias), por componentes econémicos gemenalle subproductos de otras industrias.

Teniendo en cuenta que los costos de produccion de un proceso a escala industrial son
importantes[15]; el disefio de un medio de menor costo para la produccion de la lacasa
recombinante POXA 1B (rPOXA 1B) d&éeurous ostreatugnP. pastorishard magactible

la produccién de esta enzima y por lo tanto facilitara el desarrollo de un producto comercial (a
escala industrial) que permita el tratamiento de efluentes industriales de una manera amigable

con el medio ambige.
2. Marco tedrico y antecedentes
2.1. Lacasas
Las lacasas también conocidas combepzodiol: diéxido oxidoreductasas son enzimas
multicobre[16] capaces de oxidar compuestos fendlicos y sustratos similares, ademas, de
reducir de manera simultaneao&igeno molecular a ag@id4]. En esta reaccion, un electrén

es eliminado del sustrato por un ion de cobre tipo 1 y es transferido a un grupo de cobre
trinuclear; donde el oxigeno molecular es utilizado como aceptor de eledtt@héEigura

1),
OH O:O
QS
R 2x H/O\H
de + 4H°
l Ty ; °
: -H-C-H-
Q, <o
4 x
’ o

Fig. 1. Ciclo catalitico de las lacasa<l sustrato es oxidado por el centro catalitico de cobre

T1, el cual es reducido de cuprico a cuproso, luego, los electrones son transferidos al centro
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trinuclear (T2 y T3) en donde se produce la reduccion concomdeahtexigeno molecular a

agua. Por cada 4 moléculas de sustrato a oxidar, se producen dos moléculas de agua. Tomada

de[14].

En la naturaleza, estas enzimas han sido aisladas de diversos organismos, en los cuales
cumplen varias funciones bioldgicas, coparticipar en el proceso de esclerotizacion de la
cuticula de los insectos, procesos de morfogénesis, homeostasis del cobre y biosintesis de
pigmentos en las bacterifls]. Igualmente, en hongos, son responsables de la formacion del
cuerpo fructifero, gmentacion, morfogénesis, sintesis de sustancias humicas en ¢Fsuelo

y despolimerizacion de la lignina mediante la descomposicion de la npadera

Las lacasas son proteinas monoméricas con un peso molecular aproximadoOdeD&) 7],
perteneceml grupo de enzimas ligninoliticas, las cuales se destacan por su baja especificidad
por el sustratd18]; razéon por la cual, son usadas para un gran numero de aplicaciones
biotecnolégicas, como deslignificacion de la pulpa de celulosa, degradacionatatidros
policiclicos aromaticos, biorremediacion de suelos, tratamiento de aguas, y decoloracion y
detoxificacion de colorantes industrialds]. Debido a que son producidas en organismos y
microorganismos de forma natural y heterdloga, son relativeneeonomicags], lo que las

hace una mejor alternativa frente a los procesos convencionales de tratamiento de desechos

industriales.

En el tratamiento de efluentes industriales, las lacasas fungicas juegan un papel fundamental,
debido a su gran potenti@dox en comparacion con las lacasas de plantas y ba¢térsss
requerimientos basicos de funcionamiento, su alta estabilidad (en comparacion a otras
peroxidasas) y el amplio rango de aplicabilidad y uso especialmente en biorremé#ia3on

20]. Se ha reportado que estas moléculas son expresadas de manera exfratsilqror

diversos hongos de podredumbre blanca cdéteurotus ostreatus, Trametes versicolor,
Rigidoporus lignosus, Trametes villosa, Rhizoctonia sgi&@anoderma lucidurfil4, 19, 24;

otorgandoles la capacidad de degradar lignina y ciertos compuestos xenof#éticos

Pleurotus ostreatuproduce al menos 11 tipos de lacasas (isoenzjified) dentro de las

cuales, la POXA 1B ha sido ampliamente estudiada por su gran eathhilxH alcalino y alta
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actividad enzimatica en comparacion con ofias2g. Sin embargo, la obtencion de esta
enzima a partir del organismo nativo no cubre las necesidades de la industria, a causa de su
produccion en pocas cantidades y del tiempo pgalda que se requiere para el cultivo de
hongog21]. Asi mismo, las técnicas de cultivo del microorganismo y purificacién enzimatica
empleadas son costogd$)]. Por lo tanto, se ha optado por el uso de levaduras Bach@
pastorispara la expresion hetdoga de la enzima, ya que el crecimiento es rapido y pueden
ser manipuladas genéticamente de manera sencilla, igualmente, el uso de estos
microorganismos produce altos rendimientos y productividad; siendo este modelo de expresion

heterdloga un sistemagmisorio que puede ser escalado industrialmgte

2.2.Pichia pastoris

Pichia pastorises una levadura usada como sistema de expresion de genes heterélogos
altamente exitosf27], debido a que puede ser facilmente manipulada genéticamente, expresa

altos niveles de proteinas extracelulares y realiza las modificaciones postraduccionales

caracteristicas de eucariotas, tales como glicosilaciones y formacion de puentes disulfuro, entre
otros[26, 2829].

P. pastoridiene la capacidad de crecer en meb#ésicos quimicamente definidos, econémicos

y simples[28] y su preferencia por el metabolismo aerobio permite tener altas densidades
celulares en comparacién con otras levaduras fermentativas. Ademas, la secrecion de las
proteinas recombinantga7] permit que el proceso de separacion y purificacion éaezana
seamucho mas sencilli28, 30], por lo que el uso de esta levadura tiene algunas ventajas con

relacion a otros sistemas de expresion.

Dado que la expresion de genes heterdlogos requiere detonpara la insercion del gen de
interés, se hace necesario el uso de plasmidos con diferentes profi®ores el Grupo de
Biotecnologia Ambiental e Industrial (GBAI) de la Pontificia Universidad Javeriana se uso el
promotor de la gliceraldehid®fosfato deshidrogenasgpGAP, (EC 1.2.1.12), para la
expresion de la rPOXA 1B, ya que cuenta con beneficios al momento de la realizacion del

procesd13], los cuales seran enunciados en el numesal 2.
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2.3.pGAP

Actualmente, para la produccién de prossinecombinantes en organismos heterélogos se han
utilizado diversos promotores segun el tipgpdateina groducir y el organismo en el que se

vaya a lleva a cabo. El promotor de la enzima alcohol oxidasa (AOX1), (EC 1.1.3.13) es uno
de los mas usados &h pastorispor ser un promotor fuerte y altamente regulfzif), sin
embargo, el promotor GAP es una excelente alternativa, dado que, no solo se evita el uso
reactivos toxicos para el crecimiento celular, como el mefanp2g, (compuesto que en altas
concentraciones es téxico para las célulad), sino quese eliminan los costos relacionados

con el almacenamiento y control de estas sustaf9asAdemas, el uso dplGAPIa favorece

la expresion constitutiva del gen clond8a).

Se ha reportaden varias investigaciones que el uso del sistema de expresion constitutivo
usando elpGAPzaumenta el rendimiento y la eficiencia de la produccion de proteinas
recombinantes en comparacion al sistema que utiligA@X1[26, 2§; siendo una estrategia
promisoria para la produccién en grandes cantidades de la proteina recombinante clonada.

2.4. Medios de cultivo

Los medios de cultivo aportan los requisitos nutricionales minimos para el cultivo de un
microorganismo, tales como una fuente de nitrégenofueme de carbono y sales minerales

[32], asegurando el funcionamiento de su maquinaria enziméatica. Sin embargo, para propiciar
las condiciones biofisicas y bioquimicas adecuadas para cada microorganismo, es necesario
tener un balance apropiado de los congntes del medio de cultivo, teniendo en cuenta la

seleccion de los nutrientes y sus concentraciB#s

Para la seleccion de fuentes de carbono y nitrégeno a utilizar en un medio de cultivo, se deben
tener en cuenta al menos dos factores: los ragiesrios nutricionales del microorganismo a
cultivar [33] y los costos. El uso de materias primas econémicas es uno de los aspectos
fundamentales para disminuir costos en el momento de producir una molécula de interés,
puesto que aproximadamente el 28%atedostos de operacion son atribuidos a las materias
primas[34].
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En varias investigaciones a partir de materias primas econdmicas se han producido proteinas
recombinantes eRichia pastorisbajo el control del promotqgGAP. Ananeet al., (2016)
demosttaon | a influencia de diferentes f-uentes
fructofuranosidasa (EC 3.2.1.26), para ello evaluaron 3 medios de cultivo, un medio
guimicamente definido y los otros dos medios semidefinidos que contenian extracto de
levadue en lugar de metales traza para Pichia (PTC), estos diferian gatréagoncentracion

de sales basales usadas en el medio quimicamente definido. Los autores encontraron que al
usar el pGAP no hubo diferencias considerables en los valores de la chetid- b

fructofuranosidasa entre los 3 medios emplef8gls

Mao et al., (2015) optimizaron las condiciones de expresion p&btido antimicrobiano
sintético MP1102 proveniente @seudoplectania nigrellgara ello, los autores evaluaron 6
medios de cuito para seleccionar la fuente de carbono éptima para la produccion de la
proteina. Del medio escogido, se evaluo el efecto del extracto de levadura y la peptona de dos
marcas: Oxoid y Hongrun Baoshun (grado industrial crudo). A partir de estos ensayos, se
obtuvo mayor produccion de proteina total, mayor rendimiento y actividad antimicrobiana, al
usar el extractde levadura y la peptona industriales (280.41 td20.57 mgtty 12800 AU

mL™ respectivamente), en comparacion al medio realizado con pgpéotiacto de levadura

de Oxoid (190.26 mgt, 78.01 mgt!, 9600 AU mL? respectivamenje[36].

Zhenget al,, (2012)desarrollaron un medio industrial con componentes simples y de bajo costo

para la produccion de la enzima Betananasa (EC 3.2.1.78).rRaste ensayo se uso pastel

de mani en polvo (PCD), comida para peces (FNi&2y, de macerado de maiz en polvo (CSD)

y harina de soya (SMD) como fuente de nitrdgeno, ademas, en el experimento se incluyeron

los siguientes medios: medio extracto de levagaptona dextrosa (YPD: §0 ! extracto de

levadura, 2@L* peptona and 2@L* glucosa) y el medio de sales basales BSM (Medio de

Sales Basales: 0. CaCb, 0.09767 gt MgSQy, 0.4 g1 KCI. 2.2gL? NaHCGQ;, 6.8 gLt

NaCl, 0.122 gt* NaH.PQy, 0.1 gL*L-Ar gi ni na A HCU-Gi sO.el In5a6 5A g2LF
0.292 gLt L-Glutamina, 0.008 gt L-Histidina (base libre), 0.026 ¢fLL-Isoleucina, 0.026 gL

! L-Leucina, 0.03647 gk L-Lysi na A HCY L-Metdnin@, 000565 giLL-
Fenilalanina, 0.024lg* L-Treonina, 0.004 gt L-Triptofano, 0.02595 gt L-Ti r osi na A 2
A 2H20, -bL-\Valipa3 GO0 D-Biotina, 0.001 gt! Cloruro de colina, 0.001 gt

Acido félico, 0.002 gt? Inositol, 0.001 gt* Niacinamina, 0.001 gk Acido pantotéico, 0.0D

gL*Pi ri doxal AlRialhvina, 0.000lT 1L aql na AGlktash, 0.011 gL
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gL'Roj o de Jpmaduzitios gor Ii@dgen. Se obtuvo que el mejor tratamiento fue
el medio con licor de macerado de maiz en polvay(59, en el ge se obtuvo una actividad
B-mananasa de 513.3 U mlactividad que fue 1.72.5 veces mayor en comparacion a los
medios quimicamente definid{37].

De igual manera, se han realizado investigaciones utilizBndstreatugpara la produccion

de las laasas en medio liquido, empleando diversas fuentes econdmicas, entre las que se puede
citar el hidrolizado de caseina y el licor de maiz fermentado, con los cuales se obtuvieron
actividades de lacasa de 401 + 21.2 y 337 + 15.9 thn el aislamiento No. 98jue fue
considerablemente mas alta que el control (139 + 10.4),UB8]. Stajic et al, (2006)
realizaron un ensayo similar, en el que también emplearon licor de maiz fermentado e
hidrolizado de caseina libre de vitaminas, obteniendo de esta forn8at2B8 y 260.3 + 8.3

UL de lacasas usando la cepa £34.

Chiranjeeviet al,, (2014)usaron salvado de trigo 3.47 % (p/v) como material ligninocelulésico
en el medio de cultivo a partir del cual se obtuvo una actividad lacasa de 12:4,0febjhués
optimizar el medid40]. Asi como el salvado de trigo, se han ensayado numerosas fuentes
econdémicas como extracto de m§dtd] y el aserrin de uv@9] que son usados frecuentemente

en fermentaciones sélidas o semisoélidas.

Por otro lado, factores comotEmperatura, el pH, la relacion carbono/nitrégeno y la aireacion,
pueden afectar el crecimiento del microorganismo y la produccién de metabolitos de interés
como lo es en este caso la lacgg® 49. Por lo tanto, se hace necesario optimizar el medio
decultivo y las condiciones ambientales para garantizar de esta manera que el proceso sea lo

mas econdmico y productivo posihis].

Por lo anterior, y con el fin de obtener mayor produccion de lacasa, en el Grupo de
Biotecnologia Ambiental e IndustriaGBAI) de la Pontificia Universidad Javeriana mejoro
previamente el medio y las condiciones de cultivo para la produccion de la lacasa rPOXA 1B
de Pleurotus ostreatusnPichia pastoris De esta manera, se disefié un medio de cultivo con
los siguientes compentes: CuS©OL mM, (NH:)2SQ: 20 mM, glucosa 10 gt, peptona 20 gL

1 extracto de levadura 15 gly las siguientes condiciones: 300 mL de volumen efectivo de
trabajo (VET) en Erlenmeyers de 500 mL, 10% de indculo (v/v), incubado a 30°C, 180 rpm vy
168 hoas de cultivd43]. A partir de esta optimizacion se logré6 aumentar la actividad lacasa
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de 451 + 6.46 UL obtenida en un trabajo previh3] a 1343.52 + 40.3 UL [43]. El medio
optimizado fue ensayado en biorreactor de 10L con VET de 60% y se lognaentae la
actividad enzimatica a 7743.054 *+ 1826.69U& las 168h de cultivo (datos ain no
publicados). Sin embargo, se requiere disminuir los costos de produccién y se desconoce el
efecto que pueda tener el uso de sustratos econdmicos en el medidivie solire la
produccion de la rPOXA 1B; por esta razon, en este trabajo se disefié un medio de cultivo

econdmico para la produccion a escala de laboratorio de la lacasa rPOXA 1B.

3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Disefiar un medio econdmico para la przan de la lacasa rPOXA 1B &¢eurotus ostreatus

enPichia pastorisa escala de laboratorio.

3.2. Objetivos especificos

O«

Seleccionar una fuente de nitrégeno organica econdémica para la produccién de la lacasa
rPOXA 1B dePleurotus ostreatusnPichia pasoris a escala de laboratorio.
0 Optimizar la concentracion de glucosa, (HSQ: y de las fuentes de nitrdgeno

organico seleccionadas.

4. Materiales y métodos

Este trabajo hace parte del proyecto de investigacion (ID propuesta: 00007672; ID proyecto:
000078 5 Estudio de la estabilidad a tiempo real del concentrado de la lacasa rPOXA 1B

de Pl eurotus ostreat us FHMmnatiado por k& &icereatori® dec hi a
Investigaciones de la Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, D.C., Colombia.

41. Ubicacion

Este proyecto se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia Aplicada perteneciente al Grupo
de Biotecnologia Ambiental e Industrial (GBAI), Departamento de Microbiologia, Facultad de
Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana, Bogoid,,[Colombia.
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4.2. Cepa

Durante el proyecto se empled la cepa X33Pdgastoristransformada con el constructo

p G A P ZLbcAPostStopque contiene el gen sintético previamente optimizado que codifica
para la lacasa POXA 1B d® ostreatusbajo el contol del promotor constitutivopGAP) de

la gliceraldehideB-fosfato deshidrogenasa (EC 1.2.1,12)3]. ElI microorganismo se
encuentra conservado en caldo YPD (2% (p/v) peptona, 1% (p/v) extracto de levadura, 2%
(p/v) glucosa, suplementado con glicerol 8P4, [43], a-30°C en el Banco de Células
Primario (BCP) del Laboratorio de Biotecnologia Molecytarteneciente al Grupo de
Biotecnologia Ambiental e Industrial (GBAI), Departamento de Microbiologia, Facultad de

Ciencias de la Pontificia Universidad Jagaa, Bogoté, D.C., Colombia.

4.3. Reactivacion de la cepa

Se tomaron viales del BC#e la cepaP. pastorisX33/p G A P ZLacAPostiStop Una vez
descongelados, se inocularon en Erlenmeyer de 50 mL con 5 mL de caldo YPD y se incubaron
durante 24 horas #@ rpm y 30°C. Se verificé la pureza morfolégica del cultivo por medio de

coloracion de Gram.

4.4. Produccion del inéculo

A partir de la cepa reactivada se prepardé el indculo. Para ello, se usé el medio mejorado (20
gL peptona, 10 gt glucosa, 15 gt extracto de levadura, ImM CugQ@0mM (NH:)2SQy)

[43]. El volumen del inéculo fue el 10% del VET; el volumen efectivo de trabajo fue 150 mL
para cada Erlenmeyer de 250 ml. El inéculo se incubd a 200 rpm a 30°C hasta alcanzar una

densidad 6ptica (D®sog minima de 1.015 a 600nm de longitud de onda.

4.5. Seleccion de fuentes de nitrdgeno econdmicas

Se evaluaron 3 fuentes de nitrdgeno econdémicas a diferentes concentréasanesdes fueron
seleccionadas por costos: proteina aislada de soya al@6écida por Ciacomeq SAS,
extracto de malta producido por Proquimicas JG SAS y suero de leche en polvo producido por
ChemiPharméTabla 1). Teniendo en cuenta que el valor aproximado de proteina total para el
medio previamente mejoradgue serd usadoomo control) es 35 git (peptona 20 gt
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extracto de levadura 15 g).[43)], las concentraciones de las fuentes de nitrégeno a eealuar

cada tratamientdyeron equivalentes a la concentracion del control (35.gL

Tabla 1. Composicion de los mediosedcultivo con diferentes fuentes de nitrégeno

economicas.
_ Fuente de Fuente de Nitrégeno Fuente de nitrogeno  Otros
Tratamiento o _ o
carbono/(gL™) organico/(gL™) inorganico/(mM) /(mM)
] | ] | |
Peptona/ (20)
Control Glucosa/(10)

Extracto de levadura/(15)

Proteina de soya/(20)

T1
Extracto de malta/(15)
Cusa/ (1)
Glucosa USP/
T2 Proteina de soya/ (35) (NH4)2SQy /(20)
(10)
Suero de leche/(20)
T3

Extracto de malta/(15)

4.5.1. Condiciones de cultivo

P. pastorisX33/pGAFZ U-BaccPostStopse inoculé en medios econdmicos compuestos por
Glucosa USP producida por ChemiPharma a 16 §lente(s) de nitrégeno organi¢babla

1), CuSQ 1 mM, y (NH)2SQs 20 mM. Cada tratamiento se realiz6 por triplicado en
Erlenmeyer de 250 mLon VET de 150 mL y se incub6 a 200 rpm, 30°C, durante 168 horas.

Como medio de cultivo control se usé el medio optimizado previarf¥site

4.5.2. Muestreos
Se realizaron muestreos de 2ml a las 0, 6, 12 y 168 h de cultivo. De cada muestreo se realiz
coloracion de Gram y se centrifugd durante 10 min a 448 tada muestra, se determiné a

partir del sobrenadante la concentracion de azlicares reductores residudlep4@ly la
actividad lacasa (Ut), [45)].
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4.5.3. Andlisis estadistico

Se utilizé ungprueba ANOVA de un factor seguida de una prueba-IRostde Tukey para
detectar la existencia de diferencias entre los tratamientos. Previamente la distribucién normal
de la variable de respuesta fue verificada con la prueba de Kolmegmiovov y la
honogeneidad de las varianzas con la prueba de Levene. El andlisis estadistico fue realizado
en el programa estadistico IBM SPSS Statistics® V. 21.0.

4.6. Optimizacion del medio de cultivo

4.6.1. Determinacion de factores predominantes

Se realizé un pmer Disefio Central Compuesto (DQEde superficie con punto central (por
triplicado) y dos puntos axialed (5 y 1.5) con el fin de determinar las concentraciones éptimas

de cada factor. Para la optimizacion del medio se evalu6 la concentracion da gl&¢s

extracto de malta, proteina aislada de soya y M@ (Tabla 3) como
variables independi e ifdbla®muestraslas valores codificadosde 0. 0 -

los niveles para cada factor y sus respectivos valores experimeritdied ( 1, 1.5).

Tabla 2. Factores evaluados en el Disefio Central Compuesto {DGCsus respectivos

niveles.
Niveles
Factores -1.5 -1 0 1 15
Glucosa USP (gt 0 3.3 6.65 10 13.35
Proteina de soya (gt?) 5 10 15 20 25
Extracto de malta (gLt) 35 7 10.5 14 17.5
(NH4)2SQu (gL ) 1.3 2.6 3.9 5.2 6.5

20



Tabla 3. Composicion de los medios de cultivo propuestos en el-DCC

_ Glucosa USP  Proteina aislada de Extracto de (NH2)2S0Oq4
Tratamiento

(gL soya al 90% (gLY) malta (gL™?) (gL
T T T T

1 3.3 10 7 2.6
2 3.3 20 7 2.6
3 10 20 14 5.2
4 3.3 20 7 5.2
5 6.65 5 10.5 3.9
6 6.65 25 10.5 3.9
7 3.3 10 14 2.6
8 3.3 20 14 5.2
9 6.65 15 17.5 3.9
10 13.35 15 10.5 3.9
11 3.3 10 14 5.2
12 10 10 7 2.6
13 6.65 15 10.5 1.3
14 10 10 7 5.2
15 -0.05 15 10.5 3.9
16 6.65 15 10.5 6.5
o 6.65 15 10.5 3.9

(Punto Central)
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. Glucosa USP  Proteina aislada de Extracto de (NH2)2SOq4
Tratamiento

(L soya al 90% (gL?) malta (gL™) (gL

18

(Punto Central) 6.6 15 10.5 3.9
w0 33 10 7 5.2
20 6.65 15 3.5 3.9
“t 10 20 7 5.2
2 10 20 7 2.6
2 10 20 14 2.6
2 10 10 14 2.6
2 33 20 14 2.6
20 10 10 14 5.2
°! 6.65 15 105 39

(Punto Central)

4.6.1.1. Condiciones de cultivo
Cada tratamiento se realizd en Erlenmeyer de 250 mL con VET de 150 mL, se incubé a 200
rpm y 30°C durant&68 horas. Adicionalmente, a cada medio de cultivo se le agregdsCuSO
1mM y Cloranfenicol (0.1 gt).

4.6.1.2. Muestreos

Se realizaron muestreos de 2ml a las 0, 12, 72 y 168 h de cultivo. De cada muestreo se realizo
coloracién de Gram y se centrifugordate 10 min a 442X g cadamuestra, se determiné a
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partir del sobrenadante la concentracion de azucares reductores resgitjalesactividad

lacasd45] y la concentracion de proteinas totdeg.

4.6.2. Seleccion de la concentracion optima desléactores significativos

Se realizd un segundo Disefio Central Compuesto (PGde superficie con punto central y

dos puntos axiales para cada factor (cada uno realizado por triplicado), con el fin de determinar
las concentraciones 6ptimas de los fadaignificativos obtenidos en el DAClaTabla 5
muestraa composicion de cada tratamiento propuesto en el disefio. Para la optimizaciéon del
medio se evalué la concentracion de glucosa USP y proteina de soya como variables
independi ent e.85 LaBablanddnoiesttatos Valores cddlificados de los niveles
para cada factor y sus respectivos valores experimentalgés-{, 1, 1.5), se obtuvieron 27

experimentos en total.

Tabla 4. Factores a evaluar en el Disefio Central Compuesto 2 y sustrespaiveles.

Niveles
Factores -1.5 -1 0 1 15
Glucosa USP (g/L) 7.9 10 15 20 22.1
Proteina de soya (g/L) 15.9 20 30 40 44.9

Tabla 5. Composicién de los tratamientos propuestos en el-RCC

_ Glucosa USP  Proteina aislada de Extracto de (NH4)2S0Oa
Tratamiento
(gL soya 4 90% (gL ™) malta (gL™) (gL
| I | | 1

1 7.9 30 11.74 491
2 10 40 11.74 491
3 10 20 11.74 491
4 15 441 11.74 491
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_ Glucosa USP  Proteina aislada de Extracto de (NH2)2S0Oq4
Tratamiento

(gL soya al 90% (gL?) malta (gL™) (gL
5 15 15.9 11.74 491
6 15 30 11.74 491
7 20 20 11.74 491
8 20 40 11.74 491
9 22.1 30 11.74 491

4.6.2.1. Condiciones de cultivo

Cada tratamiento se realizé en Erlenmeyer de 250 mL con VET de 150 mL, y ademas, de los
factores a evaluar en el digefa cada medio de cultivo se le agrego extracto de malta (10.28
g/L), (NH4)2SQy (2.714 g/L), CuS®@1 mM y cloranfenicol (0.1 g/L). Se incubo a 200 rpm y
30°C durante 168 horas.

4.6.2.2. Muestreos

Se realizaron muestreos de 2ml a las 0, 12, 72 y 16&tltile. De cada muestreo se realizé
coloracion de Gram y se centrifugd durante 10 min a 44@tada muestra, se determiné a
partir del sobrenadante la concentracion de azucares reductores resitjalesactividad

lacasq45] y la concentracion dgroteinas totalegt6].

4.6.3. Andlisis estadistico

El disefio factorial y el analisis estadistico (ANOVA y andlisis de regresion) se realizaron con

el programa Design Expert® 9.0.0, con el fin de establecer el efecto de la concentracion de
cada factoseleccionado (fuente de carbono y fuente de nitr6geno) y su interaccion en el medio
de cultivo. Previamente la distribucién normal de la variable de respuesta fue verificada con la

prueba de Kolmogore$mirnov y la homogeneidad de las varianzas con ldbprde Levene.
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4.7. Técnicas analiticas

4.7.1. Determinacion de Biomasa

Para calcular la concentracion de biomasa celular del inéculo se empled la curva de calibracion

(X (g peso secot) vs. DQ, s o § k@presentada por la siguiente ecuacion:

QO PP X/ Yo 1oy x mEc. ]

Dénde:X = gL de peso seco celular. El dato de X fyLse transformé como Ln (XAXy se

graficé vs. tiempo (h).
4.7.2. Determinacion de azUcares deictores residuales.
Se determind la concentracién de azucares reductores del sobrenadante de cada muestra por
medio de la técnica del acido 3jhitrosalicilico (DNS),[44]. Durante el ensayo se usaron
varias curvas de calibracion para la realizaci@mrsta técnica (EcuacionV). Las diferentes
curvas responden a la preparacion de varios lotes del reactivo para la determinacion.
w T wou T@i¢ XY mwwrt fiEc. ]
W T e WWTBINTPY T wowc[Ec. Il
W TWwEP TMITWY ot [EclV]
W TWpPUWwPYTBigptY TmwwT [Ec. V]
4.7.3. Ensayo actividad enzimatica
La medicion de la actividathcasa se realizo utilizando ABTS (acido -32ncbis (3
etilbenzotiazolire-sulfénico)) como sustrato. En una cubeta de espectrofotometro se

agregaron 100egL de ABTS 2 mM, de 2 a 20 e¢L

ambiente (este volumenduwependiente de la cantidad de enzima presente en la muestra) y el
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volumen residual de Buffer citrato 0.1 M (pH Z®.2). Se midi6é el cambio de absorbancia

ocurrido gracias a la oxidacion del ABTS durante 1 minuto a 42@8m

La unidad enzimética (Uesta definida como la cantidad de enzima capaz de transformar 1

pmol de sustrato (ABTS) por minuto, por litro y se calculé mediante la siguiente ecuacion:
YOO w0 wf- Q w [Ec. VI]

Doénde:mp Ecorresponde a la absorbancia finalnog la absorbanciaicial durantel min de

reaccion, Vhace referencia al vol umen tot al en

coeficiente de extincion molar del ABTS tMm?), d es la longitud de la cubeta en crvy

es el volumen de muestra ¢g&ma) en mililitros que agrego en la reacddf].

4.7.4. Determinacion de proteinas totales

La concentracién de proteinas totales de cada muestra se determind por absorbancia directa a
280 nm usando el espectrofotometro-Mi¢ NanoDrop (Thermo Scidific), [47].

5. Resultados
5.1. Seleccion de fuentes de nitrdgeno econémicas
La composicion del medio es uno de los parametros que puede afectar la calidad y rendimiento
de la produccion de las proteinas recombinaft@f razén por la cualen este ensa, se
evalud el uso de diferentes fuentes econdémicas de carbono y nitrdgeno organico para la

produccion de un medio de cultivo de menor costo, teniendo en cuenta la actividad lacasa como

variable respuesta del ensayo.
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Fig. 2 Efecto de dstintas fuentes de nitrégeno econdémicas sobre la actividad lacasa (UL
1). Cada barra corresponde a la media de la actividad lacasa determinada a las 168 h de cultivo.
La letraa, corresponde al mejor resultado, seguidolpyrc, respectivamente. Letraguales

no difieren significativamente segun la prueba de Tukey Q.05).

Los tratamientose agruparon en 3 subgrupos diferentes significativamente (p < 0.001) debido
a los valoresle actividad lacasa maxima obtenidos a las 168 h de c(Hiyora 2) El control

(grupo a), fue el medio de cultivo con mayor actividad lacasa obtenida (55832367,
seguidos por T3 y T1 con una actividad maxim26e6.57+ 212.79 ULy 2645.83+ 62.2

UL (grupo b), cuyas diferencias no fueron significativas (p.65)0 Por otro lado, la
disminucion de la actividad lacasa en el tratamiento 2 (958.33LY), (grupo c), fue

considerablmente menoen comparacion a los otros tratamientos.
En este ensayo Thl(icosa USP 10 gt, peptona 20 gt, extracto de malta 13.¢f, (NH4).SQu
20 mM y CuSQ@ 1mM) fue el medio de cultivo elegido para la optimizacion de sus
concentraciones (objetivo 2).
5.2. Optimizacion del medio de cultivo

5.2.1. Determinacién de factores predominantes

El efecto de la concentracion de la fuesidecarbono (glucosa, dl, en combinacién con la

fuente de nitrégeno organico (proteina de soyd, ylextracto de malta, g e inorganico
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(sulfato de amonio, gt) sobre la actividad especifica (UM actividad lacasa maxima (UL
1y producida fue esduado durante 168 horas de cultivo con el fin de encontrar la concentracion

Optima de cada componente.

Se evidencié que los mejores tratamientos fueron T21 yHigRra 3)en los que se obtuvo
4812.50+ 9.8 UL y 4743.05+ 29.46 UL a las 72 horas;irs embargo, estos valores de
actividad lacasa disminuyeron al cabo de las 168 horas a 177884 UL'y 3569.44+

96.23 ULL. Este comportamiento también se evidenci6 con la actividad especifica obtenida,
T21 alcanzan valormaximo de 472.9% 4.47 Unmg'y T22 471.32+ 3.37 Umgta las 168h,

estos valores disminuyeron a las 168 h a 166882 Umg'y 332.81+ 9.11 Umg'. Por otro

lado, se observo una tendencia de la disminucion de la concentracion de los azucares reductores
en el medio de cultivodsta la hora 12, no obstante, no hubo consumo total de los mismos
(Figura 3)
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Fig. 3. Actividad lacasa, actividad especifica y azlUcares reductores residuales obtenidos en los

mejores tratamientos desarrollados en@CEL. (A) T21 y(B) T22.
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Los resultados del DGC, arrojaron que el modelo fue significativo tanto para la actividad
especifica (p = 0.0170) como para la actividad lacasa (p = 0,§288)a 6). Los datos fueron
ajustados usando la regresiéon cuadratisa obtuvierorecuaciones en donde cada variable de
respuesta (actividad especifigee) y actividad lacasa maxin{AL)) se evaluaron en funcion

de la concentracién de gluco@®), de proteina de soy®), de extracto de maltgC) y de
sulfato de amoni@D) y calculada como la suma de una constante, cuatro efectos de primer
orden (A, B, C, D), seis efectos de interaccién (AB, AC, AD, BC, BD, CD) y cuatro efectos

de segundo orden ¢AB?, C?, D?) de acuerdo a las ecuaciones (V1y VII)

00 oppY (B THOG pPED PAFO PraO
PDO PBDO pPp@&@PO ¢CHPO vVEO®O om0

CRP pRUVEG PBP [Ec. VII]

00 TT@W oYPR TTHD PYKROP CTIPO cYBIRO

CPBRO pcHOO PAPO YOO (@TO T R §
PCR;qIHOG poBO CuUD O [Ec. VI

Tabla 6. Resultados del andlisis de varianza de la evaluacién de la fuente de carbono y
diferentes fuentes de nitrégeno sobre la actividad especifica y actividad lacasa producida en
medio liquido a 168 M) GlucosaB) Proteina de soy&;) Extracto de malta)) Sulfato de

amonio.
Actividad especifica (bhg™) Actividad lacasa (UL)

Factor . 1

Valor P Valor P
[ I | |

A 0.0327* 0.0112 *

B 0.0018* 0.0081 *

C 0.1270 0.1700

D 0.2890 0.0755

AB 0.1176 0.0963
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Actividad especifica (bhg™t) Actividad lacasa (UL)

Factor . 1

Valor P Valor P
| AC | 0.3825 | 0.1952 |

AD 0.3992 0.4564

BC 0.1477 0.9411

BD 0.0505 0.5810

CD 0.6518 0.8527

A2 0.0155* 0.0053 *

B2 0.0164 * 0.3589

C? 0.1332 0.3467

D? 0.3671 0.0895
| Modelo | 0.0170* | 0.0284* I
| R? | 0.8055 0.7833 |
| R? Ajustado | 0.5786 0.5305 I

Con * se destacan los valores significativos

En el andlisis de varianza (ANOVA(Tabla 6) la glucosa y la proteina de soya fueron los
factores significativos (p < 0.05) para las dos variables respuesta? derOBB055 parAEy

0.7833 paraAL. La Figura 4evidencia la interaccion de las dos variables significativas sobre

la actividad especifica (1) y actividad lacasa (2), al aumentar la concentracion de glucosa y

proteina de soya simultaneamente se aumentan las variables respuesta.
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
Actividad especifica (U/mg)
@ Design points above predicted v
e D .

380.077
81.7514

X1 = A: Glucosa
X2 = B: Proteina de soya

Actividad especifica (U/mg)

Actual Factors
C: Extracto de malta = 10.5
D: Sulfato de amonio = 3.9

B: Proteina de soya (glL)

Actividad especifica (U/mg)

A: Glucosa (g/L)

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
Actividad lacasa max (U/L)

® Design points above predict
@® Design points below predict

48125
1930.55
X1 = A: Glucosa
X2 = B: Proteina de soya

Actividad lacasa max (U/L)

Actual Factors
C: Extracto de malta = 10.5
D: Sulfato de amonio = 3.9

B: Proeina de soja gl

Actividad lacasa max (UIL)

33 464 598 732 8.66 10

A: Glucosa (g/L)

20 ——e %
18 16 14 e / 464

B: Proteina de soya (glL) 12 10 33

Fig. 4. Grafico de superfici€l) y de contorno$2) del efecto de la interaccion de los factores
glucosa(A) y proteina de soyéB) sobre la actividad especifi¢a) y actividad lacas#b)
obtenida en el Disefio Central Compuesto 1.

La concentracioiptima de la glucosa USP, la proteina de soya, el extracto de malta y el sulfato

de amonio basado en la prediccion del model®fGa1 gl?, 19.253 gtt, 11.737 gty 4.917
gL respectivamente para obtener una actividad lacasa maxima de 5005177 UL

5.2.2. Seleccion de la concentracion optima de los factores significativos

El efecto de la concentracion de glucosa USPYglla proteina de soya (gi. fue evaluado
en el medio de cultivo en combinacién con las concentraciones fijas de extracttadé mnad

gL™) y sulfato de amonio (4.92 ¢fl. sobre la actividad especifica (UH)gy actividad lacasa
méaxima (ULY) producida durante 168 h de cultivo.

En este disefio los tratamientos T8 y(Fyura 5)tuvieron los valores mas altos de actividad
lacas: 8771.60% 155.12 ULy 8944.44+ 60.54 UL, y actividad especific®71.92+ 17.61
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Umg?! y 956.12+ 43.01 6 respectivamente. Se evidencié el mayor consumo de azUcares
reductores residuales a las 12 h de cultivo, y se mantuvo constante en Iegamoieritos

desde las 72 a las 168 horas, en una concentracion alrededorte 5 gL

1600 10000 - 40
1400
8000
1200 430 &
R < E)
2 1000 T 5 600 g
2 © S
5 800% 8 +20 3
(2]
L @ 3
~ 600 F T 4000 &
< g S
< r =]
400 +10 &
2000
200 —o— Act. Lac. T8
—o— Act. Lac. T9
0 0 0 | —o— Azuc. Reduc. T8

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 —a— Azuc. Reduc. T9
—o— Act. Esp. T8

Tiempo (h) —o— Act. Esp. T9

Fig. 5. Actividad lacasa, actividad especifica y azUcares reductores residuales obtenidos en los

mejores tratamientos (T-819) desarollados en el DCE.
Los datos del modelo fueron ajustados usando la regresién cuadratica para la actividad

especificafE) y la actividad lacasaA() en funcién de la concentracion de gluctspy de

proteina de soy@); el resultado del modelo apaeeen las Ecuaciones (IX y X).
00 Xc&p puvdho pr@d YHPYO P ovHG [EclX]

00 Qe@® pCAR WWHO epPpFRO on@&d ovdh [Ec X]

Tabla 7. Resultados del andlisis de varianiehefecto de la concentracion AeGlucosa yB)

Proteina de soya sobre la actividad especifica y la actividad lacasa maxima producida en medio

liquido al cabo de 168 h.
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Actividad especifica (Um$)

Actividad lacasa méaxima (UR)

Factor
| |
Valor P Valor P
I | |
A <0.0001* <0.0001*
<0.0001* <0.0001*
AB <0.0001* <0.0001*
A2 0.7841 0.0110
B2 0.0038 0.0041
I | |
Modelo <0.0001* <0.0001*
I |
R2 0.9504 0.7833
I |
R? Ajustado 0.9386 0.5305

Con * se destacan los valores significativos

El analisis de varianza (ANOVA)da Tabla 7 muestra que el modelo fue estadisticamente

significativo para las dos variables respuesta; sin

embargd,dd Rctividad especifica fue

superior (R=0.9504) en comparacion at & la actividad lacasa {R 0.7833). Por otro lado,

los dosfactores evaluados y su interaccién tienen influencia sobre la actividad espekifica y

actividad lacasa, dado que, a medida que se aumente la concentracion de glucosa y proteina de

soya, se aumenta la activid@dgura 6)
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Fig. 6. Grafico desuperficie(1) y de contorno$2) del efecto de la interaccion de los factores
glucosa(A) y proteina de soyéB) sobre la actividad especifi¢a) y actividad lacasdb)

obtenida en el cultivo liquido d&ichia pastoris

La concentracion optima de glisaoUSP y de proteina de soya segun la prediccion del modelo
para obtener una actividad lacasa maxima de 9041.343yUlna actividad especifica de
1007.720 Umg es 20 gt y 40 gL respectivamente. La composicion final del medio de
cultivo econémico mejado determinado a partir de los ensaygmizadosse presenta a

continuacion(Tabla 8).

Tabla 8. Composicion final del medio econémico mejorado.

Componente Concentracion (gL?)
Glucosa USP | 20 |
Proteina de soya 40
Extracto de Malta 11.74
Sulfato && amonio ((NH)2SQu) 4.72
Cloranfenicol 0.1
Sulfato de cobre (CuSp (ImM)

5.3. Costos

El medio de cultivo econdémico optimizado tuvo un costo total de $35p8rif&ro, que es
alrededor de $90.28% menos en comparacion al medio previamente mejoedas, el valor
de la unidad enzimaética por litro de medio (}yLse redujo 91.43% en comparacamedio
previamente mejoradasado en biorreactor de 1qTabla 10). LaTabla 9 muestra el analisis
de costos, incluyendo 10 % de imprevistos y el T#AVA (Impuesto al Valor Agregado),

gue es el actualmente establecido en ColoidiSia
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Tabla 9. Comparaciéon de costos del medio de culfiwweviamentenejorado vs., el medio

econdémico optimizado.

Medio previamentemejorado Medio mejorado de menorosto
(gLYHo Precio/ (gL Yo Precio/
Componente Componente
L (ghHo(L™ L (ghHo(™
| | | 1
Glucosa anhidra Glucosa USP
(Merck) 10 $1,920.00 (ChemiPharma) 20 $110.00
Peptona Proteina de soya
(Oxoid) 20 $20,220.00 (Ciacomeq SAS) 40 $480.00
Extractode levadura Extracto de malta
(Oxoid) 15 $4,455.00 (Proguimicas JG SAS 10.28 $190.18
Sulfato de cobre Sulfato de cobre
(Scharlau) 0.16 $231.68 (Scharlau) 0.16 $231.68
Sulfato de amonio Sulfato de amonio
(Merck) 2.6 $720.20 (Merck) 4.21 $1,166.17
Cloranfenicol Cloranfenicol
(SIGMA) 0.1 $551.00 (SIGMA) 0.1 $551.00
Agua de disolucion* 1 $3.47 Agua de disolucion* 1 $3.47
| 1
Total $28,101.35 Total $2,732.50
| 1
10% imprevistos $2,810.13 10% imprevistos $273.25
| 1
19% IVA $5,339.26 19% IVA $519.17
| 1
Grand total $36,250.74 Grand total $3,524.92

*El valor de agua de disolucion fue obtenido a partir del valor podemagua establecido por la empresa de
Acueducto y alcantarillado desde Julio de 2018 para la zona industrial de Bogot@do@bia[50].

Tabla 10. Comparacion de la actividad lacasa, los costos del medio cultivo, el precio de la
unidad enzimatica por L de medio y el porcentaje de disminucién o aumento de cada elemento
presentado corel uso del medio de menor costo mejorado, en comparacionedio m

previamente mejorado
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Medio mejorado Medio de menor costo  Aumento (A)/  Porcentaje

(6L VET) mejorado (150mL VET) Disminuyo (D) (%)
| | ] | I |
UL1alas 168h 774305+ 1826 8771.605 155.12 A 11.73
Precio L1
_ 36,248.95 3,523.13 D 90.28
medio ($ COP)
Precio UL
4.68 0.401 D 91.43
($ COP)
6. Discusion

6.1. Seleccion de las fuentes de nitrégeno econémicas

En el presente trabajo sealuarorvarias fuentes de nitrogeno econémigae evidencio que

el uso ddliferentes sustratos depende de la asimifed@estos por parte del microorganismo

[51], lo que repercute en la produccion de los metabolitos de ifE2E<EnN laFigura 2se

observa que el uso de proteina de soya como Unica fuente de nitrégeno organico en el medio
de cultivo (T2) no es apropiaghara la produccion de esta enzima, debido a la baja actividad
lacasa obtenida (958,3326,19 ULY), en comparacion a T1 y T®n2636.57+ 212.79 ULt

y 2645.83+ 62.20 UL! respectivamentesin embargo, ninguno de los tratamientos propuestos
supero el radio de cultivo control (5583.38314.27 ULY).

En los medios de cultivo con mayor actividad uno de los componeniesartidoses el
extracto de maltdfuente de nitrdgeno organigoeste sustrato es rico en promotores de
crecimiento[53], y ademasie su suministrqroteico,tiene77.34 % (base seca) de azucares
reductorecomo maltosan su composicionAfhexo 1), o que lo hace un sustrato bastante
nutritivo para la célulaR. pastorises capaz de producir energia a traves de la fermentacion de
diversa carbohidratosy seconoceque esta levadura tiene una alta afinidad por la maltosa
[48], lo que haria que extracto de malta fuera un sustrato de resemespectc fuentede

carbono en dado caso que hubiera agotamiento de glucosa.

Por otro lado, ensiderando que los amino&cidas el medio de cultiveon incorporados por

la célula[54] para producitas proteinasecesariagbs], se escogio la proteina de soya como
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mejor tratamiento (T1), pues a pesar de que el suero de leche es rico en vitamiraalgs,

contienealrededor de 1% de proteina en su composici@nexo 1). En cambio, la proteina
de soya tiene come90% de proteina (base seca), ademaadiciénde vitaminas y otros
compuestos no reemplazan el requerimiento de nitrogegé@micopara el microorganismo
[55].

Con respecto a la fuente de carbammse evaluaron diferentes fuentes econémicas dado que,
los niveles de expresion del promagb@apvarian dependiendo la fuente de carbono empleada
[56] y se ha demostrado que se obtieadtns niveles de expresion cuando se usa glucosa o
glicerol [48, 56] sin embargo, el glicerol es dificil de manejar en procesos de ultrafiltracion,
método que serd empleado pkraoncentraion del sobrenadante en el futunmor lo tanto,

s6lo se uso glusa USP en la misma concentracion determinada en el mpesimmente
mejorado(10 gL, [43].

La glucosa agregaden el medio puedentrar a la via glucolitica, acelerando el metabolismo
celular,puesal igual que otras levadurd®. pastoristiene la epacidad de detectaltipo yla
cantidad de los nutrientes extermogavées de multiples rutaermitiendo la regulacion de su
metabolismo y perfil transcripciong8]. Una de las rutas mas importantes en la respuesta de
la célula a carbohidratos esrida Ras/PKA (del inglés Protein Kinase AEC 2.7.11.11)la

adicion de glucosa permite la activacion de Ras y la subsecuente produccion de cAMP y
activacion de PKA. La proteina quinasa A sirve como un regulador central del metabolismo y
del estado tmscripcional de la célula, ya que tiene un rol critico en el crecimiento celular,
algunos de sus sustratos son enzimas involucradas en el metabolismo de almacenamiento de
carbohidratos, de la via glucolitica y gluconeogénesis, ademas de factores reguladare
respuesta a estrés y biogénesis ribosdb¥@l De esta manerda glucosacomo fuente de

carbono usada en este medio de cultivo cumplfactor clave en la regulacion celular
6.2. Optimizacion del medio de cultivo
6.2.1. Determinacion de faaires predominantes
A partir del medio escogido (T1) en el objetivo 1, se decidio optimizar las concentraciones de

las fuentes de nitrdgeno organico elegidas y adicionalmente la fuente de carbono y nitrdgeno
inorganico, ya que este es un paso fundamentdbs procesos biotecnologic{s8] para
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explotar el potencial déas cepasde produccion;garantizando que el proceso sea mas

econdmico y productiv{B3] al alcanzar altos niveles geoducciénde proteinags9].

Se ha reportado que el uso de fuentesuoigas puede aumentar la produccion de proteinas en
comparacion a las fuentes inorganif&g, sin embargda adicién de una fuente de nitrogeno
extra en el medio de cultivo (fuente inorganica) puede aumentar la produccion de proteinas
recombinanteg61], lo que fue evidente en los resultados del BICG/a que sgun la
prediccion del modelo se debia aumentar la concentracion de sulfato de amonio a'4.21 gL
desde el punto central (3.9°§L. de hecholas levaduras pueden usar el nitrégeno en forma de
ion amonio, cloruros, nitratos, sulfatos y fosfatos para la sintesis de algunos aminoacidos
Wang X, et al, (2017) reportaron una correlacién entre la concentraciéon de" NHa
concentracion de proteinas totales encontradas en el sobrenadante. Estagmdovesti
obtuvieron un aumento de 1.48 veces la actividad la propil endopeptidasa (EC 3.4.21.26),
usando una concentracion éptima desNae 300 mmoltty 1% (p/v) de casaminoacidf&2],

lo cual sugiere que el aporte de otra fuente de nitrégeno en el deedidtivo aparte de las
fuentes escogidas en el primer objetivo, puede traer un efecto benéfico pacutziprode

la enzima de interés, pese a estano este factor no fue significativo en el disefio (p = 0.0755),

se decidioé no seguir aumentando saoaentracion.

Por otro lado, los resultados del DQCmuestran que tanto la actividad lacasa como la
actividad especifica disminuyeron después de las 72 horas de ¢eitjuca 3) lo que pudo
deberse al agotamiento de la fuente de nitrégeno, ya qoetkclion de nitrégeno en el medio

de cultivo induce la accion de las proted88s 64], provocando la degradacion ldeproteina
recombinante]62]. Se conoce que la degradacion de las proteinas recombinantes es un
problema presentado generalmentePerhia pastoris[62] y se han llevado a cabo varios
ensayogaraajustarla concentracion de la fuente de nitrégeno en el medio de cultivo con el
fin de reducir laactividad proteolitica, como es el caso ¥ang J,et al, (2004) quienes
observaron que hubedradacion del polipéptido Hir65 (Huridi@®) y una fase lag corta de

P. pastoriscon una concentracion inicial baja de NKD.025 M), lo contrario ocurrié con una
concentracion inicial de NH alta en el medio de cultivo (0.6 M§5]. De igual manera,
Kobayashi Ket al, (2000)concluyeron que el nivel del ion amonio en el medio de cultivo
tuvo una alta correlacion con la actividad proteasa en la produccion de la Albumina Sérica
Humana [64]. Segun lo anterior y teniendo en cuenta que el nitrdgeno dotatel

metabolismo de las proteinas es excretado en forma de aj@éliesto explicaria por qué la
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proteina de soya es un factor estadisticamente significativo (p = 0.0081) en el disefio y se
propone el aumento de su concentragil@manera que, a mergmncentracion dproteina en

el medio se aumenta actividad proteolitica

La glucosa fue ufactor significativo (p= 0.0112) para la produccion de la lacasa rPOXA 1B
en este medio de cultivfrabla 6), lo que pudo deberse a glee sintesis de proteinas
recombinantes aumenta la demanda energética durante el crecimiento [6&ulgrla
compensacion de ATP en la célula es adquirida principalmente por la respiraciondadidar,
gue,a partir de una molécula de glucosa se pueden obtener 36 moléculBB (& #e lleva a
cabo de manera aerobia en células eucarjqtad) adicionalmentela lacasade interésue
producida bajo la direccién dplGAP (promotor constitutivg)a partir del cudla produccion

de proteinas recombinantes se comportan como kb primariog48]. La relevancia de

la glucosase evidencido en los resultados del DCEFigura 6) en donde, a mayor

concentracion de glucosa se aumenta la actividad especifica y actividad lacasa.

Segun lo anterior, la glucosa y la proteina de fsf@n los Unicos factores significativos en
el disefio para las variables respuesta actividad lacadeviglad especificgpor tal motivose
decidi6 seguir optimizando el medio de culfiveniendo en cuentlas concentraciones
predichas por el model@omo el nivel-1 del DCG2 y dejando fijos los valores de la
concentracion de extracto de malta y sulfato de amonio en 11.74ygh.72 gLt

respectivamente.

6.2.2. Seleccion de la concentracion 6ptima de los factores significativos

En este disefio (DGE) el modelo fue significativo para la actividad lacasa (p < 0.0001) y para
la actividad especifica (p < 0.0001), no obstante ?glaRa la actividad especifica fugyor
(R?=0.9504 porlo que se decidié optimizar teniendo en cuenta esta variableisAsitanto

la glucosa (p < 0.0001), la proteina de soya (p < 0.0001) y su interaccion (p < 0.0001) fueron

significativos(Tabla 7).
Segun l&igura 5 se observa que en comparacion con el EXC@nto la actividad lacasa como

la actividad especifica ementaron, y al cabo de las 168 horas no disgo la actividad, lo

gue puedo deberseque la concentracion de glucosa y proteina de soya aumentd 52.34% vy
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51.87% respectivamenén relacion con el medio sin optimizaupliendo las necesidades de
carbono ynitrégeno para la levadur®or otro lado, anque se evidencia que el 6ptimo de
actividad lacasa y actividad especifica puede ser alcanzado con el incremento de la
concentracion de glucosa y proteina de ¢bigura 6) (ampliando la superficie de naveigfac

del modelo)se decidié no seguir con la opizacion del medio de cultivo, ya qua medio de

cultivo rico en proteinas (40 glde proteina de soya) genera la formacion excesiva de espuma
debido a los cambios estructurales y moleculares producidds pioirélisis de las proteinas

[68]; lo queproducederrameadel medio de cultivo durante la esterilizacién

Segun lo anterior, a pesar de que no se llegd al 6ptimo para la produccion de la lacasa rPOXA
1B, se mejoraron las concentraciones de la fuemteacbono y de las fuentes de nitrdgeno
organica e inorganicélabla 9), alcanzando una actividad lacasa maxima de 8771605
155.12 ULty una actividad especifica de 971927.61 Umgtt; lo que significa®69.94% mas
actividad enziméaticaon respecto #& obtenida en el primer objetiv®e igual manera, se
evidencié un incremento de la actividad lacasa obtenida en el trabajo previth@oacin

(2016) (VET de 300 mL) de 84.68%6in embargohay quetener en cuenta que la medicién

de la actividad lacsa en este ensayo fue medida por una técnica menos sensible a la usada en

este trabajo.

6.2.3. Costos

Con el medio de cultivo fing[Tabla 8) se logré6 aumentar la actividad lacasa 11.73% a las
168h en un volumen efectivo de trabajo 40 vecesomal ensayado con el mediwjoradoen
biorreactor de 10 lde igual manera, se redgn90.28% el valor del medio de cultidebido

al uso de materias primas econémicas (Glucosa USP, proteina aislada de soyaeaditeiido

de malta)(Tabla 9) y porlo tanto se redujo el costo de la unidad enzim&in@i.43%(Tabla

10).

7. Conclusiones

Se alcanzo una actividad enzimatida@XxA 1B) elevada en 168h de cultivo en Erlenmeyer
agitadq después de la modificacion de la concentracion de la fuentelimoay de la fuente
de nitrégeno organico e inorganico en el medio de cultivo. La actividad Ecasa un valor
de8771.605+ 155.12 UL?, lo cual fue 11.73 % mas alto en comparacion al medijorado
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anteriormente&nsayado en biorreactor de 1QMET 60%), y fue tambiér84.68% mas alto en
comparacion a los resultados obtenidosibarracin (2016)Adicionalmenteel nuevanedio
de cultivoy las condicionepropuesasen este estudi@lucosa USR0 gL?, proteina de soya
40 gL!, extracto de maltal174 gL, sulfato de amonio 4.72 ¢fla 200 rpm30°C, 168 horas
en Erlenmeyer d250mL, con150mL de medi{, para la produccion de [ ®OXA 1BenP.

pastoris redyo en91.43% el costo de la unidad enzimagca litro de cultivo

8. Recomendaciones

Se recomienda la validacion del medio de cultivo econdmico mejorado en este(gkiadga

USP20 gL?, proteina de soya 40 glextracto de malta 11.74 gl sulfato de amonio 4.72

gLt a 200 rpm30°C, 168 horasen Erlenmeyer d250mL, con150mL de medi, probando

los valores 6ptimos de las variables en la ecuacion del modelo y llevando a cabo al menos 5
repeticiones a las condiciones establecidas para respaldar la reproducibilidad de los resultados

obtenidos;para lo cualse debe realizar el alisis cinético y el calculo de los parametros
cinéticos mas frecuentegelocidad especifica de crecimientx( ht), tiempo de duplicacion

(td, h), velocidad volumétrica de crecimientg, (k!), tiempo de duplicaciémolumético(td,

h), rendimiento bimasa/sustrato (%, gg?), productividad de la biomasa x(PgL'h?),

rendi miento enzima/sustrat epdb'g'syproductiddad act i v
de |l a enzima fAbasada ,guLhd)cRostevidr d la dalidaciosei m8§t i ¢
recomienda escalar a biorreactor de L1y 50 L paraestudiar el VET mas adecuado
considerando que la composicion del medio favorece la formacion de egpaupasibilidad

de ampliar la superficie de navegacion considerando las proporciones de las fien

nitrégeno y carbono
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10. Anexos

1 Ficha técnica Suero de leche en polvo
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0 Ficha técnica Proteinaaislada de soya al 90%

S o Y P R o 90 0 Technical Data Sheet/Ficha técnica

» Descripcion:
Producto: SOYPRO 900

Soypro 900 es proteina concentrada de soya, la cual se usa como un tipo de aditivo en la fabricacion
de alimentos debido a su valor nutricional y a su funcionalidad por su buen desempefio en la
emulsién de grasa y buena solubilidad en agua.

» Calidad sensorial:
Polvo blanco cremoso a ligeramente amarillo, sin olor.

» Propiedades fisicas y quimicas:

Proteina (N x 6,25) (Base seca) Min. 90,0%
Humedad Max. 8,0%

pH 6,5-75

Cenizas Max. 6%
Grasa Max. 0,7 %
Recuento total en placa (CFU/g) Max. 20000
Levaduras y mohos Max. 100/g

E. Coli Negativo

Salmonella Negativo

( » Almacenamiento y empaque:

20 kg por saco. El producto debe ser almacenado en un lugar seco y fresco. Vida util de 12
meses bajo condiciones adecuadas de almacenamiento.




0 Ficha técnica extracto de malta
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