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Resumen

El Presente Trabajo de Titulo se enmarca dentro del proyecto de investigacién Fondecyt N21080143
denominado “Effects of hydrophobic polypeptide tag fusion on protein purification by Hydrophobic Interaction
Chromatography”, cuyo objetivo es determinar, cuantitativa y cualitativamente, el efecto de la fusion de
polipéptidos hidrofébicos en diferentes etapas del proceso de produccion de proteinas recombinantes. Una de las
etapas del proyecto, consiste en la optimizacion de las condiciones y el modo de operacidon del cultivo de
Escherichia coli, que maximicen la productividad de cutinasas recombinantes.

El microorganismo hospedero corresponde a Escherichia coli BL21 (DE3), cepa en la que se ha introducido el
vector de expresion pET11a, el cual, bajo induccion, permite la produccion de la proteina recombinante cutinasa a
la que se han adicionado los aminoacidos triptéfano(W), prolina(P) y tirosina(Y). Los polipéptidos hidrofébicos
adicionados son WPWP(Cutinasa-(WP)2) e YYY(Cutinasa-(Y)3).

Las condiciones de cultivo en estudio, variables de entrada, corresponden a: temperatura de crecimiento y
temperatura de induccion (25/18°C y 37/25°C), densidad celular en el punto de induccién (0,8 y 1,5 U Absgoonm ),
concentracién de inductor (0,1 y 0,5 mM IPTG); concentracion de extracto de levadura (5 y 20 g/L), concentracion
de triptona (10 y 15 g/L) y concentracion de glicerol (0 y 0,3 % v/v), en el medio de cultivo. Para realizar el estudio,
se desarrolld un disefio experimental factorial fraccionario (26'2|\,) que permite obtener informacién contundente
respecto de los efectos principales de los factores (condiciones de cultivo) y sus interacciones (interacciones entre 2
factores) en cultivos batch en matraces.

Se llevé a cabo la totalidad de experimentos establecidos en la malla de tratamientos, para las variantes
Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa-(Y)3. Mediante un analisis estadistico de los resultados obtenidos se determind la
significancia de los factores y sus interacciones sobre la productividad y rendimiento (test ANOVA 95% nivel de
significancia), se elaboré un modelo matemadtico lineal para estas variables en funcidn de los factores e
interacciones significativas y se determinaron las condiciones 6éptimas que maximizan la productividad y
rendimiento para cada variante en particular, utilizando el modelo anteriormente nombrado.

Los resultados obtenidos permitieron optimizar la producciéon de Cutinasa-(WP)2, sin inconvenientes,
alcanzando una produccién total de 28.870 [U Cutinasa-(WP)2/L] lo que equivale a 5,3 veces lo producido bajo las
condiciones del caso base. El rendimiento optimizado fue 6,5 veces el rendimiento del caso base. Las condiciones
6ptimas de cultivo son: temperatura de crecimiento y temperatura de induccién, 37°C/25°C (Alto); densidad celular
en el punto de induccion, 1,5 U Absggnm(Alto); concentracion de inductor, 0,1 mM IPTG (Bajo); concentracion de
extracto de levadura, 20 g/L (Alto); Concentracion de triptona, 10 g/L (Bajo) y concentracién de glicerol nula. El
comportamiento erratico de la variante Cutinasa-(Y)3 generé dificultades para modelar, predecir y optimizar la
productividad y rendimiento de los cultivos. Se propone que las problematicas de esta variante provienen de la
cepa electrocompetente transfomada productora de Cutinasa-(Y)3.

La comparacién de los modos de operacion en el fermentador Biostat B entregaron como resultado que el
modo batch, para la variante Cutinasa-(WP)2, presenté mayor productividad especifica total y rendimiento
equivalentes a 2,5 y 1,4 veces la produccidon de fermentador operando en modo fed-batch con alimentacion
constante de nutrientes. En el caso de la variante Cutinasa-(Y)3, el modo de fermentacion batch también fue el mas
favorable.

Se concluye que todos los factores analizados tienen efectos significativos sobre la productividad y/o
rendimiento de cutinasa recombinante en cultivos de E. coli BL21(DE3). Los factores e interacciones que poseen un
efecto positivo y significativo sobre la productividad y/o rendimiento de ambas variantes corresponden a: densidad
celular y sus interacciones con los factores temperatura de crecimiento e induccién y concentracién de extracto de
levadura. Los factores e interacciones que presentan efectos negativos y significativos sobre la productividad y/o
rendimiento de ambas variantes son la concentracién de inductor, concentracién de triptona y la interaccion
concentracion de glicerol-concentracion extracto de levadura.
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1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS



Capitulo 1: Introduccién y Objetivos

1.1 INTRODUCCION

Para la producciéon de una proteina recombinante es necesario caracterizar la proteina de interés vy,
posteriormente, seleccionar un sistema de expresion (Guerrero-Olazaran-Olazaran y col., 2004). En el caso de los
sistemas de expresion, los conocimientos asociados, han alcanzado niveles insospechados y contintan avanzando.
Todos los sistemas poseen ventajas y desventajas; y ninguno es dptimo para la produccidén de todas las proteinas
recombinantes (Asenjo y Merchuck, 1994). Para la seleccion de un sistema de expresidon adecuado, se debe tener
en consideracion el origen bioldgico, estructura y funcionalidad de la proteina de interés. El origen bioldgico es
importante, ya que, generalmente, un sistema de expresidon eucaridtico es mas eficiente para sintetizar una
proteina de origen eucarionte que un sistema de expresion procariético. En cuanto a la estructura y funcionalidad
se debe analizar la secuencia nucleotidica codificante para evaluar el uso de codones preferenciales y la presencia
de secuencias de finalizacion de la transcripcion; la secuencia aminoacidica para evaluar el peso molecular, punto
isoeléctrico y tipo de modificaciones transcripcionales presentes; la estabilidad al pH, temperatura y protedlisis; la
posible toxicidad sobre el hospedero, el destino (extracelular o intracelular) y el grado de pureza deseado

(Guerrero-Olazaran y col., 2004).

El sistema de expresion tiene fuerte incidencia en las condiciones de cultivo que optimizan la expresion de la
proteina recombinante, puesto que distintos hospederos y vectores de expresidén presentan distintos niveles de
produccion de una misma proteina recombinante bajo condiciones de cultivo idénticas (Martinez-Luaces y col.,,

2006).

En cuanto a las condiciones de cultivo, los factores que han sido optimizados con mayor frecuencia son la
temperatura de crecimiento y temperatura de induccion; y la concentracion de inductor (Salazar, 2001; Martinez-
Luaces y col., 2006; Gordon y col., 2008; Lee y Keasling, 2008; Pinsach y col., 2008). La composicion del medio de
cultivo también es un factor de gran interés, ya que los componentes del medio pueden afectar la produccién basal
de proteina recombinante, generar alta produccién bajo condiciones no-inducidas o provocar liberacion de la

proteina al medio extracelular (Grossman y col., 1998; Salazar y col., 2001; Jevsévar y col., 2007).

El modo de operacion del bioreactor mediante el cual se desarrolla el cultivo bacteriano tiene importancia
relevante en la optimizacidn de proceso productivo. Entre los modos de operacién mas importantes se encuentran
el cultivo batch, cultivo fed-batch y cultivo continuo (Asenjo y Merchuk, 1994; Jonasson y col., 2002). La seleccion
de la estrategia de alimentacién de nutrientes es critica porque afecta los flujos de las vias metabdlicas v,
consecuentemente, afecta la concentracion celular maxima factible, la productividad de la proteina recombinante y

la formacién de subproductos (Choi y col., 2006).
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El presente tema de memoria se orienta a estudiar las condiciones de operacién bajo las cuales se optimiza la

produccion de cutinasa recombinantes en cultivos de Escherichia coli.

1.1.1 Descripcion del Proyecto y Justificacion

El Presente Trabajo de Titulo se enmarca dentro del proyecto de investigacién Fondecyt N21080143
denominado “Effects of hydrophobic polypeptide tag fusion on protein purification by Hydrophobic Interaction
Chromatography”, cuyo objetivo es determinar, cuantitativa y cualitativamente, el efecto de la fusién de

polipéptidos hidrofébicos en diferentes etapas del proceso de produccidon de proteinas recombinantes.

Una de las etapas del proyecto consiste en la optimizacién de condiciones de cultivo y modo de operacion de
la fermentacion de Escherichia coli, de manera que se maximice el proceso global de produccion, recuperacion y

purificacion de proteinas recombinantes.

La cutinasa ha sido presentada como una enzima versatil, con numerosas propiedades notables para su
aplicacidn en productos y procesos industriales. La cutinasa in vitro, presenta actividad hidrolitica para una amplia
variedad de ésteres, desde ésteres sintéticos solubles (p -nitrofenilesteres) hasta triglicéridos insolubles de cadena
larga. Por otra parte, la cutinasa puede ser considerada como un vinculo entre esterasas y las lipasas, ya que
hidrolizan eficientemente ésteres solubles y triglicéridos emulsionados. Ademas, la cutinasa ha sido aplicada como
una enzima lipolitica en la composicidon de detergentes para el lavado de ropa o vajilla para la eliminacién de grasa.
Uno de los beneficios de la cutinasa, cuando se compara con una lipasa comercial (Lipolase ™), en la eliminacion de
triglicéridos en un proceso de lavado, es la capacidad de hidrolizar las grasas en ausencia de calcio (Carvalho y col.,

1999).

Debido a la importancia de las potenciales aplicaciones de la cutinasa es necesario optimizar su produccion de
modo que sea posible llevar a cabo su caracterizacion, determinar su termo estabilidad como funcidn de las
condiciones ambientales tales como el pH, modular su estabilidad y estructura en presencia de detergentes y

proponer mutaciones que mejoren su actividad (Petersen y col., 1998; Sehgal y col., 2007).
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1.1.2 Microorganismo: Escherichia coli BL21(DE3)

La eleccidn de las células hospederas para la produccion de proteinas recombinantes depende principalmente
de las propiedades y el uso final de la proteina expresada. Si la proteina consiste en multiples subunidades o
requiere sustanciales modificaciones post-traduccionales, el hospedero suele ser de origen eucaridtico. La bacteria
Escherichia coli, sin embargo, es exitosamente utilizada en la produccién de proteinas relativamente complejas

(Jonasson y col., 2002).

Escherichia coli es la especie mas empleada y estudiada tanto genética como fisiolégicamente. Entre las
ventajas que brinda este microorganismo como hospedero estan: rapida generacion de biomasa (elevada velocidad
de crecimiento), facil manipulacion genética, no posee requerimientos costosos asociados a medios de cultivo o
equipamiento, alta eficiencia en la incorporacion de material genético foraneo, gran variedad de vectores de
expresion y variantes mutantes (Jonasson y col., 2002; Choi y col., 2006). Los pardmetros importantes para una
exitosa produccion de proteinas recombinantes en Escherichia coli incluyen eficiencia transcripcional y
traduccional, estabilidad del vector de expresion y de los mRNA transcritos, estabilidad proteolitica, localizacién y

plegamiento de la proteina (Jonasson y col., 2002).

La cepa BL21(DE3) es deficiente en proteasa lon y carece de la proteasa de membrana externa ompT, esta
proteasa puede degradar proteinas durante la purificacion. Ademds, presenta altos niveles de expresién y la
expresion de la proteina recombinante es facilmente inducida (lactosa o IPTG). La desventaja se asocia a la
expresion basal de T7 RNA polimerasa. La T7 RNA Polimerasa es altamente selectiva y activa, cuando se induce
fuertemente casi todos los recursos de la célula se dirigen hacia la produccién de la proteina recombinante, los

productos pueden corresponder hasta en un 50% a la proteina recombinante de interés (Novagen, 2006).

1.1.3 Vector de Expresion: PET11a

Un vector de expresion para E. coli debe contener, ademds del gen de interés, un origen de replicacidn, un
gen que confiera resistencia a antibidticos (u otro marcador de seleccién), un promotor y un terminador
transcripcional. El origen de replicacién determina el nimero de copias del vector, el cual influencia la estabilidad
del plasmidio, es decir, la conservacién del plasmidio dentro de las células durante la division celular. Un efecto
positivo en el alto nimero de copias es la alta estabilidad de los plasmidios cuando ocurre un particionamiento
aleatorio en la division celular. Por otro lado, un alto nimero de plasmidios generalmente disminuye la velocidad
de crecimiento (Jonasson y col., 2002).

La eleccion del vector puede incrementar la solubilidad y/o plegamiento de 3 formas: fusién a un polipéptido

soluble, fusién a una enzima que catalice la formacién de puentes disulfuro y fusién a una secuencia sefal para
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transporte al espacio periplasmatico. La exportacién de proteinas al periplasma permite que la proteina posea un
buen plegamiento y ademds favorece la formacion de puentes disulfuro debido a la presencia de enzimas que
catalizan su formacién. En consecuencia se obtiene proteinas solubles y activas (Novagen, 2006; Larsen y col.,

2008).

La regulacion de expresidon se encuentra ligada a la fuerza del promotor. Un sistema promotor regulable
proporciona la habilidad de activar la expresion del gen foraneo variando un factor ambiental, como la
concentracion de un componente particular en el medio de cultivo. El promotor lac, proveniente del operdn lactosa
de E. coli, es uno de los promotores mas comunmente utilizados para regular la expresiéon de genes recombinantes

en bacterias y ha sido extensamente caracterizado a nivel molecular (Donovan y col., 1998).

El vector a utilizar en el presente Trabajo de Titulo corresponde al vector de expresién PET1la. El
funcionamiento del vector se encuentra estrechamente ligado las caracteristicas del hospedero elegido (Ver
llustracion 1) y posee como marcador de seleccidon un gen que confiere resistencia a ampicilina. Ademas, incluye
una sefial PhoA que dirige la proteina al espacio periplasmatico de la célula (Lauwereys y col., 1990). La produccién
en periplasma tiene variadas ventajas. Primero, el producto secretado puede ser idéntico al producto nativo, ya
que la secuencia sefial es cortada por peptidasas. Segundo, la actividad proteasa es considerada mucho mas baja
en el espacio periplasmatico que en el citoplasma. Tercero, la purificaciéon de la proteina recombinante es
simplificada, puesto que el periplasma contiene menor cantidad de proteinas enddégenas. Cuarto, la correcta
formacion de los puentes disulfuro puede ser facilitada porque el espacio periplasmatico entrega el ambiente

oxidativo necesario (Choi y col., 2006).
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llustracion 1: Sistema de expresidn para proteinas recombinantes utilizando como hospedero E.coli BL21(DE3) y
como vector de expresion el vector PET11a. A la Izquierda de la imagen es posible apreciar la induccién por IPTG
de la transcripcion de T7 RNA polimerasa, la cual, una vez expresada transcribe el gen de la proteina
recombinante de interés, bajo la induccién del mismo compuesto, IPTG.

La llustracion 1, muestra los elementos disponibles para el control de los niveles de T7 RNA polimerasa y la
posterior transcripcion del gen insertado en el vector pET. En lis6genos ADE3, la T7 RNA polimerasa se encuentra
bajo el control del promotor lacUV5, el cual permite un grado de transcripcion en el estado no inducido y en la
ausencia de control adicional, es recomendado para la expresién de variados genes cuyos productos tienen efectos

inocuos en el crecimiento de las células hospederas (Novagen, 2006).
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1.1.4 Proteina Recombinante: Cutinasa

La Cutinasa, proveniente de Fusarium solani pisi, es una lipasa que cataliza la hidrdlisis natural de cutina. La
cutina es un entramado de acidos grasos que ejerce una funcion protectora sobre las hojas y tallos de plantas
(Garcia, 2005). Esta enzima lipasa/esterasa también presenta actividad hidrolitica en una amplia variedad de
ésteres, desde p-nitrofenil hasta largas cadenas de triglicéridos insolubles (Neves-Petersen y col., 2001).La
importancia de este tipo de enzimas radica en su utilidad en la industria de detergentes, puesto que presenta una
apreciable flexibilidad en su sitio activo, lo cual se encuentra relacionado con una posible adaptacién a distintos
sustratos (Longui y col.,, 1997). La estructura tridimensional de la cutinasa de Fusarium solani pisi clonada y
expresada en Escherichia coli fue resuelta a una resolucién de 1,6 A (Martinez y col., 1992) y posteriormente fue

extendida a 1,0 A (Longhi y col., 1997, Jelsch y col., 1998).

La Cutinasa de Fusarium solani pisi es una proteina de 197 residuos, 22 kDa y tiene un tamafio de 45x30x30 A
(Carvalho y col., 1998). La actividad maxima de cutinasa nativa se obtiene a pH 8,5 y temperatura entre 20 y 252C.
El punto isoeléctrico de la cutinasa es 7,8. La ubicacidén del sitio activo es alrededor de la Serina-120, Histidina-188 y

Asparragina-175(Petersen y col., 2001, Sehgal y col., 2007).

llustracién 2: "Estructura tridimensional de cutinasa de Fusarium solani pisi"
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1.1.5 Optimizacion de la Produccion

La optimizacion de la produccion de proteinas recombinantes puede realizarse a nivel del microorganismo
productor, del vector de expresion o de las condiciones de cultivo. En el presente Trabajo de Titulo se estudiaran
variadas condiciones de cultivo para la produccién de cutinasas recombinantes tales como, temperatura de
crecimiento y temperatura de induccidn, densidad celular en el punto de induccién, concentracidn de inductor y

composicién del medio de cultivo. A continuacién se analizan cada uno de ellos.

1.1.5.1 Temperatura de crecimiento e induccion

La temperatura 6ptima de crecimiento de Escherichia coli es 37°C, la cual coincide con la temperatura de
maxima actividad de la T7 RNA polimerasa, pero no es necesariamente la temperatura 6ptima de produccion de
proteinas heterdlogas (Donovan y col., 1998). El uso de temperaturas inferiores a la de crecimiento dptimo, en
algunos casos puede reducir respuestas metabdlicas indeseables para la sintesis de proteinas foraneas y, como

consecuencia, mejorar el rendimiento y/o la solubilidad de la proteina de interés (Donovan y col., 1998).

Reducir la temperatura permite disminuir la sobreproduccion de proteinas y asi disminuir la sobrecarga en la
maquinaria transcripcional (Gordon y col., 2008). Se ha demostrado que la sobreproduccién de proteinas
recombinantes en E. coli a 37°C induce a la formacidn de cuerpos de inclusién, mientras que a bajas temperaturas
se genera un incremento en el plegamiento correcto de las proteinas producidas y la ubicaciéon en los
compartimentos deseados (Chen y col., 2003; Novagen, 2006). Sin embargo, un decrecimiento pronunciado de la
temperatura genera multiples cambios celulares en respuesta, lo cual se conoce como “cold-shock adaptation” que

provoca ineficiencias en el plegamiento de las proteinas (Gordon y col., 2008).

En variados estudios, la temperatura de crecimiento y la de induccién son los factores de mayor significancia
estadistica en la produccién de proteinas recombinantes. Esto se debe a que la temperatura es un factor
importante en los procesos metabdlicos, afectando la velocidad de transcripcion y de traduccion de proteinas
(Salazar y col., 2001; Martinez-Luaces y col., 2006). El efecto de la temperatura sobre las variables de salida del
proceso de produccion de proteinas recombinantes (productividad y rendimiento), ha generado gran interés para
la optimizacion de la expresion del producto. Por ello se han desarrollado variados estudios en los cuales se utilizan
distintas temperaturas de crecimiento e induccién para la produccidén de multiples proteinas recombinantes (Ver

Tabla 1)
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Tabla 1: Rangos de temperatura de crecimiento e induccion utilizados en variadas publicaciones.

Temperatura

H d Vect Product F t
Crecimiento/Induccién °C ospedero ector roducto uente
Neves
Escherichia coli pFCEX1 Cutinasa
2E RE BL21(DE3) Recombinante Petersen y col,
2001
Coclaurina N-
30/30 Escherichia coli pPro29b metiltrasnferasa(CMT) Lee y Keasling,
BLR(DE3) pET29b Norclaurina sintetasa 2008
(NCS)
28/28 . .
Escherich I Mal
32,5/32,5* 3¢ I:Lr;-l; cotl pPTM13 Interferon B Caoldoznggg y
37/37 v
37/37 . .
Escherichia coli Salazary col.
37/30 PET20b(+) B-1,3-Glucanasa !
37/25* BL21 (DE3) 2001
37/25 Escherichia coli Martinez
37/37* TG2-XL-JIM109 - Estreptolisina-O Luaces y col.,
DH1-RB791 2006
18/18
30/30 Escherichia coll pEG1020 Proteinas de membrana Gordon y col.,
37/37 Rosetta(DES3) EG1022 de L. pneumophila 2008
37/30 BL21 (DE3) P P P
37/18
37/27 Escherichia coli . Kimy col.
ETMCSI Pro- I !
37/37* BL21 (DE3)plysS PETMCS ro-resting 2007
Escherichia coll pET28 Anticuerpo Nadkarniy col.,
37/37 BL21 (DE3) recombinante 2007
BL21 (DE3)-RIL
Escherichia coli Shiny col.,
37/37 BL21 (DE3) pET Interferon a2a 2001
37/16* Escherichia c9I| ' . .
37/25 Rostta-gami pET22b Lipasa candida antartica Larseny col.,
37/37 2(DE3) CALB 2008
Origami 2(DE3)
7/28*
337//383 Escherichia coli O Ramnulosa 1-Fosfato Pinsach y col.,
37/37 M15AglyA Aldolasa 2008
25/25 Escherichia coli pFCEX1 Cuitnasa Recombinante Petersen y col.,

BL21 (DE3)

1998

Nota: La Tabla 1 presenta variados sistemas de expresidon y combinaciones hospedero-vector para distintos
productos. Entre las temperaturas de crecimiento se encuentran 18-25-32,5-37°C y las temperaturas de
induccion 16-18-25-32,5-30-37°C. Los valores que se encuentran marcados con asterisco (*) corresponden a los
que han entregado mejores resultados en la expresion del producto.
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1.1.5.2 Densidad celular en el punto de induccidn

Se debe inducir en un rango de densidad celular apropiado, que entregue condiciones metabdlicas deseables

lo cual permite alcanzar una maxima productividad.

La elevada produccién basal de proteinas heterdlogas, se debe a la existencia de un promotor no silente, lo
cual mengua el crecimiento celular. Por lo tanto, es necesario contar con la posibilidad de reprimir el promotor
durante la fase de crecimiento celular hasta alcanzar una alta densidad del microorganismo antes de iniciar la
induccion (Jonasson y col., 2002). Al inducir a una alta densidad celular disminuye el efecto nocivo de la
concentracion de inductor sobre la densidad final alcanzada por el cultivo. Esto tiene estrecha relacién con la
produccion especifica, la cual es proporcional a la densidad celular final alcanzada en la fermentacion, bajo

condiciones de induccion efectiva (Babaeipour y col., 2007; Lee y Keasling, 2008).

Es recomendado alcanzar altas densidades celulares para inducir, pero no llegar a la etapa estacionaria,
puesto que en esta etapa existen condiciones desfavorables, tales como: agotamiento de nutrientes, reduccidn
drastica de la actividad metabdlica y utilizacién de proteinas celulares no esenciales como fuente de carbono,
actividad proteasa aumentada. En cambio, la induccién a una alta velocidad especifica de crecimiento entrega
condiciones metabdlicas mas favorables como el alto contenido de ribosomas, mayor disponibilidad de nutrientes y
menor concentracion de subproductos téxicos. Ademas, al no encontrarse en una etapa de limitacidon de nutrientes

se puede reducir la respuesta de estrés antes y después de la induccidn (Babaeipour y col., 2007).

Se han desarrollado estudios que revelan una estrecha relacidon entre la densidad celular en el punto de
induccion y la concentracion de inductor en el medio de cultivo, por lo cual el andlisis de este factor no debe ser
aislado de otros factores que intervienen en la produccidn de proteinas recombinantes (Lee y Keasling, 2008). En la
Tabla 2, es posible observar un gran numero de estudios en los cuales se induce la produccién de proteinas
recombinantes en distintas etapas crecimiento exponencial: temprana, intermedia y avanzada. Los resultados para
cada estudio son completamente diferentes, por lo cual, no es posible establecer cudl es la densidad celular
indicada para inducir la produccién de todas las proteinas recombinantes. Esto se debe a que cada sistema de
expresién, en conjunto con la proteina recombinante que expresa, posee condiciones dptimas especificas, para la

produccion de la proteina de interés.

La razon por la que la densidad celular en el punto de induccidn y la concentracidn de inductor poseen una
interaccion, esta relacionada a la concentracién de IPTG por célula en el punto de induccion, es decir, si la densidad
celular en el punto de induccidn es alta, pocas células seran inducidas generando un cultivo heterogéneo de células

productoras y no productoras. En cambio si la densidad celular en el punto de induccidon es baja, las células seran
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efectivamente inducidas, pero a su vez se generara un gran estrés metabdlico, menguando la densidad celular final

alcanzada por el cultivo (Shitu y Woodley, 2009).

Tabla 2: Rangos de densidad celular a los cuales se aplica la induccién en variadas publicaciones.

Densidad celular

. .. Hospedero Vector Producto Fuente
en el punto de induccion
0,5 D.0.600nm
! hitu y Woodl
1,0 D.0.600nm BL21(DE3) pET11a Interleuquina-13 shitu ‘;OO‘;Od e
3,0 D.0.600nm*
Escherichia coli FCEX1 Cutinasa Neves
1,5 D.0.600nm P Recombinante Peterseny col.,
BL21(DE3)
2001
Coclaurina N-
0,6 D.0.600nm Escherichia coli pPro29b metiltrasnferasa(C Lee y Keasling,
1,5 D.0.600nm BLR(DE3) ET29b MT) 2008
3,2 D.0.600nm* P Norclaurina
sintetasa (NCS)
0,2 D.0.620nm Escherichia coli Maldonado v col
0,6 D.0.620nm* BL21-SI pPTM13 Interferon B 2007y v
1,0 D.0.620nm
0,8 D.0.620nm Escherichia coli Salazary col.,
BL21 (DE3) pPET20b(+) B-1,3-Glucanasa 2001
EstA-B. subtillis LipA
L . EstA-F. solani pisi
0,5D.0.600nm Escherichia coll pEst100 Cutinasa Becker y col., 2005
BL21 (DE3)
EstA-S. marcesens
lipasa
Escherichia coli Lipasa candida Larsen v col
0,5-0,6D.0.600nm Rostta-gami 2(DE3) pET22b antartica ZOOyS v
Origami 2(DE3) CALB
Escherichia coli s Kimy col.,
1,0 D.0.600nm BL21 (DE3)pLysS pETMCSI Pro-resilina 2006
Escherichia coli . .
0,5 D.0.600nm BL21 (DE3) PET28 re/tr;t'r:;‘;;prﬁe Nadk‘;g&y col,
BL21 (DE3)-RIL
Escherichia coli Proteinas de
Rosetta(DE3) pEG1020 Gordon y col.,
2,0 D.0.600nm BL21 (DE3) PEG1022 membrana d.e L. 2008
pneumophila
1,5 D.0.600nm kel pFCEX1 Cuitnasa Recombinante RACEECE

BL21 (DE3)

1998

Nota: La Tabla 2 presenta variados sistemas de expresion para distintos productos. El rango de valores de
densidad dptica en el punto de induccion va desde 0,2 a 3,2; estas densidades abarcan la etapa inicial, etapa
intermedia y etapa avanzada del crecimiento exponencial. Los valores que presentan un asterisco (*)
corresponden a aquellos que han entregado mejores resultados en la expresion del producto.

10



Capitulo 1: Introduccidn y Objetivos

1.1.5.3 Concentracion del inductor IPTG

IPTG, isopropil-8-D-tiogalactopirandsido, suele utilizarse como inductor del operdn lac, ya que es capaz de

unirse al represor lacl e inactivarlo, pero no es sustrato para B-galactosidasa.

Para producir grandes cantidades de una proteina en E. coli, se procura ubicar el gen de la proteina deseada
bajo el control de un promotor fuerte como el promotor T7. Sin embargo, se ha encontrado que las células
fuertemente inducidas presentan un comportamiento indeseable: crecimiento lento, eventual detencidn del
crecimiento y produccion de proteinas insolubles. Esto se debe a que, en primer lugar, para una cantidad fija de
proteinas totales, sobre-producir proteinas no esenciales da lugar a una reduccion en la fraccién de proteinas
esenciales debido a una competencia por recursos. Segundo, a altos niveles de induccion de proteinas heterdlogas,
la bacteria degrada rRNA previamente ensamblado generando un colapso en el sistema de traduccién, este
fendmeno es atribuido a las proteinas de choque térmico, proteinas que poseen actividad proteolitica y se
encuentran en las células ante condiciones de estrés (Kurland y Dong, 1996). En conclusién, la sobreexpresion de
proteinas recombinantes provoca una rapida respuesta de estrés incrementando la actividad proteasa y la lisis
celular. Ademas, la habilidad de transcribir de la T7 RNA polimerasa es ocho veces mayor que la de RNA polimerasa

de E. coli (Lee y Keasling, 2008).

Los inconvenientes del uso de IPTG son: costo, toxicidad en humanos, limitando su uso para produccién de
proteinas terapéuticas; formacion de proteinas en agregados insolubles o cuerpos de inclusiéon, a altas
concentraciones de inductor; crecimiento retardado como consecuencia del desvio del metabolismo celular hacia
procesos de produccion del DNA plasmidial y expresion de la proteina recombinante. La carga metabolica termina
inhibiendo el crecimiento, generando lisis celular o muerte. Por ello es necesario balancear la produccién de la
proteina recombinante con el crecimiento celular para maximizar los niveles de producciéon. Ademads, se debe
considerar la relacidn biomasa-produccién de proteina recombinante, bajo condiciones de induccién eficiente; es
decir, se debe procurar obtener una alta densidad celular final del cultivo para obtener una mayor productividad en

las fermentaciones (Lee y Keasling, 2008).

Por otro lado, una ventaja del uso de IPTG es que no puede ser metabolizado por la bacteria, lo cual permite
que su concentracién en el medio permanezca constante. Ademas, el IPTG es transportado eficientemente al
interior de las bacterias en ausencia de la proteina de membrana permeasa LacY mediante un transporte por

difusion.

La proteina permeasa LacY, es una proteina de membrana que transporta B-galactdsidos al interior de la

bacteria E. coli, como lactosa e IPTG. El gen que codifica esta proteina es parte del operdn lac junto a otros 2 genes

11
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estructurales, gen lac; que codifica la enzima B-galactosidasa que cataliza la reaccidn de hidrdlisis de la lactosa en

glucosa mas galactosa y el gen lacg que codifica la enzima tiogalactdsido transferasa, gen no relacionado con el

metabolismo de la lactosa. La lactosa induce la expresion de las proteinas encargadas de su transporte y
metabolizacion, puesto que una vez transportada al interior de la célula se une a la proteina represora Lacl
generando un cambio conformacional que disminuye la afinidad del represor por la regién operadora. De esta
forma, la regidon operadora queda libre y la RNA polimerasa puede transcribir los genes estructurales

produciéndose B-galactosidasa, permeasa LacY y tiogalactdsido transferasa.

Algunas cepas tienen mutaciones, ausencia del gen lacy . Esto permite la entrada uniforme de IPTG en la

poblacidén de células, lo que produce una dependencia entre el nivel de induccién y concentracion de inductor mas
directa, menos sensible, y un nivel homogéneo de induccidn, es decir, ajustando la concentracién de IPTG, la
expresion puede ser regulada de bajos niveles a niveles completamente inducidos (Jensen y col.; 1993). La
permeasa LacY de E.coli tiene un papel importante en el transporte de IPTG a través de la membrana celular. Sin
embargo, debido al transporte por difusidon, la contribucién de permeasa LacY ha sido reportada como no

significativa en variados sistemas de expresidon donde la induccién puede ser totalmente eficaz sin permeasa LacY
(Hansen y col., 1998). Las cepas que poseen el gen lacy presentan un comportamiento no lineal respecto a la

expresion de las proteinas recombinantes y la concentracion de IPTG en el medio de cultivo. Este fendmeno se

debe a que el inductor induce la expresidn de su transportador, permeasa Lac Y (Jensen y col; 1993).

12
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Tabla 3: Concentraciones de inductor utilizadas en variadas publicaciones.

Concentracion de

Hospedero Vector Producto Fuente

Inductor

hitu y Woodl
1mM BL21(DE3) pET11a Interleuquina-13 S WEEEE,
2009
. . Cutinasa Neves
0,1mM ESCBhLleII?gE;):Oh PFCEX1 Recombinante Petersen y col.,,
2001
0,005mM*

g'g;gmm Coclaurina N-

O’OSOmM Escherichia coli pPro29b metiltrasnferasa(CMT) Lee and Keasling,
! BLR(DE3) pET29b Norclaurina sintetasa 2008
0,1mM (NCS)
0,2mM
0,5mM
0,4AmM Escherichia coli ET20b(+) B-1,3-Glucanasa Salazar y col., 2001

’ BL21 (DE3) P ’ y cot,
0,01mM* Escherichia coli Martinez-Luaces
0,1mM TG2-XL-JM109 - Estreptolisina-O col. 2006
DH1-RB791 s
Escherichia coli EStA'B. Su.btl.”!s LIp.A Becker y col.,
1ImM pEst100 EstA-F. solani pisi Cutinasa
BL21 (DE3) . 2005
EstA-S. marcesens lipasa
Escherichia coli Lipasa candida antartica Larsen y col
1mM Rostta-gami 2(DE3) pET22b P AL 208; 4
Origami 2(DE3)
Escherichia coli s Kimy col.,
imM BL21 (DE3)pLysS pETMCSI Pro-resilina 2006
Escherichia coli
ET2 Nadkarni l.
0,5mM BL21 (DE3) PET28 Anticuerpo recombinante 2 gror:)|7y Lt
BL21 (DE3)-RIL
Escherichia coli
0,1mM IPTG Rosetta(DE3) pEG1020 Proteinas de memt?rana Gordon y col,,
BL21 (DE3) pEG1022 de L. pneumophila 2008
0,1 Escherichia coli pFCE Cuitnasa Recombinante Petersen y col.,

BL21 (DE3)

X1

1998

Nota: La Tabla 3 presenta variados sistemas de expresion para distintos productos. El rango de concentracion de
inductor, IPTG, va desde 0,01 a 1ImM; en la mayoria de las publicaciones se utilizé la concentraciéon recomendada
por el proveedor del sistema de expresion, ImM. Los valores que se encuentran con asterisco (*) corresponden a
los que han entregado mejores resultados en la expresion del producto.
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1.1.5.4 Composicion del medio de cultivo

Los medios de cultivo recomendados por los proveedores de sistemas de expresion se pueden mejorar para
incrementar la productividad y rendimiento del proceso productivo. Incluso, los proveedores destacan la necesidad
de variar las condiciones de crecimiento e induccidn, puesto que cambiar uno de estos factores puede influenciar
dramaticamente los niveles de expresion y la solubilidad de la proteina de interés, mejorando su produccién

(Salazar y col., 2001; Novagen, 2006; Maldonado y col., 2007).

Al realizar una fermentacion lo ideal es saber en forma precisa, todo lo que contiene el medio para poder

realizar balances de masa apropiados. Para esto es necesario utilizar medios de cultivo de composicion definida.

Existen diversas cepas de Escherichia coli, con necesidades de nutrientes distintas. Algunas variantes como
TG1 y B54125 pueden crecer en medios completamente definidos, pero otras tienen necesidades mayores que no
se conocen con precisién. Por lo anterior, se han realizado pruebas en la variante BL21(DE3) para variados medios
de cultivo tales como: LB(Luria Bertani), TB(Terrific Broth), SB(Super Broth), Medio R, Medio Reinsenberg, Medio
Minimo M9, Medio VBC. Los resultados han demostrado que la variante no es capaz de crecer en medios definidos,
sin embargo, crece apropiadamente en medios complejos o medios definidos suplementados con extracto de

levadura o triptona (Ribbeck, 2001).

En la mayoria de los estudios de produccién de proteinas recombinantes, se utiliza el medio complejo LB, el
cual contiene: 10 g de Triptona/L, 5 g de Extracto de levadura/L y 10 g de Cloruro de Sodio/L (Hasen y col., 1998;
Neves-Petersen y col., 2001; Becker y col., 2005; Gordon y col.,2008; Larsen y col., 2008; Lee y Keasling, 2008; Shitu
y Woodley, 2009). Este medio puede ser modificado aumentando o disminuyendo la concentracidén de sus
componentes o agregando fuentes de carbono inmediatas tales como glucosa o glicerol, para aumentar la densidad
celular final. Se utiliza glicerol, en lugar de glucosa, puesto que la glucosa reprime el transporte de lactosa al
interior de las células, lo cual es perjudicial en los cultivos inducidos a través de este compuesto (Nadkarni y col.,

2007).

Al comparar el medio de cultivo LB con medios enriquecidos como el medio TB, se ha determinado que
aumenta el nivel de masa celular, pero no hay un aumento sustancial en la produccién de proteinas recombinantes
(Gordon y col., 2008). Ademas, se ha observado que aumentar la concentracion de triptona o peptona, fuente de
aminodcidos, puede favorecer o perjudicar la produccidn de la proteina recombinante de interés, por lo cual su

efecto no es definido (Salazar y col., 2001; Gordon y col.,2008).
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La composicién del medio de cultivo en la etapa de induccidn puede tener un efecto significativo en la
expresion de la proteina foranea. Como se ha mencionado previamente, la sobre-expresion de proteinas genera
una carga metabdlica adicional generando una respuesta de estrés poco favorable para la produccion de la
proteina heterdloga. Proporcionando aminodcidos, a través de la adicién de extracto de levadura durante la

induccion, ha sido demostrado que se mejora la expresién y estabilidad de las proteinas (Donovan y col., 1998).

1.1.6 Modos de Fermentacion

Existen variadas estrategias para llevar a cabo una fermentacion entre las cuales se encuentran los cultivos
batch, fed-batch y continuos. Estas estrategias, bajo condiciones de operacion similares, pueden presentar

parametros cinéticos distintos (Babeipour, 2007).

1.1.6.1 Cultivos batch

El cultivo batch es la forma mas simple de producir proteinas recombinantes. En cultivos batch, todos los
nutrientes requeridos para el crecimiento celular son suministrados desde el comienzo y el crecimiento es
irrestringido, inicialmente. Sin embargo, el crecimiento irrestringido desencadena una serie de cambios en el medio
de cultivo, como la limitacion de oxigeno y cambios de pH. También, las vias metabdlicas se saturan, lo cual genera
una acumulacién de productos inhibitorios en el medio. Para obtener una densidad celular y niveles de producciéon
de proteinas alta, son cominmente utilizados los sistemas fed-batch donde la fuente de carbono es adicionada en

proporcion a la velocidad de consumo (Jonasson y col., 2002).

1.1.6.2 Cultivos fed-batch

Esta técnica se define como un cultivo batch donde se alimenta continuamente medio nutritivo fresco o
alguno de sus componentes. Si el nutriente que se alimenta es el limitante del crecimiento, es posible controlar la
velocidad de crecimiento (p) del microorganismo. En el sistema fed-batch, la estrategia de alimentacién es critica
porque afecta los flujos de las vias metabdlicas y, como consecuencia, afecta la concentracion maxima de células

factible, la productividad de proteinas recombinantes y la formacién de subproductos.

Existen variadas estrategias de alimentacion que han sido utilizadas con el fin de obtener cultivos de E. coli de
alta densidad en. Estrategias de alimentacidn simple tales como: velocidad de alimentacidn constante, velocidad de

alimentacion variable y velocidad de alimentacion exponencial, han sido exitosamente aplicadas. El método de
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alimentacién exponencial en cultivos fed-batch es probablemente uno de los mds utilizados para el crecimiento
bacteriano de alta densidad, puesto que en esta metodologia el proceso es facil de implementar y manipular la

velocidad especifica de crecimiento.

El incremento en la productividad, a altas velocidades especificas de crecimiento, se puede deber al alto
contenido de ribosomas, reduccion del tiempo de duracion de la fermentacion, reduccién en la acumulacién de
subproductos (acetato), incremento en la estabilidad del plasmido, disponibilidad de nutrientes (glucosa, amonio y

fosfato), provision de condiciones fisioldgicas y metabdlicas apropiadas durante el cultivo (Babaeipour y col., 2007).

1.1.6.3 Cultivos continuos

En el modo de operacién continuo, los nutrientes son alimentados continuamente al biorreactor y fracciones
del medio de cultivo son removidos a la misma velocidad, manteniendo un volumen de operacidn constante. Las
ventajas de este modo de operacion son: se puede producir grandes cantidades de producto, salida constante de
producto y minimizacién de la represién catabdlica bajo condiciones de carbono limitantes. Las desventajas tienen

relacion con las posibilidades de contaminacion del cultivo y de pérdida de estabilidad de la cepa recombinante.

‘_7_‘ Nutrientes ‘*‘ Nutrientes ‘*‘
/// '*-\\ /./’ '\\ y T '"\\
/ I [
e - M~ - ~_ 1 -
V:Cte V: I V:Cte
L
ok >
. ) i Productos
Fermentacién Fermentacién Fermentacién
Batch Fed-batch Continua

llustracion 3: Esquema simplificado de alimentacién para los modos de operacién en fermentaciones.

16



Capitulo 1: Introduccidn y Objetivos

1.2 OBIJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

Establecer el modo de fermentacidn y las condiciones de operacion que optimizan la productividad y/o

rendimiento de cutinasas recombinantes en cultivos de Escherichia coli.

1.2.2 Objetivos Especificos

Establecer, mediante busqueda bibliografica, qué factores presentan mayor relevancia sobre la productividad

y/o rendimiento de cutinasas recombinantes en cultivo de Escherichia coli.

Determinar valores maximos y minimos de cada parametro o factor elegido.

Evaluar diferentes condiciones de operaciéon bajo un disefio experimental que permita estudiar el

comportamiento de fermentaciones batch en matraces, considerando la interaccion de los factores.

Estudiar modos de cultivo batch y fed-batch, y establecer cual es el mas conveniente para aumentar la

productividad y/o rendimiento de cutinasas recombinantes.
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2.1 MATERIALES

2.1.1 Cepa Bacterianay Variantes

La cepa a utilizar en el presente Trabajo de Titulo corresponde a Escherichia coli BL21 (DE3) genotipo E. coli B
F— dcm ompT hsdS(rB— mB—-) gal A(DE3) (Novagen). Cepa para expresion, liségena del fago ADE3, que incorpora el
gen de T7-RNA polimerasa bajo el control del promotor /lacUV. Inducible por Isopropil-B-D-tiogalacto-pirandsido

(IPTG).

Variante Cutinasa-(WP)2: E. coli BL21(DE3) transformada con el vector de expresiéon pET11a portador de la
secuencia de cutinasa recombinante, la cual posee una cola adicional de polipéptidos hidrofébicos, la que

corresponde a Triptéfano(W)-Prolina(P)-Triptéfano(W)-Prolina(P).

Variante Cutinasa-(Y)3: E. coli BL21(DE3) transformada con el vector de expresion pET1la portador de la
secuencia de cutinasa recombinante, la cual posee una cola adicional de polipéptidos hidrofdbicos, la que

corresponde a Tirosina(Y)-Tirosina(Y)-Tirosina(Y).

2.1.2 Reactivos

Tabla 4: Proveedores y reactivos.

Proveedor Reactivos

Novagen(WI-USA) Vector de expresion pET11a
Novagen(WI-USA) Cepa E. coli BL21(DE3)

Fermentas Estandar de tamafo molecular preteiido de proteinas.
Fermentas IPTG(Isopropil-B-D-tiogalacto-pirandsido)
Merck Ampicilina

Becton Dickinson Medio Luria Bertani

Becton Dickinson Triptona (Extracto de Caseina)

Becton Dickinson Extracto de Levadura

Merk Cloruro de Sodio

Winkler Glicerol

Winkler Tris

Merk Sacarosa

Sigma p-nitrofenolbutirato

Sigma —Aldrich Tetrahidrofurano

Sigma Azul de Commassie

Nota: La soluciones Stock se encuentran en Anexo A.
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2.1.3 Software de Analisis Estadistico

El software para realizar el andlisis estadistico de los datos corresponde a Statgraphics 5.1. El programa se
utilizd para determinar la significancia de los factores estudiados en el presente Trabajo de Titulo y ademas, para
desarrollar un modelo ajustado a los datos obtenidos mediante la experimentacidn, el cual al ser optimizado

permite determinar las condiciones 6ptimas para las variables de salida.
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2.2 METODOS

2.2.1 Optimizacion de Condiciones de Cultivo y Disefio Experimental.

En el presente estudio se analizaron las siguientes condiciones de cultivo en los siguientes rangos (Ver Tabla

5).

Tabla 5: Factores y niveles

Factor Niveles Unidad
(-) (+)

A: Temperatura de crecimiento y de induccién 25/18 37/25 °C

B: Densidad celular en el punto de induccién 0,8 1,5 UAbs 600nm

C: Concentracion de inductor (IPTG) 0,1 0,5 Mm

D: Concentracion de extracto de levadura 5 20 [g/L]

E: Concentracion de triptona 10 15 [g/L]

F:Concentracidn de glicerol 0 0,3 %[v/Vv]

Para determinar cuales son los niveles de los factores que optimizan la productividad y/o rendimiento, en la
produccion de cutinasa recombinante, fue necesario elaborar un disefio experimental, el cual, una vez obtenidos
los resultados de la experimentacién, se sometid a estudios estadisticos para dar validez a las conclusiones

establecidas.

2.2.1.1 Identificacidon de variables de entrada, parametros, factores de ruido vy

variables de respuesta

El disefio experimental factorial es una técnica que permite ejecutar todas las combinaciones de los niveles de
factores. Para confeccionar el disefio es necesario establecer los factores, niveles de factores, parametros y

factores de ruido.

Factores: Variables de entrada del sistema las cuales son controladas por el experimentador. Los factores
corresponden a temperatura, densidad celular en el punto de induccidn, concentracién de inductor, concentracion

de extracto de levadura, concentracion de triptona y concentracién de glicerol.

Nivel de factores: Estado en el cual se encuentran los factores. Los niveles de los factores son dos, alto(+) y

bajo(-).
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Parédmetros: Variables de entrada fijas y controladas. Los pardmetros para experimentos realizados en
fermentador Biostat corresponden a volumen de operacion, aireacién (4,5 L/min), agitacién (200 rpm) y pH 7. Los
parametros para experimentos realizados en matraces corresponden a la agitacion (200 rpm) y volumen de

operacion (100 ml de medio en matraces de 500ml).

Factores de ruido: Variables de entrada no controladas. Los factores de ruido para los experimentos
realizados en matraces corresponden a aireacion y pH, ya que los matraces son sellados y no es posible controlar la

transferencia de oxigeno al medio de cultivo.

PARAMETROS O FACTORES
FIJOS
(Agitacion, aireaciony pH)

VARIABLES DE ENTRADA

O FACTORES ‘

*Temperaturade
crecimiento e induccion
*Densidad celularen el

) - FERMENTACION
punto de induccion » »
*Concentracionde

inductor
*Concentracion extracto '
de levadura
*Concentracion Triptona FACTORES DE RUIDO
o4 i
o / (Aireacion y pH) J

llustracion 4: Esquema del proceso de optimizacidn con identificacion de factores, parametros, factores de ruido
y variables de respuesta.
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2.2.1.2 Elaboracién del disefio experimental factorial 2°2

La optimizacion del cultivo de E. coli para la produccién de cutinasas recombinantes considera 6 factores en
. . . . o 6
dos niveles cada uno, por lo tanto, la malla de experimentos que contiene todas las combinaciones posee 2

tratamientos, es decir 64, los cuales completan una totalidad de 192 experimentos si se consideran 2 réplicas.

Dado que es necesario reducir el nUmero de experimentos a realizar, se considerd que las interacciones de
orden superior a tres factores eran despreciables. Esto permitié desarrollar un disefio factorial fraccionario que
esta constituido por menos corridas que el disefio factorial 2°. El disefio factorial fraccionario, fraccién un cuarto de
2°, se conoce como disefio 2°7,. Este disefio se compone de 16 tratamientos y permite estimar los seis efectos

principales, con cierta capacidad para examinar las interacciones entre dos factores.

Para generar el disefio experimental, primero se escriben los estados de los niveles ( - 6 + )de los primeros 4

. ~ 4 . ~ s . . .
factores (A, B, Cy D)en un disefio 2"; como disefio basico. Para determinar los estados de los niveles de los factores
siguientes (E y F), se multiplican los estados de los niveles de los factores anteriormente nombrados E=A*B*C y

F=B*C*D. La malla de experimentos se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6: Malla de experimentos para ambas variantes (Cutinasa -WP(2) y Cutinasa-(Y)3)

Tratamiento Temperatura Densidad Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion
Crecimiento/ celular de de inductor (C) Extracto Triptona (E) Glicerol (F)
Induccién (A) induccion (B) Levadura (D)

W 00 N O U1 &H& W N =

Nota. Codificacion de niveles: Temperatura de crecimiento /induccién (A), -1, 25°C/18°C; 1, 37°C/25°C. Densidad
celular en el punto de induccién (B), -1; 0,8U Absgg; 1; 1,5 U Absgg, . Concentracion de inductor (C), -1; 0,1mM de
IPTG; 1; 0,5mM de IPTG. Concentracién de extracto de levadura (D), -1, 5g/L; 1, 20g/L. Concentracién de triptona
(E), -1, 10g/L; 1, 15g/L. Concentracidn de glicerol (F), -1, 0% v/v; 1, 0,3% v/v.
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2.2.2 Caso Base

El presente Trabajo de Titulo se encuentra en el marco del proyecto de investigacion Fondecyt N21080143
denominado “Effects of hydrophobic polypeptide tag fusion on protein purification by Hydrophobic Interaction

Chromatography”, el cual se encuentra constituido por variadas etapas.

Las etapas previas al presente Trabajo de Titulo:

— Adicion de cola polipeptidica hidrofébica en el extremo carboxilo terminal de Cutinasa Nativa para
generar cutinasas recombinantes: Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa-(Y)3.
— Ligacion de las secuencias Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa-(Y)3, en vector de expresion pET11a.

— Transformacidn de células BL21(DE3) con el vector de expresion.
Con el fin de expresar las proteinas recombinantes, se realizaron variadas fermentaciones bajo distintas
temperaturas de crecimiento (25°C y 30°C) e induccién (18°C, 25°C y 30°C) y diferentes periodos de induccién (7-

15h). La condiciones elegidas como favorables corresponden a las presentadas en la Tabla 7.

Tabla 7: Condiciones originales del caso base caso base (Robinson, 2008).

Factores Unidades Unidad
Volumen de cultivo en matraz de 500ml de capacidad 100 ml
Razoén de indculo 0,05 U Absgoonm
Agitacion 200 rpm
pH inicial 7 U de pH
Periodo de induccion 19-20 H
Temperatura de crecimiento / inducciéon 25/18 °C
Densidad celular en el punto de induccién 1,5 u Abssoo
Concentracion de inductor 0,2 mM
Concentracion extracto de levadura 5 g/L
Concentracion triptona 10 g/L
Concentracion de glicerol 0 % v/v

Nota: Las condiciones presentadas en la Tabla 7 corresponden a las condiciones 6ptimas de cultivo halladas
durante el desarrollo de etapas previas a la optimizacion de las fermentaciones. Estas condiciones fueron
establecidas como caso base.
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2.2.3 Fermentaciones

Las 48 fermentaciones, 16 tratamientos aplicados en triplicado, fueron llevadas a cabo en matraces
Erlenmeyer de 500 ml con 100 ml de medio de cultivo. Posteriormente, se analizaron las desviaciones estandar de
cada tratamiento aplicado y se repitieron las experiencias que mostraban mayor variabilidad. Finalmente, se
escogio el tratamiento optimo para la productividad periplasmdtica para cada una de las variantes. Se llevaron a
cabo cultivos batch y fed batch, en el fermentador Biostat B, para determinar cual modo de operacidn de cultivo

era el mas adecuado.

2.2.3.1 Protocolo de fermentacion en matraces

Siembra de placas
Se prepard una placa de agar con medio LB estéril y ampicilina (100 pg/ml). Se sembrd la bacteria, E. coli
BL21 (DE3) transformada con el gen de cutinasa modificada en pET1la, desde el stock glicerol para obtener

colonias aisladas. Se dejé crecer durante toda la noche en estufa a 37°C.

Inéculo: En un tubo de 50 ml con 10 ml de medio de cultivo LB, se agregd ampicilina (100 ug/ml). Posteriormente,

se colocé una colonia de las células cultivadas en placas y se dejé crecer toda la noche a 37°C'y a 200 rpm.

Inicio de fermentacion: Se midid la densidad éptica del indculo a 600 nm (D.Ogy), utilizando medio estéril como
blanco. Se determind el volumen requerido para inocular 100 ml de medio estéril a una D.Ogq final de 0,05 U
Absggo. Se inocularon los matraces y se crecid el cultivo, bajo condiciones de temperatura de crecimiento

establecidas en el disefio experimental (25°C 6 37°C).

Induccion: Se realizé la induccidn agregando IPTG estéril a una concentracion de 0,1 6 0,5 mM; cuando se alcanzd la
D.Ogpo establecida; 0,8 6 1,5 U Absgy. Se dejo durante 19-20 horas a temperatura de induccion (18 6 25°C) con

agitacién de 200 rpm.

Finalizacion: Se midieron y registraron las unidades de absorbancia a 600 nm alcanzadas al finalizar el cultivo. Se

dejaron los cultivos en hielo durante 10 minutos.
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2.2.3.2 Protocolo de extraccion de proteinas periplasmaticas

Los 100 ml de cultivo se centrifugaron a 3.400 g durante 7 min (Centrifuga IEC Modelo MP4R y Rotor 224,

International Equipment Company). Se guardé el sobrenadante rotulado como EXT (Fraccidon extracelular).

Se resuspendio el pellet en Buffer TES frio (Tris-HCI 50 mM; pH 7,5; 20% sacarosa) segun los volumenes

indicados en la Tabla 8. A las células en suspensidn, se agregd EDTA frio a una concentracion final de 1 mM.

Se agitaron los pellet resuspendidos suavemente en hielo durante 10 minutos y se centrifugaron por 10 min a
4 °C y 3.400 g (Centrifuga IEC Modelo MP4R y Rotor 224, International Equipment Company). Se guardé el

sobrenadante, rotulado como TES (Fraccion recogida del lavado de células con buffer TES).

Se resuspendid el pellet en agua fria estéril en volimenes segun los volimenes indicados en la Tabla 8 y se
agitaron manualmente manteniéndose a baja temperatura durante 10 minutos. En este paso las proteinas

periplasmaticas eran liberadas al agua.

Se centrifugd a 4 2C por 30 minutos a 3.400 g (Centrifuga IEC Modelo MP4R y Rotor 224, International
Equipment Company). El sobrenadante obtenido rotulado como PERI (Fraccién periplasmatica) fue analizado

mediante los correspondientes ensayos de actividad y cuantificacién de proteinas totales.

Tabla 8: Volumenes de TES o Agua Fria a adicionar seguin absorbancia de la muestra

Volumen de Absorbancia a Volumen de buffer TES
Cultivo[ml] 600nm (o Agua) agregado a los pellets[ml]
100 3 0 menor 5
100 4 6
100 5 8
100 6 10
100 7 12

Nota: Se presentan las cantidades de buffer TES y agua estéril que fueron agregadas en los tratamientos para la
recuperacion de la fraccion de proteinas periplasmaticas a través de shock osmoético.
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2.2.4 Modos de Operacion

Se desarrollaron 2 modos de operacion: batch y fed-batch. Las fermentaciones fueron llevadas a cabo bajo las

condiciones elegidas en la etapa de optimizacidon en matraces (Ver Tabla 9).

Tabla 9: Condiciones de cultivo Batch y Fed-batch en fermentador Biostat B

Factores Unidad
Volumen Batch 900 ml
Volumen Fed bach inicial-final 750-1500 ml
Volumen del fermentador 2.000 ml
Razén de inéculo 0,05 U AbSgo0nm
Agitacion 200 Rpm
Aireacidn (Oxigeno) 4,5 L /min
pH 7 U pH
Periodo de induccion 19-20 h
Temperatura de crecimiento / induccién 37/25 °C
Densidad celular en el punto de induccién 1,5 UAbs
Concentracion de inductor 0,1 mM
Composicion Batch
Concentracion extracto de levadura 20 g/L
Concentracion triptona 10 g/L
Cloruro de sodio 10 g/L
Composicion medio alimentado
Concentracion extracto de levadura 40 g/L
Concentracion triptona 20 g/L
Cloruro de sodio 10 g/L

La composicion del medio de cultivo alimentado contiene el doble de fuentes de energia y aminodcidos
(extracto de levadura y triptona), esto se debe a que el medio es alimentado a baja velocidad (0,625 ml/min), por lo
cual los nutrientes se diluyen en el medio de cultivo, aumentando la concentracion de fuentes de carbono sin variar
el volumen del cultivo repentinamente. La alimentacion de nutrientes a partir del punto de induccién se justifica
por el aumento en los requerimientos de la bacteria como consecuencia de la sobreexpresién de la proteina

recombinante.
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2.2.4.1 Fermentacidon en fermentador BIOSTAT B

Equipo
Se utilizé el fermentador Braun sistema BIOSTAT®B (Braun Biotech Internacional). El fermentador se

compone de una unidad de control y medicion digital; y un vaso de dos litros instalado en un soporte metalico (Ver

llustracion 5).

Mediante este equipo es posible controlar temperatura, con una termocupla y una camisa de refrigeracién;
pH, con un electrodo y dos bombas peristélticas que se activan automaticamente para proveer de acido o base
segln sea necesario; y el porcentaje de oxigeno disuelto, con un electrodo, variando la velocidad de agitacién y el

ingreso de aire u oxigeno (con un flujometro).

Notor Condensador Panel de
gases de salida control

Electrodo pH
Toma de
muestras
Flujémetro
Camisade
refrigeracién
s Soluciones
4 acidoy base
Termocupla | ) \ Y ) o
Fermentador Unidad de Control

llustracion 5: Equipo de fermentacién Biostat B operando en laboratorio

28



Capitulo 2: Materiales y Métodos

2.2.4.2 Protocolo de fermentaciones

Preparacion de inéculo: En un matraz Erlemeyer de 500 ml con 100 ml de medio LB estéril y 100ug/ml de
ampicilina; se agregaron 5 ul de stock glicerol de la bacteria (almacenado a -80°C). Se incubé durante la noche a 37
°C y 200 rpm de agitacién, con un tapdn de algoddn estéril para asegurar la oxigenacién y no permitir el paso de

agentes contaminantes.

Preparacion del equipo: La preparacion de la fermentacion comenzd con la esterilizacion del equipo y medio de
cultivo. Cuando el material ya se encontraba estéril, se conectd el fermentador a la unidad de control, se fijaron las
condiciones de operacion tales como temperatura, pH, revoluciones por minuto de agitacion y flujo de oxigeno; se

agregd antiespumante (2 gotas) y ampicilina a una concentracién de 100 pg/ml.

Inoculacién: Un vez alcanzadas las condiciones de operacién, 37 °C, pH 7, 200 rpm de agitacién, y 4,5 L/min de
oxigeno; se determind la cantidad de inéculo necesario para partir con la fermentacion a una densidad éptica de
0,05 U Absggonm Y €sta se agregd al fermentador.

Induccion: A la densidad dptica deseada; 1,5 U Absggonm, S€ agrego IPTG para alcanzar una concentracion de 0,1mM.

Se bajé la temperatura a 25 °C, temperatura de induccién, y se mantubo durante 19-20 horas.

Finalizacion: La fermentacion finalizé a las 19-20 horas de realizada la induccion. Posteriormente, se colectaron las

fracciones “Extracelular”, “Buffer TES” y “Periplasma” como se explica en la Seccion 2.2.3.2.

La fermentacidén fed-batch se desarrollé bajo el mismo protocolo anterior, iniciando el cultivo con 750 ml de
medio. Posterior a la induccidn se agregaron 750 ml de medio fresco de forma constante durante 19 horas. El
medio fresco contenia el doble de nutrientes que el medio del cultivo batch, es decir, 40 g/L de extracto de

levadura y 20 g/L de triptona.
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2.2.5 Medicion del Crecimiento Celular

El crecimiento celular fue monitoreado mediante mediciones constantes de absorbancia a 600nm de longitud
de onda (Genesys 6, Thermo Scientific, USA.). Cada muestra fue medida en cubetas de 1,5ml y fueron diluidas con

agua destilada, lo necesario para estar dentro del rango de linealidad del espectrofotémetro (hasta 0,1 U Absgq).

Los gramos de peso seco de bacterias se determinaron mediante una curva de calibracién. Para elaborar la
curva de calibracion se llevé a cabo un cultivo mediante la metodologia de la Seccion 2.2.3.1, sin induccién. Una vez
finalizado el cultivo, al dia siguiente, se midiod la densidad Optica alcanzada y se prepararon variadas diluciones
(D=1; 1,25; 1,67; 2; 2,5; 10); con agua destilada, en tubos de 50ml previamente secados y pesados. Se midio la
densidad dptica a las muestras diluidas a 600nm. Posteriormente, los tubos fueron centrifugados a 9.000 rpm
durante 10 minutos (Eppendorf AG, 5804R, Alemania), los sobrenadantes fueron descartados y los tubos con el
pellet fueron secados en estufa a 105°C hasta alcanzar un peso constante, aproximadamente 15hrs. Finalmente, los
tubos con pellet fueron pesados y se restd el peso del tubo obteniendo, de este modo, el peso de las células. La
curva de calibracion fue utilizada para determinar el rendimiento de los cultivos (Unidades de actividad cutinasa

totales/mg de bacteria totales). La curva obtenida se muestra en el capitulo de Resultados.
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2.2.6 Ensayo de Actividad Cutinasa

Este ensayo tiene como finalidad determinar la presencia de cutinasa en la fraccidn periplasmatica de las

células cultivadas.

El sustrato utilizado fue p-nitrofenilbutirato (p-NPB), que posee un enlace éster en su cadena, que es
hidrolizado por la actividad esterasa de la cutinasa. Los productos de esta reaccién corresponden a acido butirico y
p-nitrofenol (pNP), siendo este Ultimo cuantificado al medir absorbancia a 400 nm en un espectrofotémetro

(Genesys 6, Thermo Scientific, USA.).

Para realizar el ensayo de actividad se efectud un estudio cinético y se consideraran las variaciones de

absorbancia a intervalos de 10 segundos. La metodologia aplicada fue la siguiente:

Se prepardé una mezcla compuesta por 5 ml de soluciéon A (0,5 g de colato de Sodio en 100 ml de buffer
Fosfato de Potasio 50 mM, pH 7,0 almacenado a 4°C) con 125 uL de solucién de reaccién B (40 pL de p-

nitrofenilbutirato en 10 ml de tetrahidrofurano, almacenado herméticamente cubierto con parafilm a -20°C).

Se midio la absorbancia agregando 980 uL de la mezcla antes mencionada en una cubeta de vidrio (Starna,
UK) mas 20 pL de muestra. La medicion se realiza a temperatura ambiente. La muestra fue diluida en buffer Fosfato
de Potasio 50 mM, pH 7 en los casos donde fue requerido. El blanco correspondié a 980 uL de mezcla de reaccién y
20 pL de solucidn de reaccidn A.

Para determinar las unidades de actividad se utilizé la siguiente ecuacién:

U cutinasa (U/mL) = 16.32 x (dAbs400/dt) » D [1]

Donde D es la dilucién y d Abs400/dt es la pendiente del estudio cinético. Este valor no puede ser superior a

0,6; en caso contrario se debe diluir la muestra.
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2.2.7 Determinacion de Proteinas Totales

La concentracidon de proteinas se determind mediante el ensayo modificado de Bradford, para lo cual se
mezclan: 1,2 ml de agua destilada, 0,5 ml de Coomasie 1 g/L preparado en HCl 2,2 % v/v y 50 pL de muestra o

proteina estandar de calibracién.

Se confecciond una curva de calibracién con BSA 0,5 mg/ml como solucién patrén para la construccién de una
curva de calibracién, en concentraciones entre 0,03125 y 0,5 mg/ml. Se midi6 la absorbancia a 465 (U Abs,gs) vy

595nm (U Abssgs) v se calculd la razén U Absygs/ U Abssgs.

El valor obtenido en ausencia de BSA se restd a todas las demas razones y se graficd en funcién de la

concentracion de BSA (Anexo B).

Los calculos de productividad y rendimiento basados en los datos obtenidos de la experimentacion, ensayos

de actividad y determinacion de proteinas totales se encuentran en el Anexo D.

2.2.8 Electroforesis de Proteinas

La separacion electroforética de proteinas en condiciones denaturantes se realizé con el fin de determinar la
presencia y pureza inicial de la proteina recombinante de interés en cada una de las muestras analizadas y

fracciones periplasmaticas de cada cultivo.

La electroforesis se realizéd en una camara vertical MiniProtean Il (Bio-Rad Laboratories Inc., CA-USA) y el gel

se preparo segun la siguiente tabla:

Tabla 10: Volumenes de los reactivos para la preparacion de gel separador.

Reactivo Volumen
Acrilamida Bisacrilamida 29:1 1,58 ml
Tampon Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, SDS 0,4 % 0,95 ml
Agua destilada 1,27 ml
PSA 10% 20 uL
TEMED 2 ul
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Tabla 11: Volumenes de los reactivos para la preparacion de gel concentrador.

Reactivo Volumen
Acrilamida Bisacrilamida 29:1 0,17 ml
Tampon Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, SDS 0,4 % 0,25 ml
Agua destilada 0,58 ml
PSA 10% 7,5 L
TEMED 1,25 pL

Las muestras se mezclaron en proporcién 4:1 con tampdn de carga 5X (Tris-HCI 60 mM, glicerol 25 % v/v, SDS
2 % p/v, 2-mercaptoetanol 14,4 mM y azul de bromofenol 0,1 % p/v pH 6,8), se calentaronal 100°C por 5 minutos y
posteriormente se cargaron en gel de acrilamida. Las electroforesis se realizaron bajo voltaje constante de 200 V
(fuentes de poder Power Pac 1000 de Bio-Rad Laboratories Inc., CA-USA). Se utilizé tampdn de corrida Tris-glicina-
SDS (Tris 25 mM, Glicina 192 mM y SDS 0,1 % p/v) y estandar de peso molecular pretefiido de proteinas

(Fermentas).

Los geles de proteinas de la fraccion “Periplasma” de los tratamientos con mayor y menor productividad, para

cada variante, se encuentran en el Anexo C.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION



3.1 CRECIMIENTO CELULAR

La curva de calibracion de masa seca en funcién de la absorbancia de las células a 600 nm, obtenida mediante

la aplicacién de la metodologia de la Seccion 2.2.5 es la siguiente (Ver Grdfico 1).

Grafico 1: Curva de calibracion Peso seco-Absorbancia
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Con esta curva se obtiene la siguiente correlacion para conocer el peso seco de las células en mg/ml a partir

del valor de la absorbancia a 600nm:

Peso seco [mg/ml] = 0,7749 » U Absgyy  [1]
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3.2 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION
DE CUTINASAS RECOMBINANTES

Se llevd a cabo la totalidad de experimentos establecidos en la malla de tratamientos (Ver Tabla 6), para las
variantes Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa-(Y)3 en cultivos batch. Los datos obtenidos de la experimentacién fueron
utilizados para calcular la productividad y el rendimiento de los cultivos. Mediante un analisis estadistico de los
resultados obtenidos se determiné la significancia de los efectos de los factores e interacciones sobre las variables
de salida (test ANOVA 95% nivel de significancia), se elaboré un modelo matematico lineal para la productividad y
rendimiento en funcién de las variables de entrada y sus interacciones, y se determinaron las condiciones dptimas

gue maximizan la productividad y rendimiento para cada variante en particular.

Cada experimento fue realizado en triplicado. A cada réplica se aplico el protocolo de extraccién de proteinas
periplasmaticas (Seccion 2.2.3.2), extrayéndose muestras de las fracciones “Extracelular”, “Buffer TES” vy
“Periplasma”. Las muestras fueron analizadas midiéndose actividad cutinasa [U/ml] y proteinas totales [mg/ml]. Se
calculd la produccién [U], productividad [U/h] y rendimiento [U/mg Peso Seco]. Los detalles de los calculos

realizados se encuentran en Anexo D. Los resultados se encuentran en Anexo E.

3.2.1 Dificultades

La variante Cutinasa-(WP)2 presentdé mas estabilidad que la variante Cutinasa-(Y)3, tanto en la desviacidn
estandar de las mediciones aplicadas a las réplicas (Ver Anexo E) como en las curvas de crecimiento y en la

estabilidad de las variantes conservadas a 4°C en las placas de cultivo sélido.

La variante Cutinasa-Y(3) presentd crecimiento lento y baja capacidad de las bacterias para ser conservadas
en medio de cultivo sélido a 4°C. Al observar estas diferencias se determiné que los cultivos sélidos no eran Utiles
como stock, por lo cual los inéculos fueron preparados a partir del stock glicerol conservado a -80°C (preparacién

de indculo sin etapas intermedias). Solo de este modo fue posible obtener réplicas mas uniformes.

El analisis del factor Densidad celular en el punto de induccidn presentd inconvenientes, ya que es dificil
determinar con precision en qué momento se alcanza la densidad celular deseada para inducir sin intervenir el
cultivo en variadas ocasiones para realizar mediciones de absorbancia, con el objetivo de monitorear el crecimiento
de las bacterias. Se realizaron cultivos a distintas temperaturas y en diferentes medios de cultivo para determinar,

mediante la curva de crecimiento, el momento exacto donde debia realizarse la induccién, de este modo fue
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posible minimizar el error en este factor. En cuanto a la concentracidn de nutrientes, la concentracién de glicerol

fue la mas dificil de controlar, como consecuencia de la viscosidad del compuesto.

3.2.2 Produccion Total y Periplasmatica

A continuacion se presentan los resultados de la Produccién Total y Periplasmatica, en unidades de actividad
cutinasa producidas por las variantes Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa-(Y)3. Los resultados son presentados graficamente,

identificdndose los tratamientos que entregaron mejores y peores resultados. El detalle se encuentra en Anexo E.

3.2.2.1 Produccidn de la variante Cutinasa-(WP)2

Grafico 2: Produccion de cutinasa recombinante de la variante Cutinasa-(WP)2 bajo diferentes tratamientos
aplicados.
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Nota: Los niveles de los factores para cada tratamiento aplicado se encuentran en la Tabla 6.

Produccion Total

Los tratamientos que presentan mayor Produccién Total corresponden a los tratamientos 12, 11 y 15; en
orden de mayor a menor produccién. Estos tratamientos coinciden en los niveles de 2 factores: concentracion de
extracto de levadura, 20g/L (Alto); y densidad celular en el punto de induccion, 1,5 U Absggonm (Alto). Ambos factores
tiene un efecto positivo y significativo sobre la Produccion Total. Esto se debe a que en las bacterias efectivamente
inducidas, es decir, en células que no presentan represién de la induccion hay una relacidon directamente

proporcional entre la densidad celular final alcanzada y la produccién total de proteina recombinante. Por lo tanto,
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se requiere una alta concentracion de nutrientes con el objetivo de alcanzar una alta densidad celular (Babaeipour

y col., 2007).

La etapa del crecimiento bacteriano donde se induce la produccion de la proteina recombinante tiene fuerte
incidencia en la densidad celular final alcanzada por el cultivo, ya que cuando se induce la produccion las bacterias
dirigen su metabolismo hacia la produccién de la proteina fordnea y menguan su crecimiento (Donovan y col.,
1996; Jevsevar y col., 2007). Ademas, el efecto nocivo de la alta concentraciéon de inductor sobre la densidad celular

final alcanzada disminuye cuando las células son inducidas a mayor densidad celular (Lee y Kealing, 2008).

En el siguiente Grdfico 3 es posible apreciar el efecto de la densidad celular en el punto de induccidn. Los
tratamientos que presentan mayor Produccidén Total son aquellos que fueron inducidos, aproximadamente en el
primer tercio del crecimiento ((D.O. Induccion - D.O. inicial) / (D.O. Final - D.O. Inicial) =0,29). En cambio los
tratamientos que presentan menor Productividad Total son aquellos en los cuales se indujo durante el primer

octavo del crecimiento ((D.O. Induccién-D.O. inicial)/(D.O. Final-D.O. Inicial)=0,13).

Grafico 3: Produccidn de cutinasa segun la etapa del crecimiento en la cual se induce la produccion
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Por lo tanto, bajo condiciones de induccidn efectiva se recomienda inducir al finalizar el primer cuarto o tercio

del crecimiento.
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Produccion Periplasmdtica

Los tratamientos que presentan mayor Produccidn Periplasmatica corresponden a los tratamientos 12, 11y 1,
ordenados de mayor a menor produccion. Estos tratamientos coinciden en los niveles de 2 factores: concentracion
de inductor, 0,1 mM IPTG (Bajo) y concentracion de glicerol en el medio de cultivo, 0% v/v (Bajo). Se debe mantener
un nivel bajo de induccién de la producciéon de la proteina recombinante, puesto que su acumulacién en el
periplasma genera liberacion hacia el medio extracelular, la cual es inespecifica y se atribuye a simple difusion o
lisis celular (Salazar y col., 2001; Nadkarni y col., 2007). Ademas, al inducir fuertemente la produccidon de la proteina
recombinante, el desplazamiento del metabolismo hacia la producciéon de la proteina heterdloga y la carga
metabdlica que genera, reduce la produccién de proteinas de membrana. Esta reduccidn en la produccién de las
proteinas de membrana atenua la habilidad de las células para retener la proteina recombinante en el periplasma

(Backlund y col., 2008).

Tratamientos con menor produccion

Los tratamientos que presentan menor Produccion Total y Periplasmatica corresponden a los tratamientos 9,
10y 16. Estos tratamientos coinciden en 2 niveles de factores: concentracion de extracto de levadura, 20 g/L(Alto);
y concentracién de glicerol 0,3% v/v(Alto). La concentracion de extracto de levadura en un nivel alto, tiene un
efecto positivo y significativo en la Produccion Total. Por lo tanto, se infiere que existe una interaccién negativa
entre el factor concentracidn de extracto de levadura y glicerol, lo cual conlleva a una baja produccién en los

tratamientos anteriormente nombrados.

El Tratamiento 16 corresponde al experimento en el cual todos los factores se encuentran en el nivel maximo,
es decir: temperatura de crecimiento e induccidn éptima para crecimiento de E. coli; densidad celular en el punto
de induccién en etapa intermedia del crecimiento exponencial, condiciones metabdlicas éptimas para produccidn
de proteinas recombinantes; y alta concentracion de nutrientes. Sin embargo, a pesar de que las condiciones son
las 6ptimas, segun estudios de factores aislados, la produccidn y rendimiento de este tratamiento se encuentra
entre las mas bajas. Se postula entonces, que variados factores interactian en los niveles altos, anulando su efecto

benéfico sobre la produccion.
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3.2.2.2 Produccién de la variante Cutinasa-(Y)3

Grafico 4: Produccidn de Cutinasa en la variante Cutinasa-(Y)3 bajo diferentes tratamientos aplicados.
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La variante Cutinasa-(Y)3 produce aproximadamente la mitad de las unidades de actividad que produce la
variante Cutinasa-(WP)2. Esta observacidén condujo al estudio de la variante e identificacion del origen de estas
diferencias, las cuales fueron atribuidas a una mutacién de la variante transformada y no a la proteina
recombinante que produce (Ver Seccion 3.4). En consecuencia de lo anterior los analisis de productividad y

rendimiento fueron realizados para cada variante por separado.

Produccion Total

El caso de la variante Cutinasa-Y(3), los tratamientos que presentan mayor Productividad Total corresponden
a los tratamientos 15, 3 y 6, ordenados de mayor a menor produccidn (Grdfico 4). Estos tratamientos coinciden en
el nivel del factor concentracion de glicerol, 0,3% v/v (Alto). Este resultado es inverso al de la variante Cutinasa-

(WP)2, en la que este factor tiene un efecto negativo sobre la Produccién Total.

Produccion Periplasmadtica

La Produccién Periplasmatica presenta un patréon completamente distinto a la Produccion Total. Los
experimentos que presentan mayor Produccidn Periplasmatica son los tratamientos 12, 7 y 14, los cuales coinciden
en 2 niveles de factores: concentracion de triptona, 10 g/L (Bajo) y concentracion de glicerol 0% v/v (Bajo). Al igual

que en el caso de la Produccién Periplasmatica de la variante Cutinasa-(WP). La fuente de nutrientes y aminoacidos
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(extracto de levadura o triptona) interactian negativamente con la fuente de carbono inmediata, glicerol, sobre la

Produccion Periplasmatica.

Tratamientos con menor Produccion Total y Periplasmadtica
La menor Produccion Total y Periplasmatica es presentada por los tratamientos 16, 9 y 13, ordenados de
menor a mayor produccion. Estos tratamientos coinciden en la alta concentracion de extracto de levadura

acompafado de una alta concentracion de triptona o glicerol, es decir, una alta concentracion de nutrientes.

La naturaleza indefinida de la composicion de los medios de cultivo no permite detallar los componentes o
interacciones de componentes que provocan un efecto nocivo sobre la produccién de la proteina recombinante.
Sin embargo, se sabe que el extracto de levadura y la triptona poseen un 17,5% y 7,7% de carbohidratos en su
composicidn respectivamente (Ver Anexo F), los cuales pueden inhibir la expresidon de la proteina recombinante
mediante represion catabdlica. El medio de cultivo menos nutritivo, utilizado en el estudio, posee 5 g/L de extracto
de levadura y 10 g/L de triptona, por lo tanto, contiene alrededor de un 0,16% p/v de carbohidratos. El medio mas
nutritivo contiene 20 g/L de extracto de levadura y 15 g/L de triptona posee alrededor de un 0,46% p/v de

carbohidratos.

La represidn catabdlica se encuentra asociada al sistema fosfotransferasa (PTS-Phosphotransferase System). El
sistema PTS, es un complejo grupo de enzimas que detecta, transporta y fosforila un alto nimero de fuentes de
carbono en las bacterias (glucosa, manosa, fructosa y los polioles sorbitol y manitol). La fosforilacién de un azucar
determinado requiere cuatro proteinas generales, la Enzima | y HPr, y un par de proteinas especificas para el
compuesto denominadas como complejo Enzima Il. El sistema PTS interviene en la actividad de la enzima Adenilato
Ciclasa. Esta enzima cataliza la formacion del cAMP, el cual se une a la proteina CAP (Catabolite Activator Protein).
El complejo cAMP-CAP se une al DNA en una zona anterior al promotor e incrementa la afinidad entre promotor y
la RNA polimerasa para que se pueda efectuar el inicio de la transcripcidén con eficiencia. Cuando se transportan
carbohidratos por el sistema PTS, se inhibe la actividad de adenilato ciclasa y en consecuencia, se inhibe la
transcripcion de las proteinas heterdlogas (Boer y col., 1986; Donovan y col., 1996; Grossman y col., 1998; Postma y
col., 1993). Por lo tanto, al contar con la amplia concentracién de nutrientes contenidos en el extracto de levadura,
también se cuenta con una alta concentracion de hidratos de carbono transportables por PTS, lo cual disminuye la
eficiencia del inicio de la transcripcion. La glucosa en concentraciones de 0,1 a 1% p/v puede inhibir la produccion

de proteinas recombinantes durante la fase de induccién (Donovan y col., 1996).
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3.2.3 Analisis de la Distribucidon Subcelular de Cutinasa

La distribucién de cutinasa en el periplasma tiene gran importancia, puesto que se desea purificar la proteina
a partir de la fraccion periplasmatica del cultivo. Esto debido a que esta fraccion contiene menor concentracion de

proteinas nativas y contaminantes (Makrides, 1996).

La produccion total de cutinasa presenta un patrdn similar al de la produccion contenida en el periplasma
para ambas variantes. Sin embargo, es posible apreciar que, en variados casos, la cantidad total producida es alta y
la cantidad contenida en el periplasma es considerablemente baja, tratamientos 3, 6, 14 y 15 (Ver Grdficos 2 y 4).
Para analizar esta observacion se calculd el porcentaje de cutinasa contenida en la Fraccion Periplasmatica en

relacion al total producido y se analizaron los factores que afectan significativamente esta variable (Ver Grdfico 5).

Grafico 5: Porcentaje de cutinasa recombinante contenida en la fraccion periplasmatica para las variantes
Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa-(Y)3
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En el Grdfico 5 es posible notar que la tendencia de ambas variantes es similar. Los tratamientos 1y 7
presentan sobre un 70% de cutinasa contenida en el periplasma, para ambas variantes. Estos tratamientos
coinciden en 3 niveles de factores: temperatura de crecimiento/induccién, 25/18°C (Baja); concentracién de
extracto de levadura, 5 g/L (Baja) y concentracion de glicerol 0% v/v (Baja). Los niveles altos de estos tres factores
son desfavorables para la retencion la proteina heterdloga en el periplasma de las bacterias, lo cual sera estudiado

mediante el andlisis estadistico de resultados.
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Los tratamientos que presentan menor retencién de la proteina foranea en el periplasma corresponden a los
experimentos 3, 6 y 15. Estos tratamientos coinciden sdélo en el nivel del factor concentracion de glicerol, 0,3% v/v.

Por lo tanto, se espera que el efecto de este factor sea negativo y significativo sobre esta variable.

3.2.3.1 Efecto de los factores en la distribucion subcelular de cutinasa

Para determinar cudl es el efecto de los factores y sus interacciones sobre el porcentaje de cutinasa contenida

en el periplasma se llevd a cabo el siguiente analisis estadistico.

El estudio de un efecto principal se define como el cambio en la respuesta producido por un cambio en el
nivel del factor. Se calcula como la diferencia entre la respuesta promedio del nivel alto y la respuesta promedio del
nivel bajo del factor en estudio. Los resultados obtenidos para los efectos principales y de las interacciones para las

variantes Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa-(Y)3 se presentan en la Tabla 12.

Tabla 12: Efectos principales y de las interacciones de factores sobre la distribucién subcelular de cutinasa

Factor Efecto Efecto
Cutinasa-(WP)2 Cutinasa-(Y)3
A: Temperatura de crecimiento/induccion -19,91 -0,13
B: Densidad celular en el punto de induccién 11,28 -2,91
C: Concentracion de inductor -2,74 -14,01
D: Concentracion de extracto de levadura -12,62 -3,64
E: Concentracion de triptona -0,44 -17,21
F: Concentracion de glicerol -24,79 -12,07
AB (CE Alias) 23,89 18,71
AC (BE Alias) -2,85 -4,83
AD (EF Alias) 4,44 20,76
AE (BC-DF Alias) -3,63 10,89
AF (DE Alias) 10,45 3,93
BD (CF Alias) 7,58 -1,15
BF (CD Alias) -10,18 1,87
Error normal -2,96 +/-2,60

Nota: Las interacciones presentan alias, es decir, los efectos de las interacciones se confunden, por ejemplo, la
interaccion AB, se confunde con la interaccion CE.

El efecto indica que si un factor o interaccion pasa del nivel bajo al nivel alto, la variacion en la variable de
respuesta es el valor de unidades indicado por el efecto. Por ejemplo, el efecto del factor A, temperatura de
crecimiento/induccién equivale a -19,91 para la variante Cutinasa-(WP)2; esto quiere decir que, al aumentar la

temperatura de 25/18°C a 37/25°C el porcentaje cutinasa contenida en el periplasma disminuye en 19,91%.
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La Tabla 12 muestra cada uno de los efectos estimados e interacciones. También se muestra el error normal,
el cual mide el error de muestreo. Para probar la significancia estadistica de los efectos, se debe llevar a cabo el

analisis de la varianza aplicando el Test de ANOVA.

3.2.3.2 Analisis de la varianza para determinacion de efectos significativos.

El andlisis de varianza se utiliza para comparar los valores de un conjunto de datos numéricos y determinar si
son significativamente distintos a los valores de otro o mds conjuntos de datos. En este caso, los datos son los
efectos de factores y de las interacciones. El procedimiento para comparar estos valores esta basado en la varianza,

intra y entre grupos.

Tabla 13: Tabla de ANOVA para la determinacion de efectos significativos sobre el porcentaje de cutinasa
contenida en el periplasma.

Cutinasa-(WP)2 Cutinasa-(Y)3
Factor Suma de Coeficiente P- Suma de Coeficiente P-
cuadrados F Valor Cuadrados F Valor

A: Temperatura de 4755,90 45,19 0,0000 0,19 0,00 0,9618
crecimiento/induccién
B: Densidad celular en

: > 1527,42 14,51 0,0006 101,76 1,26 0,2709
el punto de induccién
C: Concentracién de 90,39 0,86 03610  2357,18 29,08 0,0000
inductor
B EEEEE RN CE 1911,80 18,17 0,0002 158,81 1,96 0,1712
extracto de levadura
E: Concentracion de 2,32 0,02 0,8829  3555,76 43,86 0,0000
triptona
B R e 7376,76 70,10 0,0000  1747,62 21,56 0,0001
glicerol
AB (CE Alias) 6853,33 65,12 0,0000  4202,83 51,84 0,0000
AC (BE Alias) 97,16 0,92 0,3438 280,38 3,46 0,0721
AD (EF Alias) 236,96 2,25 0,1433  5172,77 63,31 0,0000
AE (BC-DF Alias) 158,30 1,50 02290  1423,00 17,55 0,0002
AF (DE Alias) 1312,63 12,47 0,0013 185,69 2,29 0,1400
BD (CF Alias) 689,55 6,55 0,0154 16,00 0,20 0,6599
BF (CD Alias) 1245,12 11,83 0,0016 41,76 0,52 0,4782
Bloques 98,45 0,47 0,6306 17,38 0,11 0,8987

Para la variante Cutinasa-(WP)2, 8 de los efectos de los factores y de las interacciones presentan p-valores
inferiores a 0,05 indicando que son significativamente diferentes de cero, al nivel 95% de confianza (valores en
rojo). Por lo tanto, estos factores e interacciones influyen significativamente en el porcentaje de cutinasa contenido

en el periplasma respecto del total de proteina recombinante producida. En cambio, para la variante Cuitnasa-(Y)3,
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6 de los efectos de los factores e interacciones son significativos, coincidiendo sélo en 2 factores con la variante

Cutinasa-(WP)2.

3.2.3.3 Andlisis de efectos significativos en la distribucidn subcelular de cutinasa.

Los efectos en los que las variantes, Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa-(Y)3, coinciden son:

Concentracidn de glicerol (Efecto negativo): No se ha encontrado en la literatura la razén por la cual el glicerol

tiene un efecto negativo en la retencion de la proteina recombinante en el periplasma de las bacterias.

Temperatura de crecimiento/induccién-densidad celular en el punto de induccién (AB) o concentracion de
inductor-concentracion de triptona (CE) (Efecto positivo): El efecto de estos alias es positivo. Para determinar cual
de ellos es el que posee la significancia calculada, es necesario observar el valor de los efectos principales. Es
posible notar que la temperatura de crecimiento/induccion, concentracion de IPTG y concentracion de triptona
tienen efectos negativos y que solamente el efecto densidad celular en el punto de induccidn es positivo para la
variante Cutinasa-(WP)2, por lo tanto, la interaccion positiva corresponde al de temperatura de

crecimiento/induccidn - densidad celular en el punto de induccion.

La temperatura es un factor importante en los procesos metabdlicos, afectando la velocidad de transcripcion
y traduccion de proteinas; por lo tanto, tiene incidencia sobre la velocidad especifica de crecimiento. La relacién
entre la velocidad especifica de crecimiento y la temperatura estad dada por ley de Arrhenius, y dentro del rango de
temperaturas estudiadas (18-37°C), la relacién entre estas variables es directamente proporcional (Ratkowsky y
col., 1982; Membré y col., 2005). Un incremento en la velocidad especifica de crecimiento conduce a una alta
velocidad de produccidn pero también a un incremento en la fuga del material contenido en el periplasma. Esto se
debe a la reduccién de la produccién de proteinas de membrana lo cual atenua la habilidad de las células para
retener la proteina recombinante (Backlund y col., 2008). Por lo tanto, una mayor temperatura genera una alta
velocidad especifica de crecimiento, lo cual otorga condiciones favorables para la induccion como el alto contenido
de ribosomas (Donovan y col.,, 1996). Posterior a la induccién la temperatura baja 12 grados Celsius (37->25°C), lo
cual permite que metabolismo de la bacteria se desacelere y la inducciéon no genere una sobrecarga tanto en la
maquinaria transcripcional y traduccional como en la maquinaria secretora (Babaeipour y col., 2007; Donovan y
col., 1996).

Por lo anterior, inducir a densidades celulares mas avanzadas y disminuir la temperatura, en la induccion,

tiene un efecto positivo sobre la retencién de proteinas en el periplasma de las bacterias. Esto se debe a que
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inducir a una mayor densidad permite que las bacterias superen la etapa de adaptacién y enfrenten la induccién de

la produccién en condiciones mas favorables.

Se ha reportado que el periodo que dura la induccidn de la produccién de las proteinas heterdlogas, dirigidas
al espacio periplasmatico, influye negativamente en el porcentaje acumulado en esta fraccidon. El efecto ha sido
considerable, la literatura indica que el porcentaje de la proteina acumulado en el periplasma puede pasar de 90%

a solo un 10% de 4 a 20 horas de induccién (Jeong y Lee; 1999).

3.2.4 Productividad de la Variante Cutinasa-(WP)2

La Productividad Total y Productividad Periplasmatica de los cultivos fue determinada a través de la
Produccion Total y Produccion Periplasmatica dividida por el nimero de horas de la fermentacién completa

(crecimiento e induccidn).

A continuacioén se presentan graficamente los resultados obtenidos para la variante Cutinasa-(WP)2. El detalle

se encuentra en el Anexo D.

Grafico 6: Productividad Total y Periplasmatica de la variante Cutinasa-(WP)2 bajo los tratamientos aplicados.
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Al comparar la productividad [U/h] (Grdfico 6) con la produccién [U] (Grdfico 2), es posible notar gran
similitud en patréon de comportamiento. Esto se debe a que el 88% de las fermentaciones se desarrollé durante un
periodo de 22 a 26 horas, un rango estrecho. Por esto, al dividir la produccién por un valor relativamente comun,

horas de fermentacidn, se obtuvo un patrén analogo como resultado.

Tratamientos con mayor Productividad Total

Los tratamientos que sobrepasan la Productividad Total de 35 [U/h] corresponden a los tratamientos 12, 11y
3, ordenados de mayor a menor. Estos tratamientos son candidatos a ser el 6ptimo segun el analisis estadistico de
resultados y coinciden en el nivel del factor densidad celular en el punto de induccion, 1,5 U AbsSsoonm- Esto
concuerda con los resultados obtenidos en el analisis estadistico, en el que este factor presenta un efecto positivo y
significativo en la Productividad Total y Periplasmatica. La razén por la cual este factor es favorable se relaciona con
la etapa del crecimiento en que se induce la produccidn, la etapa intermedia del crecimiento exponencial. En esta
etapa las células se encuentran creciendo a mayor velocidad y existe un alto contenido de ribosomas, mayor acceso

a nutrientes y menor concentracidn de subproductos téxicos (Babaeipour y col., 2007; Shin y col., 2001)

Tratamientos con mayor Productividad Periplasmdtica

Los tratamientos que presentan mayor Productividad Periplasmatica corresponden a los experimentos 12, 11
y 1, ordenados de mayor a menor. Estos tratamientos coinciden en los niveles de dos factores: concentracion de
inductor, 0,1 mM IPTG (Bajo) y concentracion de glicerol, 0% v/v (Bajo). Lo anterior concuerda con los resultados
obtenidos en el andlisis estadistico en que estos factores presentan un efecto negativo significativo sobre la
Productividad Periplasmatica. La concentracidon de inductor tiene un efecto negativo, puesto que la produccion
abrupta de la proteina recombinante inducida por IPTG genera estrés en la maquinaria traduccional y secretora de

las bacterias, como se menciond anteriormente (Gordon y col., 2008).

Tratamientos que presentan menor Productividad Total y Periplasmdtica

Los tratamientos que presentan menor productividad son los tratamientos 9, 10 y 16. Estos tratamientos
coinciden en los niveles de dos factores: concentracion de extracto de levadura, 20 g/L (Alto), y concentracion de
glicerol, 0,3% v/v (Alto). La interaccion de estos factores es negativa y significativa sobre la Productividad
Periplasmatica, segun el anadlisis estadistico aplicado. La explicacion de este fendmeno se basa en que la alta
disponibilidad de nutrientes, concede disponibilidad de carbohidratos, ingresados a la célula mediante el sistema
fosfotransferasa. Esto provoca la inactivacién de la enzima adenilato ciclasa, por ende, una baja concentracion de

cAMP, lo que genera una induccidn no efectiva.
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3.2.4.1 Andlisis estadistico de la Productividad para la variante Cutinasa-(WP)2.

3.2.4.1.1 Efectos de los factores sobre la productividad

Los resultados obtenidos para los efectos estimados de los factores y de las interacciones sobre la

Productividad Total y Productividad Periplasmatica se presentan a continuacion.

Tabla 14: Efectos estimados de factores e interacciones sobre la Productividad de la variante Cutinasa-(WP)2

Factor Efectos sobre Efectos sobre
Productividad Total Productividad Periplasmatica

A: Temperatura de crecimiento/induccién 4,01 -0,19

B: Densidad celular en el punto de induccién 16,53 11,33

C: Concentracion de inductor -11,58 -11,02

D: Concentracion de extracto de levadura 2,91 1,65

E: Concentracion de triptona -11,80 -5,46

F: Concentracion de glicerol -17,68 -16,25

AB (CE Alias) -5,98 3,50

AC (BE Alias) 2,72 2,24

AD (EF Alias) 4,53 4,56

AE (BC-DF Alias) -15,27 -8,33

AF (DE Alias) -13,96 -1,84

BD (CF Alias) 14,70 10,23

BF (CD Alias) -0,31 -6,65
Error normal +/-2,18 +/-1,11

Nota: Las interacciones presentan alias, es decir, los efectos de las interacciones se confunden, por ejemplo, la
interaccion AB, se confunde con la interaccion CE.

Los efectos de los factores sobre la Productividad Total y Periplasmatica presentan diferencias en magnitud
y/o signo, puesto que una variable se encuentra asociada a la totalidad de la produccién de la proteina
recombinante y la otra a la produccién contenida en un compartimento celular, el periplasma. Lo mismo sucede al
analizar el Rendimiento de las variantes. Un ejemplo de lo anterior se observa en la Tabla 14 donde es posible
apreciar que los efectos sobre la Productividad Total y Periplasmatica muestran un patrén similar, pero en el factor
temperatura de crecimiento e induccion presentan distinto signo. Como se explicé anteriormente, la temperatura
tiene una fuerte relacién con la velocidad de crecimiento de las bacterias, por lo tanto, a mayor temperatura la
produccion es mas acelerada (37°C) lo que implica alta productividad total (efecto positivo del factor). Sin embargo,
la competencia por la maquinaria secretora entre la proteina recombinante y las proteinas de la pared celular
genera un debilitamiento de la membrana celular externa, lo cual provoca una fuga del producto desde el
periplasma hacia el espacio extracelular, es decir, el factor temperatura presenta un efecto negativo sobre la

Productividad Periplasmatica. Por lo tanto, las diferencias entre las variables totales y periplasmaticas se atribuyen
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a las caracteristicas de la membrana externa cuya integridad permite retener un mayor porcentaje de proteina

recombinante en el periplasma.
3.2.4.1.2 Determinacion efectos significativos sobre la Productividad

El andlisis de varianza para los efectos de los factores e interacciones sobre la Productividad Total y

Periplasmatica se presenta a continuacion.

Tabla 15: Tabla de ANOVA para la determinacién de efectos significativos sobre la Productividad de la variante
Cutinasa-(WP)2

Productividad Total Productividad Periplasmatica
Factor Suma de Coeficiente P- Suma de Coeficiente P-
Cuadrados F Valor Cuadrados F Valor

A: Temperatura 193,32 3,40 0,0744 0,44 0,03 0,8646
28 P R EH U EL G & 3282,03 57,75 0,0000  1541,22 103,75 0,0000
punto de induccion
C: Concentracion de 1609,27 28,31 0,0000  1456,73 98,06 0,0000
inductor
BTN CE 101,41 1,78 0,1910 32,69 2,20 0,1478
extracto de levadura
E: Concentracion de 1671,23 29,40 0,0000 358,23 2411 0,0000
triptona
F: Concentracion de

) 3752,93 66,03 0,0000 316891 213,31 0,0000
glicerol
AB (CE Alias) 428,47 7,54 0,0098 144,46 9,72 0,0038
AC (BE Alias) 88,70 1,56 0,2206 60,37 4,06 0,0523
AD (EF Alias) 246,48 4,34 0,0454 249,20 16,78 0,0003
AE (BC-DF Alias) 2799,75 49,26 0,0000 831,75 55,99 0,0000
AF (DE Alias) 2340,12 41,17 0,0000 40,42 2,72 0,1088
BD (CF Alias) 2592,35 45,61 0,0000  1256,96 84,61 0,0000
BF (CD Alias) 1,14 0,02 0,8881 532,20 35,82 0,0000
Bloques 5,37 0,05 0,9539 10,66 0,36 0,7013

Los p-valores indican que 9 factores e interacciones son significativos, en un 95%, tanto para la Productividad
Total como para la Productividad Periplasmatica, coincidiendo en la significancia y signo del efecto, en 7 de ellos.
Los factores coincidentes han sido analizados respecto de su efecto favorable o desfavorable sobre la variable de

salida.
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3.2.4.1.3 Andlisis de efectos significativos sobre la Productividad de la variante Cutinasa-(WP)2

A continuacidn se presenta un analisis de los efectos de factores e interacciones significativos sobre la

Productividad Total y Periplasmatica

Densidad celular en el punto de induccion (B) (Efecto positivo): Este factor tiene un efecto positivo para la
productividad, ya que, como se comentd anteriormente, inducir a 1,5 U Absgy.m, implica que los cultivos se
encuentran entre la finalizacion del primer cuarto o tercio del crecimiento de las bacterias, que presenta
condiciones metabdlicas y ambientales favorables para comenzar la inducciéon de la produccion proteina

recombinante.

Concentracion de inductor (C) (Efecto negativo): El efecto negativo de este factor tiene relacion con la carga
metabdlica generada al inducir fuertemente la expresiéon de la proteina recombinante, puesto que para su
produccion no solo se desvia la maquinaria transcripcional y traduccional (degradacion acelerada de mRNA y mayor
produccion de rRNA), si no que también la maquinaria secretora (efecto de las proteinas secretadas al periplasma),

colapsando el funcionamiento celular (Donovan y col., 1996).

Concentracion de triptona (E) (Efecto negativo): El efecto de este factor es negativo. Estos se atribuye a la alta
concentracion de aminoacidos que contiene, los cuales pueden provocar la inhibicidon en la biosintesis de otros

aminoacidos o metabolitos esenciales (Donovan y col., 1996).

Concentracion de Glicerol (F)(Efecto negativo): El efecto negativo de la concentracién de glicerol no se ha

encontrado registrado en la literatura.

Concentracion de extracto de levadura- Concentracion de glicerol (DF)(Alias AE-BC)(Efecto negativo): Existe
una interaccion negativa significativa entre estos factores tanto en la produccién como en la productividad total y
periplasmatica. Se ha descartado el efecto negativo de la interaccion Temperatura-Concentracion de triptona (AE),
puesto que en la literatura se destaca el aumento en los requerimientos nutricionales de las bacterias a mayor
temperatura, por lo cual, estos factores presentan interaccion positiva (Gordon y col., 2008). Lo mismo sucede en el
caso de la densidad celular en el punto de induccidn y la concentracién de inductor, puesto que se ha reportado
que el efecto nocivo de la alta concentracién de inductor sobre el metabolismo de las bacterias disminuye al inducir
a alta densidad celular (Lee y Keasling, 2008). Por lo tanto, estos factores presentan una interaccién positiva y sélo

es posible atribuir el efecto negativo a la interaccion DF.
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Densidad celular en el punto de induccion-Concentracion de extracto de levadura (BD) o Concentracion de
inductor - concentracion de glicerol (CF) (Efecto positivo): La interaccion a la cual se atribuye el efecto positivo
corresponde a la interaccion BD, puesto que, como se ha discutido anteriormente, la induccion debe realizarse al
comienzo de la etapa intermedia de la fase exponencial. Ya que, la densidad celular maxima de induccion
corresponde a 1,5 UAbsgonm, €S Necesario alcanzar una densidad éptica final entre 4, 5y 6 UAbsggonm Y €Sto se logra
cuando el medio de cultivo contiene alta concentracion de extracto de levadura (todos los tratamientos con alta
concentracion de extracto de levadura, 20 g/L, alcanzaron densidades dpticas superiores a 6 U Absgyonm). Se

descarta el efecto positivo de la interaccidon CF puesto que el factor glicerol presenta un alto efecto negativo.

Temperatura de crecimiento/induccién-Concentracion de extracto de levadura (AD) o Concentracion de
triptona-Concentracion de glicerol (EF) (Efecto positivo): La interaccién elegida como responsable del efecto
positivo sobre la productividad corresponde a la interaccién AD, puesto que, a mayor temperatura, mayor es la
velocidad especifica de crecimiento, por ende, mejores condiciones metabdlicas para la produccidon de proteinas
foraneas. Para que estas condiciones se mantengan por un tiempo prolongado es necesario disponer de los
nutrientes requeridos tanto para cubrir la demanda asociada a la produccién de la proteina recombinante como
para la mantencién del microorganismo de modo que no se presente estrés metabdlico ni un inicio temprano de la
fase estacionaria. Nuevamente se descarta de interaccidn en la cual se presenta el glicerol ya que a este factor se

atribuyen solo efectos negativos.
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3.2.4.1.4 Modelos lineales para Productividad

Posterior a la identificacion de los factores e interacciones que influyen significativamente sobre Ia
productividad, es necesario determinar cudles son las condiciones éptimas bajo las que se debe llevar a cabo el
proceso. Para ello, es necesario construir un modelo matematico que permita predecir el comportamiento de las

fermentaciones y, finalmente, optimizarlo.

Los modelos propuestos son lineales, ya que se cuenta soélo con 2 estados para los niveles de los factores. Los
coeficientes de regresion lineal son calculados en base a los resultados obtenidos para la Productividad Total y
Productividad Periplasmatica. Los valores que pueden tomar los factores en la ecuacién se encuentran entre -1y
+1, es decir, los valores no son los reales si no que se encuentran estandarizados. Estos modelos sdlo se utilizan

para maximizar las variables de respuesta.

Tabla 16: Coeficientes de regresion del modelo lineal para factores e interacciones significativos sobre la
Productividad Total.

Factor o Interaccion Coeficiente de regresion
Constante 26,01
B: Densidad optica en el punto de induccion 8,27
C: Concentracion de inductor -5,79
E: Concentracion de triptona -5,90
F: Concentracion de glicerol -8,84
AF: Temperatura de crecimiento /induccién-Concentracion de glicerol -6,98
BD: Densidad celular en el punto de induccién-Concentracion de extracto 734
de levadura !
CE: Concentracion de inductor-Concentracion de triptona -2,99
DF: Concentracion de extracto de levadura —Concentracion de glicerol -7,64

Productividad Total[U/h] =
26,01 +827+*B —579+«C —59%F —884+F —698*AF + 7,34 BD — 2,99 « CE — 7,64 * DF

El modelo se ajusta en un 85,89% los datos experimentales con un nivel de confianza del 95%.
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Tabla 17: Coeficientes de regresion del modelo lineal para factores e interacciones significativos sobre la
Productividad Periplasmatica.

Factor o Interaccion Coeficiente de regresion
Constante 13,71
B: Densidad celular en el punto de induccién 5,67
C: Concentracion de inductor -5,51
E: Concentracion de triptona -2,73
F: Concentracion de glicerol -8,13
AB: Temperatura-Densidad celular en el punto de induccion 1,73
AD: Temperatura-Concentracion de extracto de levadura 2,28
BD: Densidad celular-Concentracion levadura 5,12
CD: Concentracion de inductor-Concentracion de extracto de 333
levadura !
DF: Concentracion de extracto de levadura —Concentracion de glicerol -4,16

Productividad Periplasméatica[U/h] =
13,71+ 567+«B —551%«C —2,73«E —813%«F 1,73« AB + 2,28 AD + 5,12« BD — 3,33 * CD — 4,16 * DF

El modelo ajusta en un 92,58% los datos experimentales.

Ambos modelos ajustan en un nivel superior al 85%, por lo tanto, los modelos predicen el comportamiento de
las fermentaciones con alta precision, ya que al menos 13 de los 16 tratamientos aplicados se encuentran

correctamente estimados (con porcentajes de diferencia inferior al 50%).
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3.2.4.1.5 Condiciones para optimizar la Productividad

Las condiciones 6ptimas se determinan mediante la maximizacién de la variable de respuesta, Productividad
Total o Productividad Periplasmatica, sometiendo el modelo lineal a restricciones. Las restricciones son los rangos

de las variables que en este caso son -1, inferior; y +1, superior.
Los resultados de la maximizacion para la Productividad Total y Periplasmatica, corresponden a 73,8 [U/h] y

52,37[U/h], respectivamente. Estos valores se obtienen bajo las siguientes condiciones segln los modelos lineales

correspondientes (Ver Tabla 18).

Tabla 18: Condiciones 6ptimas para la Productividad Total y Periplasmatica de la variante Cutinasa-(WP)2

Factor Nivel del Factor Estado real del factor
Temperatura de crecimiento e induccion +1 37/25°C
Densidad dptica en el punto de induccion +1 1,5 U Absgoonm
Concentracion de inductor -1 0,1mM
Concentracion de extracto de levadura +1 20g/L

E: Concentracion de triptona -1 10g/L

F: Concentracion de glicerol -1 0% v/v

Las condiciones dptimas para la Productividad Total y para Productividad Periplasmatica corresponden a las
del Tratamiento 12, el cual presenta, efectivamente la mayor productividad total, 86,66+/-4,66 [U/h] y

periplasmética 56,45+/-7,03[U/h], ambas superiores a la predichas por el modelo.
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3.2.5 Rendimiento de la Variante Cutinasa-(WP)2

A continuacion se presentan los resultados sobre el rendimiento obtenidos para variante Cutinasa-(WP)2. Los

resultados son presentados graficamente, el detalle se encuentra en el Anexo E.

Grafico 7: Rendimiento Total y Periplasmatico de la variante Cutinasa-(WP)2 bajo los tratamientos aplicados

Rendimiento [U/mg Peso Seco]
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Al comparar la productividad [U/h] con el rendimiento [U/mg Peso Seco], es posible apreciar diferencias en el
patron de comportamiento. Un ejemplo de ello es el tratamiento 4 que presenta el segundo mejor rendimiento
total, pero que en el caso de la productividad se encuentra en el lugar 11. Esto se debe a que en ciertos
tratamientos, las células se encuentran altamente inducidas pero no presentan disponibilidad de nutrientes, por lo

tanto, menguan el crecimiento celular y desplazan el metabolismo a la produccion de la proteina recombinante.

Mayor Rendimiento Total y Periplasmdtico

Es posible notar que los tratamientos que sobrepasan el rendimiento total de total de 2,5[U/mg Peso Seco]
corresponden a los tratamientos 12, 4 y 3, ordenados de mayor a menor. Estos tratamientos coinciden en nivel de
los factores densidad celular en el punto de induccion, 1,5 U Absggonm(Alto) y concentracion de inductor, 0,1 mM
IPTG (Bajo). Esto concuerda con los resultados obtenidos en el analisis estadistico posterior, donde estos factores
presentan efectos significativos positivo y negativo, respectivamente, sobre el Rendimiento Total de los cultivos.
Los mismos factores son coincidentes en los tratamientos que presentan mayor Rendimiento Periplasmatico

(Tratamientos 12, 11y 4).
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Menor Rendimiento Total y Periplasmdtico

Los tratamientos que presentan menor Rendimiento Total y Periplasmatico son los tratamientos 9, 10 y 16.

Los mismos tratamientos presentan menor productividad.

3.2.5.1 Andlisis estadistico del Rendimiento para la variante Cutinasa-(WP)2

3.2.5.1.1 Efectos de los factores sobre el Rendimiento

Los resultados obtenidos para los efectos estimados de los factores y de sus interacciones sobre la

Rendimiento Total y Periplasmatico se presentan a continuacidn.

Tabla 19: Efectos estimados de factores e interacciones sobre el Rendimiento Total y Periplasmatico para la

variante Cutinasa-(WP)2

Factor Efectos Efectos
Rendimiento Total Rendimiento Periplasmatico
A: Temperatura 0,58 0,17
B: Densidad celular en el punto de induccion 1,39 0,92
C: Concentracion de inductor -0,81 -0,71
D: Concentracion de extracto de levadura -0,65 -0,33
E: Concentracion de triptona -0,85 -0,43
F: Concentracion de glicerol -0,78 -0,89
AB (CE Alias) -0,10 0,40
AC (BE Alias) -0,17 -0,18
AD (EF Alias) -0,20 0,05
AE (BC-DF Alias) -0,97 -0,47
AF (DE Alias) -0,55 0,04
BD (CF Alias) 0,49 0,32
BF (CD Alias) 0,04 -0,32
Error muestral +/-0,15 +/-0,09

Nota: Las interacciones presentan alias, es decir, los efectos de las interacciones se confunden, por ejemplo, la

interaccion AB, se confunde con la interaccion CE.
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3.2.5.1.2 Determinacién de efectos significativos sobre el Rendimiento

El andlisis de varianza para los efectos de los factores e interacciones sobre el Rendimiento Total y

Periplasmatico, variante Cutinasa-(WP)2, se presentan a continuacion.

Tabla 20: Tabla de ANOVA para la determinacion de efectos significativos sobre el Rendimiento de la variante
Cutinasa-(WP)2

Rendimiento Total Rendimiento Periplasmatico
.. Suma de .
Factor Suma de Coeficient P-Valor cuadrado Coeficient P-Valor
cuadrados eF < eF

A: Temperatura 4,04 15,64 0,0004 0,35 3,86 0,0582
B: Densidad celularen el 23,10 89,50 0,0000 10,25 112,96 0,0000
punto de induccion

C: Concentracion de 7,86 30,44 0,0000 6,06 66,83 0,0000
inductor

LA EETICE 5,03 19,49 0,0001 1,33 14,62 0,0006
extracto de levadura

E: Concentracion de 8,60 33,33 0,0000 2,26 24,93 0,0000
triptona

F: Concentracion de glicerol 7,35 28,47 0,0000 9,52 104,95 0,0000
AB (CE Alias) 0,11 0,43 0,5145 1,94 21,43 0,0001
AC (BE Alias) 0,37 1,45 0,2372 0,40 4,40 0,0438
AD (EF Alias) 0,49 1,89 0,1787 0,03 0,32 0,5757
AE (BC-DF Alias) 11,31 43,82 0,0000 2,60 28,70 0,0000
AF (DE Alias) 3,59 13,89 0,0007 0,02 0,22 0,6418
BD (CF Alias) 2,85 11,05 0,0022 1,26 13,90 0,0007
BF (CD Alias) 0,02 0,08 0,7739 1,26 13,90 0,0007
Bloques 0,03 0,07 0,9356 0,12 0,64 0,5321

Los p-valores indican que 9 factores e interacciones son significativos, en un 95%, tanto para el Rendimiento
Total y como para el Rendimiento Periplasmatico, pero sélo coinciden, en la significancia y signo del efecto, en 7 de
ellos. Los factores coincidentes han sido analizados respecto de su efecto favorable o desfavorable sobre el

Rendimiento.

57



Capitulo 3: Resultados y Discusidn

3.2.5.1.3 Andlisis de efectos de factores e interacciones significativos

Tabla 21: Resumen de efectos de factores e interacciones significativos sobre Productividad y Rendimiento para

la variante Cutinasa-(WP)2

., Productividad Productividad Rendimiento Rendimiento
Factor o Interaccion . . . -
Total Periplasmatica Total Periplasmatico
A: Temperatura + - + +
B: Densidad celular en el punto
de induccidn y u y y
C: Concentracion de inductor
D: Concentracion de extracto de . .
levadura
E: Concentracion de triptona
F: Concentracién de glicerol
AB (CE Alias) + - +
AC (BE Alias) - - -
AD (EF Alias) + + - +
AE (BC-DF Alias)
AF (DE Alias) - +
BD (CF Alias) + + + +
BF (CD Alias) - +

Nota: Los signos (+) y(-) indican el signo del efecto o interaccion(Filas) sobre las distintas variables de
salida(Columnas). El color verde de la celda indica que el factor o interaccion es positivo y significativo, mientras
que el color rosado indica que el factor es negativo y significativo sobre la variable.

Condiciones favorables para Productividad y Rendimiento

— Densidad celular en el punto de induccién: En el nivel alto del punto de induccidn las células se encuentran

adaptadas al medio de cultivo, la velocidad de especifica de crecimiento es alta, por lo tanto hay una alta

disponibilidad de ribosomas lo que facilita la trascripcién, puesto que esta densidad celular se alcanza

durante el primer tercio del crecimiento exponencial existe disponibilidad de nutrientes y baja

concentracién de metabolitos toxicos.

— Densidad celular en el punto de induccién — Concentracion de extracto de levadura: Existe una interaccion

positiva entre estos factores debido a la necesidad de nutrientes al inducir el cultivo como consecuencia

de la sobreproduccion de la proteina heterdloga. Si la densidad celular en el punto de induccidn es alta,

entonces mayores serdn los requerimientos de fuentes de carbono y aminoacidos.
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Condiciones desfavorables para Productividad y Rendimiento

— Concentracion de inductor: El aumento de la carga metabdlica y desplazamiento del metabolismo hacia la
produccion de la proteina recombinante colapsa el sistema transcripcional de la célula y el transporte de

proteinas de membrana.

— Concentracion de triptona: El efecto desfavorable de este factor es atribuido a la alta concentracion de

aminodcidos que posee, lo cual mengua la biosintesis de otros aminoacido o metabolitos esenciales.

— Concentracion de glicerol: Efecto negativo no establecido.

— Concentracion de extracto de levadura- Concentracion de glicerol (DF) (Alias AE-BC): Se descartaron las
interacciones Temperatura —Concentracion de triptona(AE) y Densidad celular en el punto de induccién-
Concentracion de inductor(BC) puesto que segun la literatura estos factores presentan una interaccién
positiva. La interaccién DF, en cambio, presentd un efecto negativo evidente sobre la productividad y
rendimiento de la variante Cutinasa-(WP)2, tanto en el andlisis preliminar como en analisis estadistico.
Posiblemente la interaccidén entre algunos componentes del extracto de levadura, medio complejo, y el
glicerol presentan una interaccion nociva sobre la expresidon de la proteina recombinante lo que genera

una disminucidn en la produccion.
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3.2.5.1.4 Modelos lineales para el Rendimiento

Los coeficientes de regresion calculados para los factores e interacciones significativos son los siguientes:

Tabla 22: Coeficientes de regresion del modelo lineal para factores e interacciones significativos sobre el
Rendimiento Total de la variante Cutinasa-(WP)2

Factor o Interaccion Coeficiente de regresion
Constante 1,82
A: Temperatura de crecimiento/induccion 0,29
B: Densidad optica en el punto de induccion 0,69
C: Concentracion de inductor -0,40
D: Concentracion de extracto de levadura -0,32
E: Concentracion de triptona -0,42
F: Concentracion de glicerol -0,39
AF: Temperatura de crecimiento/induccién-Concentracién glicerol -0,27
BD: Densidad celular en el punto de induccién-Concentracién levadura 0,24
DF: Concentracion de extracto de levadura —Concentracion de glicerol -0,49

Rendimiento Total[U/mg Peso Seco] =
1,824+029xA+069*B—-040xC—-032*D—-042+«F —0,39F — 0,27 * AF + 0,24 x BD — 0,49 * DF

El modelo ajusta en un 86,2% los datos experimentales.

Tabla 23: Coeficientes de regresion del modelo lineal para factores e interacciones significativos sobre el
Rendimiento Periplasmatico de la variante Cutinasa-(WP)2

Factor o Interaccion Coeficiente de regresion
Constante 0,97
B: Densidad celular en el punto de induccién 0,46
C: Concentracion de inductor -0,36
D: Concentracion de extracto de levadura -0,17
E: Concentracion de triptona -0,22
F: Concentracion de glicerol -0,45
AB: Temperatura-Densidad celular en el punto de induccion 0,20
BD: Densidad celular en el punto de induccién-Concentracion de levadura 0,16
CD: Concentracion de inductor-Concentracion de extracto de levadura -0,16
DF: Concentracidn de extracto de levadura —Concentracién de glicerol -0,23

Rendimiento Periplasmético[U/mg Peso Seco] =
097+ 046+*B—036*C—017+«D —0,22+E —0,45+F + 0,20 * AB+ 0,16 *x BD — 0,16 * CF — 0,23DF
El modelo ajusta en un 88,6% los datos experimentales.
Al igual que en el caso de la productividad los ajustes de los modelos son adecuados, ya que estiman

correctamente 13 de los 16 tratamiento aplicados.
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3.2.5.1.5 Condiciones para optimizar el Rendimiento.

Las condiciones 6ptimas se determinan mediante la maximizacién de la variable de respuesta, Rendimiento
Total o Rendimiento Periplasmatico, sometiendo el modelo lineal a restricciones. Las restricciones son los rangos

de las variables que en este caso corresponden a -1, inferior; y +1, superior.
La maximizacién de las variables de salida, Rendimiento Total y Periplasmatico, corresponden a 4,70 [U/ mg
Peso Seco] y 3,04 [U/ mg Peso Seco], respectivamente. Estos valores se obtuvieron bajo las siguientes condiciones,

segun los modelos lineales correspondientes:

Tabla 24: Condiciones 6ptimas para el Rendimiento Total y Periplasmatico de la variante Cutinasa-(WP)2

Factor Nivel del Factor Estado real del factor
Temperatura de crecimiento e induccion +1 37/25°C
Densidad dptica en el punto de induccion +1 1,5 U Absgoonm
Concentracion de inductor -1 0,1mM
Concentracion de extracto de levadura +1 20g/L

E: Concentracion de triptona -1 10g/L

F: Concentracidn de glicerol -1 0% v/v

Las condiciones dptimas para la Rendimiento Total corresponden a las del Tratamiento 12, el cual presenta,
efectivamente el mayor rendimiento total 4,87+/-0,31 [U/ mg Peso Seco] y periplasmatico 3,17+/-0,42[U/ mg Peso

Seco].

Las condiciones dptimas para la productividad y rendimiento, total y periplasmatico, son las mismas, lo cual

refleja la solidez de la respuesta de la variante ante variadas condiciones.

Las condiciones éptimas, son consistentes con el efecto favorable o desfavorable de los factores e
interacciones, es decir, los factores que presentan efectos significativos negativos se encuentran niveles bajos y los

factores que presentan efectos significativos positivos se encuentran en niveles altos.
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3.2.6 Productividad de la Variante Cutinasa-(Y)3

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para la Productividad Total y Periplasmatica de la

variante Cutinasa-(Y)3. Los resultados son presentados graficamente, el detalle se encuentra en el Anexo E.

Grafico 8: Productividad Total y Periplasmatica de la variante Cutinasa-(Y)3 bajo los tratamientos aplicados.
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Tratamientos con mayor Productividad Total

Es posible notar que los tratamientos que sobrepasan la Productividad Total de 25 [U/h] corresponden a los
experimentos 15, 3 y 6, ordenados de mayor a menor productividad. Estos tratamientos coinciden en el nivel del
factor concentracion de glicerol, 0,3% v/v (Alto). El nivel alto de este factor es favorable para la Productividad Total,

en la variante Cutinasa-(Y)3, lo cual es completamente inverso en la variante Cutinasa-(WP)2.

Tratamientos con mayor Productividad Periplasmdtica

Los tratamientos que presentan mayor productividad periplasmatica corresponden a los experimentos 12, 7 y
14, ordenados de mayor a menor productividad. Estos tratamientos coinciden en el nivel del factor concentracion
de glicerol, pero en un nivel nulo, 0% v/v. Esto se debe a que el glicerol, tiene un efecto nocivo sobre la retencién

de la proteina recombinante en el espacio periplasmatico.
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Tratamientos con menor Productividad Total y Periplasmdtica

Los tratamientos que presentan menor productividad son los experimentos 9, 11, 16 y 13. Estos tratamientos
coinciden el nivel del factor concentracion de extracto de levadura, 20 g/L (Alto), acompafiado de una alta
concentracion de triptona o glicerol. Este resultado también fue obtenido para la variante Cutinasa-(WP)2. La razon
fue asociada a que la alta concentracidén de nutrientes genera una alta concentracién de carbohidratos PTS, lo cual

inhibe la produccion de cAMP, fundamental para la induccidn efectiva de las bacterias (Grossman y col., 1998).

A continuacion se presenta el analisis de la Productividad Total y Periplasmatica, partiendo por la
determinacion de los efectos estimados de factores e interacciones, seguido del analisis de significancia de los
efectos, elaboracion de un modelo lineal ajustado a los datos experimentales y finalmente optimizacion del

modelo.
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3.2.6.1 Andlisis estadistico de la Productividad para la variante Cutinasa-(Y)3

3.2.6.1.1 Efectos de los factores sobre la Productividad

Los resultados obtenidos para los efectos estimados de los factores y de las interacciones sobre la

Productividad Total y Productividad Periplasmatica, para la variante Cutinasa-(Y)3, se presentan continuacion.

Tabla 25: Efectos estimados de factores e interacciones sobre la Productividad Total y Periplasmatica de la

variante Cutinasa-(Y)3

Efecto

Productividad Periplasmatica

Factor Efecto
Productividad Total
A: Temperatura 1,37
B: Densidad celular en el punto de induccién 0,66
C: Concentracion de inductor 2,54
D: Concentracion de extracto de levadura -2,13
E: Concentracion de triptona -6,50
F: Concentracion de glicerol 2,65
AB (CE Alias) -14,44
AC (BE Alias) -2,47
AD (EF Alias) 1,82
AE (BC-DF Alias) -0,07
AF (DE Alias) -8,45
BD (CF Alias) 2,75
BF (CD Alias) 4,70
Error normal +/-1,68

1,26
-0,39
-1,86
-1,54
-3,50
-3,48
-2,77
-1,85
4,60
0,35
-2,30

0,31

1,07
+/-0,4

Nota: Las interacciones presentan alias, es decir, los efectos de las interacciones se confunden, por ejemplo, la

interaccion AB, se confunde con la interaccion CE.

La Productividad Total y Productividad Periplasmatica presentan diferencias en los signos de 4 efectos, a

diferencia de la variante Cutinasa-(WP)2, donde sdlo diferian en el signo de un efecto.

3.2.6.1.2 Determinacién de los efectos significativos sobre la Productividad

En el andlisis de la varianza es posible observar que la significancia de los efectos para la Productividades Total

y Periplasmatica presentan mayores diferencias que las esperadas en base al estudio realizado para la Variante

Cutinasa-(WP)2. En este caso es posible apreciar que los p-valores indican que sélo 4 factores e interacciones son

significativos para la Productividad Total, mientras que para la Productividad Periplasmatica 10 factores e

interacciones son relevantes (Ver Tabla 26).

64



Capitulo 3: Resultados y Discusidn

Tabla 26: Tabla de ANOVA para la determinaciéon de efectos significativos sobre la Productividad Total y
Periplasmatica de la variante Cutinasa-Y(3)

Productividad Total Productividad Periplasmatica
Factor Suma de Coeficiente P- Suma de Coeficiente P-
Cuadrados F Valor Cuadrados F Valor

A: Temperatura 22,45 0,66 0,4221 19,00 9,74 0,0038
B: Densidad celular en 5,25 0,15 0,6968 1,90 0,98 0,3307
el punto de induccién
C: Concentracion de 77,49 2,28 0,1406 41,37 21,20 0,0001
inductor
D: Concentracion de 54,51 1,61 0,2143 28,52 14,62 0,0006
extracto de levadura
E: Concentracion de 507,85 14,96 0,0005 147,14 75,41 0,0000
triptona
F: Concentracion de

. 84,30 2,48 0,1249 145,46 74,55 0,0000
glicerol
AB (CE Alias) 2498,55 73,60 0,0000 92,63 47,47 0,0000
AC (BE Alias) 73,48 2,16 0,1510 41,37 21,20 0,0001
AD (EF Alias) 39,66 1,17 0,2879 254,29 130,32 0,0000
AE (BC-DF Alias) 0,06 0,00 0,9680 1,43 0,73 0,3986
AF (DE Alias) 856,58 25,23 0,0000 63,30 32,44 0,0000
BD (CF Alias) 90,94 2,68 0,1115 1,17 0,60 0,4453
BF (CD Alias) 265,41 7,82 0,0087 13,74 7,04 0,0123
Bloques 8,51 0,13 0,8827 4,57 1,17 0,3227

3.2.6.1.3 Andlisis de efectos de factores e interacciones significativos sobre la Productividad de

la Variante Cutinasa-(Y)3

El analisis se basa en los efectos significativos coincidentes para la Productividad Total y Periplasmatica.

Concentracion de triptona: El efectos de este factor es negativo tanto en la Productividad Total como en la
Productividad Periplasmatica; esto se atribuye a la alta concentracion de aminoacidos que contiene, los cuales
pueden provocar la inhibicidn en la biosintesis de de otros aminoacidos o metabolitos esenciales (Donovan y col.,

1996).

Temperatura de crecimiento/induccion —Densidad celular en el punto de induccién (AB) o Concentracidn de
inductor-Concentracion de triptona (CE) (Efecto negativo): El efecto negativo se atribuye el efecto de la
concentracion de aminoacidos que, bajo condiciones altamente inducidas, genera sobreproduccion de la proteina
recombinante, limitando a las células de otros metabolitos, como se ha explicado anteriormente. Ademas, se ha
reportado que reducir los niveles de peptona, otra fuente de aminoacidos, genera un aumento en la velocidad de

crecimiento y dependencia de la concentracion de extracto de levadura para la mantencién del cultivo, fuente de
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nutrientes que ha resultado ser mas eficiente en variados estudios (Donovan y col.,1996; Gordon y col., 2008). Se
descarta la interaccion AB como causante del efecto negativo puesto que como se ha visto anteriormente estos
factores, temperatura y la densidad celular en el punto de induccion, tienen efectos positivos sobre la

Productividad.

Temperatura de crecimiento/induccién-Concentracion de glicerol (AF) o Concentracion de extracto de
levadura-Concentracion de triptona (DE) (Efecto negativo): La alta concentracion de nutrientes, en ambas variantes,
ha generado una alta densidad celular pero una baja productividad de los cultivos, sobre todo en los cuales se
encuentran el extracto de levadura, triptona y glicerol en su nivel mas altos(Tratamientos 10 y 16). Por lo tanto, la
baja productividad se atribuye a una ineficiente induccion del cultivo y no a un efecto nocivo de los componentes
del medio sobre las bacterias. Por ello se ha establecido que, para esta variante, el efecto negativo es provocado

por la interaccién DE.

Densidad celular en el punto de induccion-Concentracion de glicerol (BF) o Concentracion de inductor-
Concentracion de extracto de levadura (CD) (Efecto positivo): En el caso de la variante Cutinasa-(Y)3, el glicerol ha
tenido un efecto positivo sobre la productividad, esto se atribuye que la disponibilidad de una fuente de carbono
no-PTS, no afecta los niveles de cAMP, por lo tanto, no interfiere en la induccién del cultivo. La interaccion entre
este factor y la densidad celular en el punto de induccion tiene un efecto positivo sobre la productividad, ya que,
inducir a una densidad 6ptica de 1,5 UAbsgqonm, es decir, al finalizar el primer tercio del crecimiento en medio LB
suplementado con glicerol, se dispone de las condiciones dptimas para comenzar la produccién de la proteina
recombinante, en el caso de esta variante. Se descarta el efecto de la interaccion CD ya que la concentracion de

extracto de levadura presenta un efecto negativo sobre la productividad en esta variante.

3.2.6.1.4 Modelos lineales para la Productividad

A continuacion se presentan los modelos lineales que permiten predecir el comportamiento de las

fermentaciones con respecto a la Productividad.

Los modelos propuestos, son lineales, ya que se conté sélo con 2 estados para los niveles de los factores. Los
coeficientes de regresién lineal fueron calculados en base a los resultados obtenidos para la Productividad Total y
Productividad Periplasmatica. Los valores que pueden tomar los factores en la ecuacion se encuentran entre -1y
+1, es decir, los valores no son los reales si no que se encuentran estandarizados. Estos modelos sélo se utilizan

para maximizar las variables de respuesta.
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Tabla 27: Coeficientes de regresion del modelo lineal para factores e interacciones significativos sobre la
Productividad Total de la variante Cutinasa-(Y)3

Factor o Interaccion Coeficiente de regresion
Constante 14,89
E: Concentracion de triptona -3,25
BF: Densidad celular en el punto de induccién-Concentraciéon de glicerol 2,35
CE: Concentracion de inductor-Concentracion de triptona -7,21
DE: Concentracion de extracto de levadura-Concentracion de triptona -4,22

Productividad Total[U/h] = 14,89 — 3,25 * E + 2,35 * BF — 7,21 x CE — 4,22 * DE

El modelo ajusta en un 70,43% los datos experimentales. Este ajuste no es recomendado para determinar las
condiciones dptimas puesto que la estimacién no posee un nivel de precisién adecuado. El modelo no predice

correctamente comportamiento de las fermentaciones en base a las variables de entrada.

Tabla 28: Coeficientes de regresion del modelo lineal para factores e interacciones significativos sobre la
Productividad Periplasmatica de la variante Cutinasa-(Y)3

Factor o Interaccion Coeficiente de regresion
Constante 5,97
A: Temperatura de crecimiento/induccion 0,63
C: Concentracion de inductor -0,93
D:Concentracion de extracto de levadura -0,77
E: Concentracion de triptona -1,75
F: Concentracion de glicerol -1,74
AC: Temperatura-Concentracion de inductor -0,93
AD: Temperatura-Concentracion de extracto de levadura 2,30
BF: Densidad celular-Concentracion de glicerol 0,54
CE: Concentracion de inductor-Concentracion de triptona -1,39
DE: Concentracion de extracto de levadura —Concentracidn triptona -1,15

Productividad Periplasméatica[U/h] =
597+063*A—-093*xC—0,77«*D —1,75*E — 1,74 % F
—0,93*AC + 2,30 * AD + 0,54 * BF — 1,39 x CE — 1,15 * DE

El modelo ajusta en un 90,74% los datos experimentales.
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3.2.6.1.5 Condiciones para optimizar la Productividad

Las condiciones Odptimas se determinaron mediante la maximizaciéon de la variable de respuesta,
Productividad Total o Productividad Periplasmatica, sometiendo el modelo lineal a restricciones. Las restricciones

son los rangos de las variables, que en este caso son -1, inferior y +1, superior.
La maximizacion de las variables de salida, Productividad Total y Periplasmatica, corresponden a 31,93 [U/h] y
13,75 [U/h], respectivamente. Estos valores se obtienen bajo las siguientes condiciones segtin los modelos lineales

correspondientes:

Tabla 29: Condiciones 6ptimas para la Productividad Total y Periplasmatica de la variante Cutinasa-(Y)3

Productividad Total Productividad Periplasmatica

Factor Nivel del Estados real Nivel del Estados real

Factor del factor Factor del factor
Temperatura de crecimiento e induccién +1 37/25°C +1 37/25°C
Densidad optica en el punto de induccion -1 0,8 U AbSs00nm -1 0,8 U AbS00nm
Concentracion de inductor +1 0,5mM -1 0,1mM
Concentracion de extracto de levadura +1 20g/L +1 20g/L
E: Concentracion de triptona -1 10g/L -1 10g/L
F: Concentracidn de glicerol -1 0% v/v -1 0% v/v

El tratamiento que maximiza la Productividad Total, segin el modelo lineal, posee las mimas condiciones que
el experimento 14, el cual no presentan la mayor productividad total, ya que se encuentra en el tercer lugar
precedido por los tratamientos 15 y 3. Esto se debe a que el modelo ajusta los datos sélo en un 70,43% los datos

experimentales.

El tratamiento que maximiza la Productividad Periplasmatica de esta variante, segin el modelo lineal,
corresponde a un tratamiento que no se encuentra en la malla de experimentos. Pero es muy similar al
experimento que presenta la mayor productividad periplasmatica experimental, el tratamiento 12, que produce
13,56+/-1,98 [U/h]. Este tratamiento solo varia en la densidad celular en el punto de induccién de 0,8 a 1,5 U

Absgoonm.
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3.2.7 Rendimiento de la Variante Cutinasa-(Y)3

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para el Rendimiento Total y Periplasmatico de la

variante Cutinasa-(Y)3. Los resultados son presentados graficamente, el detalle se encuentra en el Anexo E.

Grafico 9: Rendimiento Total y Periplasmatico de la variante Cutinasa-(Y)3 bajo los tratamientos aplicados.
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Los tratamientos que sobrepasan el rendimiento total de 1,7 [U/mg Peso Seco] corresponden a los
tratamientos 6, 15 y 3, ordenados de mayor a menor rendimiento. Estos tratamientos coinciden en nivel del factor
concentracion de glicerol, 0,3% v/v (Alto). Este resultado es inverso al obtenido para el Rendimiento Periplasmaético,
donde le factor concentracion de glicerol es desfavorable (dificultad de retencion de proteinas periplasmatica en

presencia de glicerol).

Los tratamientos que presentan menor Rendimiento Total y Periplasmatico son los tratamientos 16, 9 y 13.
Estos tratamientos coinciden en la alta concentracion de extracto de levadura acompafiada de un alto nivel de
triptona o glicerol. Efecto nocivo de la alta concentracién de nutrientes para productividad y rendimiento de ambas
variantes.

A continuacidn se presenta el andlisis del Rendimiento Total y Periplasmatico, partiendo por la determinacién
de los efectos estimados de factores e interacciones, seguido del andlisis de significancia de los efectos, elaboracién

de un modelo lineal ajustado a los datos experimentales y finalmente optimizacidon del modelo.
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3.2.7.1 Andlisis estadistico del Rendimiento de la variante Cutinasa-(Y)3

3.2.7.1.1 Efectos de los factores sobre el Rendimiento

Los resultados obtenidos para los efectos estimados de los factores y de las interacciones sobre la

Rendimiento Total y Periplasmatico, para la variante Cutinsa-(Y)3, se presentan a continuacién.

Tabla 30: Efectos estimados de factores e interacciones sobre el Rendimiento Total y Periplasmatico de la
variante Cutinasa-(Y)3

Factor Efectos Efectos
Rendimiento Total Rendimiento Periplasmatico
A: Temperatura 0,06 -0,00
B: Densidad celular en el punto de induccion 0,09 0,01
C: Concentracion de inductor 0,20 -0,09
D: Concentracion de extracto de levadura -0,53 -0,26
E: Concentracion de triptona -0,37 -0,23
F: Concentracion de glicerol 0,16 -0,22
AB (CE Alias) -0,78 -0,14
AC (BE Alias) 0,02 -0,08
AD (EF Alias) 0,02 0,25
AE (BC-DF Alias) -0,01 0,08
AF (DE Alias) -0,35 -0,05
BD (CF Alias) 0,13 0,00
BF (CD Alias) 0,14 0,00
Error muestral +/-0,11 +/-0,02

Nota: Las interacciones presentan alias, es decir, los efectos de las interacciones se confunden, por ejemplo, la
interaccion AB, se confunde con la interaccion CE.
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3.2.7.1.2 Determinacién de efectos significativos sobre el Rendimiento

En el analisis de la varianza es posible observar que la significancia de los efectos para el Rendimiento Total y

Periplasmatico presentan mayores diferencias que las esperadas en base al estudio realizado para la Variante

Cutinasa-(WP)2, al igual que el fendmeno ocurrido con la productividad. En este caso es posible apreciar que los p-

valores indican que sélo 4 factores e interacciones son significativos para el Rendimiento Total, mientras que para

el Rendimiento Periplasmatico, 10 factores e interacciones son relevantes (Ver Tabla 31).

El andlisis de varianza para los efectos de los factores e interacciones sobre El Rendimiento Total y

Periplasmatico, variante Cutinasa-(Y)3, se presentan a continuacion.

Tabla 31: Tabla de ANOVA para la determinacion de efectos significativos sobre el Rendimiento Total y
Periplasmatico de la variante Cutinasa-(Y)3

Rendimiento Total

Rendimiento Periplasmatico

Factor

A: Temperatura

B: Densidad celular en el
punto de induccion

C: Concentracion de
inductor

D: Concentracion de
extracto de levadura

E: Concentracidon de
triptona

F: Concentracion de glicerol
AB (CE Alias)

AC (BE Alias)

AD (EF Alias)

AE (BC-DF Alias)

AF (DE Alias)

BD (CF Alias)

BF (CD Alias)

Bloques

Suma de
cuadrados
0,04

0,10

0,49

3,45

1,67

0,29
7,30
0,01
0,01
0,00
1,48
0,20
0,24
0,04

Coeficiente
F
0,32

0,74

3,57

24,78

12,03

2,12
52,52
0,04
0,03
0,01
10,62
1,46
1,71
0,15

P-Valor

0,5759
0,3965

0,0680

0,0000

0,0015

0,1552
0,0000
0,8477
0,8538
0,9083
0,0026
0,2360
0,2000
0,8599

Suma de
cuadrados
0,00

0,00

0,10

0,80

0,63

0,57
0,23
0,07
0,79
0,07
0,03
0,00
0,03
0,01

Coeficiente F

0,02
0,33

15,06

116,04

91,28

82,84
33,99
10,59
115,29
10,14
4,58
0,00
4,58
0,79

P-Valor

0,8765
0,5698

0,0005

0,0000

0,0000

0,0000
0,0000
0,0027
0,0000
0,0032
0,0400
0,9587
0,0400
0,4631
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3.2.7.1.3 Andlisis de efectos de factores e interacciones significativos

Tabla 32: Resumen de efectos de factores e interacciones significativos sobre Productividad y Rendimiento de la
variante Cutinasa-(Y)3

., Productividad Productividad Rendimiento Rendimiento
Factor o Interaccion . . . -
Total Periplasmatica Total Periplasmadtico
A: Temperatura + + + -
B: Densidad celular en el punto
. iy + - + +
de induccién

C: Concentracion de inductor

D: Concentracidon de extracto de
levadura

E: Concentracion de triptona

F: Concentracién de glicerol

AB (CE Alias)

AC (BE Alias)

AD (EF Alias)

AE (BC-DF Alias)

AF (DE Alias)
BD (CF Alias) + + + +
BF (CD Alias) + + + +

Nota: Los signos (+) y(-) indican el signo del efecto o interaccidn(Filas) sobre las distintas variables de
salida(Columnas). El color verde de la celda indica que el factor o interaccidn es positivo y significativo, mientras
que el color rosado indica que el factor es negativo y significativo sobre la variable.

Las variables de salida, para la variante Cutinasa-(Y)3 coinciden en el efecto significativo y negativo de 3

factores e interacciones.

Condiciones desfavorables para Productividad y Rendimiento

— Concentracién de triptona

— Concentracién de inductor — Concentracion de triptona

— Concentracién de extracto de levadura-Concentracion de triptona

Todas las interacciones desfavorables incluyen la alta concentracién de triptona en el medio de cultivo. El

efecto nocivo de este factor se ha asociado a la concentracién de aminoacidos que contiene, la cual no es siempre
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favorable (Donovan y col., 1996). A pesar de que el extracto de levadura también corresponde a un medio
complejo, su efecto negativo no es significativo, esto puede deberse a las diferencias en la composiciéon respecto de

la triptona, menor concentracién de aminodcidos y mayor concentracion de vitaminas y carbohidratos (Ver Anexo
F)
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3.2.7.1.4 Modelos lineales para el Rendimiento.

Los modelos propuestos, son lineales, ya que se cuenta sélo con 2 estados para los niveles de los factores. Los
coeficientes de regresion lineal son calculados en base a los resultados obtenidos para el Rendimiento Total y
Rendimiento Periplasmatico. Los valores que pueden tomar los factores, en la ecuacién, se encuentran entre -1y
+1, es decir, los valores no son los reales si no que se encuentran estandarizados. Estos modelos sélo se utilizan

para maximizar las variables de respuesta.

Tabla 33: Coeficientes de regresion del modelo lineal para factores e interacciones significativos sobre el
Rendimiento Total de la variante Cutinasa-(Y)3

Factor o Interaccion Coeficiente de regresion
Constante 0,92
D: Concentracion de extracto de levadura -0,27
E: Concentracion de triptona -0,19
CE: Concentracidon de inductor- Concentracion de triptona -0,39
DE: Concentracion de extracto de levadura-Concentracion de triptona -0,18

Rendimiento Total [U/mg Peso Seco] =
092-0,27+*D—-0,19xE —0,39xCE — 0,18 *x DE

El modelo ajusta en un 67,7% los datos experimentales. Ajuste inadecuado para realizar la optimizacién.

Tabla 34: Coeficientes de regresion del modelo lineal para factores e interacciones significativos sobre el
Rendimiento Periplasmatico de la variante Cutinasa-(Y)3

Factor o Interaccion Coeficiente de regresion
Constante 0,37
C: Concentracion de inductor -0,05
D: Concentracion de extracto de levadura -0,13
E: Concentracion de triptona -0,11
F: Concentracion de glicerol -0,11
AC: Temperatura-Concentracion de inductor -0,04
AD: Temperatura-Concentracion de extracto de levadura 0,13
BC: Densidad celular en el punto de induccidon-Concentracion de 004
inductor ’
BF: Densidad celular en el punto de induccion-Concentracion de glicerol 0,03
CE: Concentracion de inductor-Concentracion de triptona -0,07
DE: Concentracion de extracto de levadura —Concentracion de triptona -0,03

Rendimiento Periplasmético[U/mg Peso Seco] =
0,37 —0,05+C—0,13%D — 0,11 E — 0,11+ F — 0,04 * AC + 0,13 % AD + 0,04 * BC + 0,03 * BF — 0,07 * CE — 0,03 * DE

El modelo ajusta en un 91,46% los datos experimentales.
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3.2.7.1.5 Condiciones para optimizar el Rendimiento

Las condiciones 6ptimas se determinan mediante la maximizacidn de la variable de respuesta, Rendimiento
Total o Rendimiento Periplasmatico, sometiendo el modelo lineal a restricciones. Las restricciones son los rangos

de las variables que en este caso corresponden a -1, inferior; y +1, superior.
La maximizacidn de las variables de salida, Rendimiento Total y Periplasmatico, son 1,59 [U/mg Peso Seco] y
0,90 [U/mg Peso Seco], respectivamente. Estos valores se obtienen bajo las siguientes condiciones segun los

modelos lineales correspondientes:

Tabla 35: Condiciones 6ptimas para el Rendimiento Total y Periplasmatico de la variante Cutinasa-(Y)3

Rendimiento Total Rendimiento Periplasmatico
Nivel del Estados real Nivel del Estados real

Factor

Factor del factor Factor del factor
Temperatura de crecimiento e induccién +1 37/25°C -1 25/18°C
Densidad optica en el punto de induccion -1 0,8 U AbSs00nm +1 1,5 U Absgoonm
Concentracion de inductor +1 0,5mM +1 0,5mM
Concentracion de extracto de levadura -1 S5g/L -1 5g/L
E: Concentracion de triptona -1 10g/L -1 10g/L
F: Concentracidn de glicerol +1 0,3% v/v -1 0% v/v

Las condiciones dptimas para la Rendimiento Total corresponden a las condiciones del Tratamiento 6, el cual
presenta efectivamente el mayor rendimiento experimental 2,0 +/-0,14 [U/mg Peso Seco]. En cuanto al
Rendimiento Periplasmatico, las condiciones dptimas, segun el modelo, corresponden a las del Tratamiento 7, el

cual presenta, efectivamente, el mayor rendimiento, 0,90+/-0,10 [U/mg Peso Seco].

Es posible, al comparar las condiciones éptimas para cada variable de respuesta, notar un comportamiento
errdtico de la variante Cutinasa-(Y)3, en relacion a los resultados obtenidos para la variante Cutinasa-(WP)2, ya que
cada variable de salida presenta condiciones dptimas distintas. Lo anterior genera dificultades para establecer

cuales son las condiciones dptimas de cultivo.

Puesto que para la produccién industrial de proteinas recombinantes, la variable mas relevante corresponde
a la productividad, se seleccionan las condiciones del tratamiento 12 como las mas favorables, ya que permiten

obtener mayor productividad periplasmatica.
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3.3 OPTIMIZACION DEL MODO DE OPERACION

Se evaluaron 2 modos de operacién: batch y fed-batch.

Para comparar los modos de operacién se utilizaron las condiciones éptimas obtenidas para la Productividad
Periplasmatica de las variantes Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa-(Y)3, condiciones del Tratamiento 12, el cual fue
identificado como el éptimo tanto experimentalmente como mediante el analisis estadistico de datos.

Las condiciones de operacion se presentan en la Tabla 36.

Tabla 36: Condiciones de cultivo Batch y Fed-batch en fermentador (Biostat B)

Factores Unidad
Volumen Batch 900 ml
Volumen Fed bach inicial-final 750-1500 ml
Volumen del fermentador 2 L
Razon de inéculo 0,05 U AbSg00nm
Agitacion 200 rpm
Aireacién (Oxigeno) 4,5 L /min
pH 7 U de pH
Periodo de induccién 19-20 h
Temperatura de crecimiento / induccion 37/25 °C
Densidad celular en el punto de induccién 1,5 U Ab5600
Concentracion de inductor 0,1 mM
Composicion Batch
Concentracion extracto de levadura 20 g/L
Concentracion triptona 10 g/L
Cloruro de sodio 10 g/L
Composicion medio alimentado
Concentracion extracto de levadura 40 g/L
Concentracion triptona 20 g/L
Cloruro de sodio 10 g/L

A continuacidn se presentan los resultados obtenidos mediante la experimentacion
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3.3.1 Resultados Obtenidos de Fermentaciones Batch y Fed-bach de las Variantes

Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa-(Y)3

Los resultados son presentados en todas las formas llevadas a cabo:

— Matraz de 500 ml con 100 ml de medio de cultivo, proveniente de la optimizacién en matraces.
— Fermentador Biostat B en modo de operacion batch.
— Fermentador Biostat B en modo de operacion fed-batch.

Los resultados obtenidos para cada variante se presentan en las Tablas 37 y 38.

Tabla 37: Comparacion de modos de operacion para la variante Cutinasa-(WP)2

Caso Base Optimizacion Fermentador Fermentador
Matraz Operacion Batch Operacion Fed-batch
Volumen 1.500
[mlI] 100 100 900 Volumen Final
Porcentaje de cutinasa
contenida en el Periplasma 61,35 64,82 30,36 3,15
%
Produccion de cutinasa 573 19,25 28 87 11,48
[U/mlI]
Productividad Total Especifica 0,23 0,87 1,25 0,50
[U/h ml]
Productividad Periplasmatica
Especifica 0,14 0,56 0,38 0,16
[U/h ml]
Rendimiento Total
1,81 4,87 74 2,7

[U/mg Peso Seco] /8 /8 > 73
Rendimiento Periplasmatico 112 316 174 0,09

[U/mg Peso Seco]
Nota: Los mejores resultados para cada variable se encuentran en rosado.
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Tabla 38: Comparacion de modos de operacion en la variante Cutinasa-(Y)3

Caso Base Optimizacion Fermentador Fermentador
Matraz Operacion Batch Operacion Fed-batch

Volumen 100 100 900 1.500
[mi]
Porcentaje en Periplasma
% 51,02 75,91 20,62 3,43
Produccion

2,73 3,95 15,57 12,01
[U/ml] 7’ ’ ’ 7
Productividad Total Especifica 0,11 0,18 0,72 0,51
[U/h ml]
Productividad Periplasmatica
Especifica

14 1 2

[U/h ml] 0,06 o, 0,15 0,0
Rendimiento Total

0,99 0,85 3,04 2,88
[U/mg Peso Seco] ! ! ’ !
Rendimiento Periplasmatico 0,50 0,65 0,63 0,10

[U/mg Peso Seco]

Los mejores resultados para la variable Productividad fueron obtenidos mediante el modo de operaciéon batch
en fermentador Biostat B, para ambas variantes. La Productividad Total en el modo de fermentacion optimizado
genera 5,3 y 6,5 veces la cantidad producida en el Caso Base para las variantes Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa-(Y)3,

respectivamente.

Las condiciones entregadas por el fermentador Biostat B, tales como pH constante, aireacidn y agitacion
permiten mantener condiciones de dptimas de crecimiento: pH 7, disponibilidad de oxigeno disuelto y buena
distribucion de nutrientes a todas las células del cultivo; en consecuencia se genera una mayor produccion y
rendimiento bajo los modos de operacién analizados en el fermentador. Sin embargo, el porcentaje de la proteina
recombinante acumulado en el periplasma disminuye considerablemente en los modos de operacién con agitacion
y aireacidn, por lo cual, la Productividad Periplasmatica corresponde a 3,9 y 2,7 veces la cantidad producida en el
Caso Base, para las variantes Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa-(Y)3, respectivamente. Estos valores son menores al
compararlos con la Productividad Total, este resultado es esperado considerando las condiciones de aireacion,

agitacion y amplio periodo de induccidn (19-20 hrs).

El porcentaje acumulado en el periplasma disminuye, ain mas, al alimentar la fermentaciéon con medio fresco
al inicio la induccidn (cultivo fed-batch). Esto ocurre porque el aumento de la concentracion de nutrientes, en la
fase exponencial, provoca un incremento en la velocidad especifica de crecimiento. Este efecto, adicionado al de la
induccion, genera un incremento de la carga metabdlica transcripcional y traduccional y competencia por la

magquinaria secretora; por lo tanto, el metabolismo merma la produccién de proteinas que constituyen la
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membrana celular externa, debilitando su integridad y, a su vez, disminuyendo la capacidad de las bacterias para

mantener las proteinas secretadas en el periplasma (Backlund y col., 2008).

Al comparar la productividad y rendimiento de los cultivos batch y fed-batch, es posible notar que el cultivo
fed-batch no entrega mejores resultados. Esto se atribuye a la estrategia de alimentacidén, puesto que no
corresponde a una estrategia que permita controlar la velocidad especifica de crecimiento, sino que simplemente
es una alimentacion constante de nutrientes a partir del punto de induccién. La productividad depende de la
velocidad especifica de crecimiento y se presume que esto se encuentra relacionado con el efecto de la maquinaria
ribosomal en la velocidad de sintesis de proteinas. La concentracidn de ribosomas dentro de las células aumenta
con un incremento de la velocidad especifica de crecimiento, lo que permite a la células sintetizar proteinas
rapidamente, de ese modo mantiene constante la concentracidn interna de proteinas de crecimiento y mantencidn
(Shin y col.,2001). Por ello, establecer una estrategia que mantenga una velocidad especifica de crecimiento que
proporcione un balance entre la produccion de proteinas internas y de la proteina heterdloga es el objetivo del
cultivo fed-batch, ademas de la alta densidad celular final alcanzada por el cultivo que tiene directa relacion con los
niveles de productividad (Lee y Keasling, 2008). Estos objetivos no se cumplen mediante la estrategia de
alimentacidn aplicada. En base a lo anterior se recomienda utilizar como estrategia de alimentacidn la técnica pH-
stat, la cual corresponde a una metodologia de retroalimentacién indirecta basada en el aumento del pH debido al

agotamiento de las fuentes de carbono o una alimentacion exponencial.

La variante Cutinasa-(Y)3 presenta menor productividad y rendimiento que la variante Cutinasa-WP(2). Esta

observacion y otras seran discutidas en la siguiente seccion.
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3.4 ANALISIS DE LA VARIANTE CUTINASA-(Y)3

La variante Cutinasa-(Y)3 presenté variadas complicaciones analizadas a continuacion

3.4.1 Problematicas Presentadas por la Variante Cutinasa-(Y)3

Pérdida de viabilidad de los stock en medio sdlido y baja densidad celular de indculos

Los cultivos fueron elaborados a partir de indculos preparados en dos etapas: siembra en placas y preparacion
de indculo a partir de una colonia aislada de la placa como se muestra en la Seccién 2.2.3.1. La variante Cutinasa-
(WP)2 no presentd inconvenientes, los cultivos en placas duraron hasta un mes después de cultivadas mientras que
las placas que contenian la variante Cutinasa-(Y)3 presentaban colonias con poca consistencia y al preparar
indculos a partir de estas colonias se alcanzd una baja densidad celular, es decir, las células en las placas perdian

rapidamente su viabilidad.

Crecimiento lento en matraces en comparacion con la variante Cutinasa-(WP)2

Se realizaron cultivos de las variantes en medio LB sin induccién e iniciando la fermentacién a la misma
densidad celular. Durante el desarrollo de los cultivos se observd que el crecimiento de la variante Cutinasa-(Y)3
era mas lento, alejandose progresivamente de la curva de crecimiento de la variante Cutinasa-(WP)2. Por esta
razén fue dificil aplicar los tratamientos a ambas variantes en conjunto, ya que la variante Cutinasa-(WP)2
alcanzaba antes la densidad celular de induccién mientras que la variante Cutinasa-(Y)3 no la alcanzaba hasta horas
después. Puesto que el fendmeno fue observado antes de la induccidn de la produccién de las proteinas

recombinantes se descarta un efecto nocivo de la proteina Cutinasa-(Y)3 sobre la bacteria.

Menor productividad y rendimiento en comparacién con la cepa Cutinasa-(WP)2

Es posible observar que la produccion total, productividad y rendimiento son menores en la variante
Cutinasa-(Y)3 al compararla con la variante Cutinasa-(WP)2, ver Tablas 37 y 38 .En un comienzo la disminucién en
las Unidades de Actividad de Cutinasa producidas fue atribuida a un cambio en la actividad de la proteina
producida por esta variante como consecuencia del polipéptido adicionado (Y-Y-Y). No fue posible purificar las
muestras hasta un nivel donde se pudiera determinar la actividad especifica de las proteinas recombinantes, ya que
el proceso de purificacién a través de variadas cromatografias afecta la actividad de la enzima Cutinasa-(WP)2
(resultados no presentados), por lo tanto, no seria posible llevar a cabo la comparacién de la actividad especifica de
las proteinas recombinantes. Sélo se dispuso de los geles de SDS PAGE de la fraccidn periplasmatica de los distintos
tratamientos donde es posible notar que la diferencia en el volumen e intensidad de las bandas que identifican a
Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa(Y)3 es proporcional al la diferencia de actividad presentada por las variantes como

muestra la llustracion 6.
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Al realizar un andlisis, normalizando el volumen e intensidad de las bandas a través del uso de programa
ImageQuant TL, se determind que la proteina Cutinasa-(Y)3 no presenta variaciones en la actividad en relacién a la

proteina recombinante Cutinasa-(WP)2. A continuacién se presenta el analisis realizado.

19.000 \

llustracion 6: Resultados para la Productividad Periplasmatica del tratamieto 12. La ilustracion muestra la
deteccidn de los carriles en el gel de poliacrilamida (azul), las bandas (rojo) y los pesos moleculares del marcador
de peso molecular (amarillo). Carriles 2-4 fraccion periplasmatica de las réplicas de la variante Cutinasa-(WP)2.
Carriles 5-7 fraccion periplasmatica de las réplicas de la variante Cutinasa-(Y)3.

Los resultados obtenidos mediante el analisis del gel de SDS PAGE de la fraccion periplasmatica son los

siguientes.
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Tabla 39: Resultados del andlisis de imagen para el gel SDS PAGE

Analisis de Imagen programa Anadlisis Unidades Totales
ImageQuant TL Resultados obtenidos
Variantes y réplicas Normalizacion del Normalizacién de Cutinasa
volumen e intensidad de bandas periplasmatica
% %
1 Cutinasa -(WP)2 100,00 100,00
2 Cutinasa -(WP)2 79,44 77,94
3 Cutinasa -(WP)2 84,25 92,64
Promedio 89,72 88,97
Desviacion estandar 10,75 11,23
1 Cutinasa -(Y)3 26,70 21,91
2 Cutinasa -(Y)3 28,88 24,71
3 Cutinasa -(Y)3 23,52 18,38
Promedio 27,79 23,31
Desviacion estandar 2,70 3,17

Nota: La normalizacion tanto del Volumen de Banda como de la Actividad Cutinasa se determiné considerando la
primera muestra, réplica 1 de Cutinasa-(WP)2 como 100%.

Los valores presentados en la Tabla 39 permiten determinar que no hay un efecto sobre la actividad de la
proteina al comparar las variantes, ya que la relacién Volumen e intensidad (WP)2/ Volumen e intensidad (Y)3
corresponde a 3,23 + 0,15 y la relacién Unidades de actividad (WP)2 / Unidades de actividad (Y)3 es 3,82 + 0,19. Es
decir, el cambio en la cantidad producida en miligramos de proteina es proporcional al cambio en las Unidades de
Actividad Cutinasa medida. Por lo tanto, la disminuciéon en la productividad y rendimiento que presenta la variante

Cutinasa-(Y)3 se puede atribuir, principalmente, a una menor produccidn en miligramos de proteina.

Dificil determinacion de condiciones éptimas de cultivo

El comportamiento de la variante Cutinasa-(WP)2 permitid elaborar modelos lineales con un porcentaje de
ajuste sobre el 85% para todas las variables de salida, Productividad y Rendimiento Total y Periplasmatico, por lo
cual fue posible predecir el comportamiento de la variable utilizando estos modelos. Por el contrario, en el caso de
la variante Cutinasa-(Y)3 la Productividad y Rendimiento total presentaron porcentajes de ajuste del modelo lineal
inferiores al 70%, lo cual impidid estimar correctamente los valores de las variables de salida, es decir, no fue
posible predecir el comportamiento de la variante en base al modelo, por lo tanto, tampoco fue posible establecer

las condiciones 6ptimas a partir de este.
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3.4.2 Transformaciéon de cepa proveniente de stock original para produccion de

Cutinasa-(Y)3.

En base a las observaciones anteriormente mencionadas, la inestabilidad de la variante Cutinasa-(Y)3 no se
atribuye a una pérdida de actividad de la proteina recombinante o un efecto nocivo de la proteina producida sobre
el microorganismo productor. Por lo tanto, se propone que la problematica es originada por la cepa hospedera
utilizada en la transformacion, la cual puede presentar mutaciones indefinidas. Para verificar lo anterior se extrajo
el plasmidio de la variante Cutinasa-(Y)3, cultivada en tubos den ensayo con medio LB y ampicilina; y se
transformaron nuevas células electrocompetentes provenientes del stock original de la cepa BL21(DE3). Los

resultados obtenidos se presentan en las Tablas 40 y 41.

Tabla 40: Resultados para nuevas transformadas Cutinasa-(Y)3 y cepas originales. Tratamiento 12.

Produccién Total Productividad Rendimiento
Actividad Proteinas Porcentaje Productividad Productividad Rendimiento Rendimiento
Total Totales Periplasma Total Periplasma Total Periplasma

Nuevas o [U Totales/ [U Peripasma/
Transformadas v Me % u/h u/h mg Peso Seco] mg Peso Seco]
Cutinasa-(Y)3-1 1526,12 16,88 70,58 69,37 48,96 3,70 2,61
Cutinasa-(Y)3-2 1656,28 10,06 65,62 75,29 49,41 4,09 2,69
Promedio
Nueva 1591,20 17,47 68,10 72,33 49,18 3,90 2,65
Transformada
Desviacion 92,03 0,83 3,50 4,18 0,31 0,28 0,05
Estandar
Cutinasa-
(WP)2 1925,76 23,82 64,82 86,88 56,45 4,87 3,16
Desviacion 103,40 1,12 4,94 4,66 7,03 0,31 0,42
Estandar
Cutinasa-(Y)3 395,08 16,48 75,91 17,82 13,56 0,85 0,65
Desviacion 47,57 0,33 2,07 2,15 1,98 0,11 0,10
Estandar

Nota: Cutinasa-(Y)3-1: Cepa transformada con el plasmidio proveniente del cultivo 1. Cutinasa —(Y)3-2: Cepa
transformada con el plasmidio proveniente del cultivo 2. Cutivo 1y 2 realizados bajo las mimas condiciones.
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Tabla 41: Resultados para nuevas transformadas Cutinasa-(Y)3 y cepas originales. Tratamiento 4.

Produccién Total

Productividad

Rendimiento

Nuevas
Transformadas
Cutinasa-(Y)3-1
Cutinasa-(Y)3-2
Promedio
Nueva
Transformada
Desviacion
Estandar
Cutinasa-
(WP)2
Desviacion
Estandar
Cutinasa-(Y)3
Desviacion
Estandar

Actividad
Total

u

493,68
552,02

522,85

41,26
506,49

43,31
145,28
11,98

Proteinas
Totales

Mg

13,16
12,36

12,76

50,56
11,06

0,50
8,07
0,21

Porcentaje
Periplasma

%

53,55
56,17

54,86

1,85
59,63

4,79
55,22
0,64

Productividad Productividad
Total Periplasma
u/h u/h
19,75 10,58
22,08 12,40
20,91 11,49
1,65 1,29
21,10 12,63
1,80 1,95
6,05 3,34
0,50 0,27

Rendimiento Rendimiento

Total Periplasma
[U Totales/ [U Peripasma/
mg Peso Seco] mg Peso Seco]
1,63 0,87
2,01 1,13
1,82 1,00
0,27 0,18
3,44 2,06
0,34 0,35
0,53 0,29
0,03 0,02

Nota: Cutinasa-(Y)3-1: Cepa transformada con el plasmidio proveniente del cultivo 1. Cutinasa —(Y)3-2: Cepa
transformada con el plasmidio proveniente del cultivo 2. Cutivo 1 y 2 realizados bajo las mimas condiciones.

A partir de las Tablas 40 y 41 es posible apreciar que las nuevas transformadas muestran productividad y

rendimiento mas cercano a la variante Cutinasa-(WP)2 que a la variante Cutinasa-(Y)3, por lo cual se infiere que las

problematicas presentadas por la variante deben ser atribuidas a la cepa electrocompetente transformada.

Se recomienda extraer el plasmidio de la nueva variante y determinar, mediante la secuenciacion nucleotidica

del plasmidio, si este contiene el inserto de la secuencia para la produccién de la proteina recombinante Cutinasa-

(Y)3, lo cual validaria la hipdtesis que justifica el comportamiento erratico de la variante.
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3.5 RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer un estudio aislado de los factores no asociados a la composicién de medio de cultivo y
determinar experimentalmente, es decir, no a partir de bibliografia como se hizo en el presente Trabajo de Titulo,
niveles de los factores temperatura de crecimiento y temperatura de induccion, densidad celular en el punto de
induccion y concentracion de inductor; que presenten diferencias significativas en la expresion de las proteinas
recombinantes al ser estudiados en forma independiente para el sistema microorganismo hospedero-vector de

expresidn-proteina recombinante, en particular.

Por otro lado, se sugiere seleccionar 3 niveles para cada factor en estudio de modo que sea posible obtener
informacion mas detallada respecto de las interacciones de los factores, ya que mediante el estudio con 2 niveles
llevado a cabo sélo fue posible generar modelos lineales que entregan como soluciéon a la optimizacidon uno de los
dos estados de los niveles y no puntos intermedios, como consecuencia de la informacidn restringida que se posee,
bajo nimero de niveles. En cambio, para un elevado nimero de niveles en estudio es posible establecer modelos
polinomiales que permiten encontrar condiciones de cultivo 6ptimas entre los niveles establecidos que no se
encuentran en la malla de experimentos del disefio experimental y que posiblemente entreguen mejor

productividad de las proteinas recombinantes.

Considerando que continle la investigacion sobre condiciones dptimas de cultivo que optimicen la
produccion de cutinasa recombinantes se recomienda extraer el plasmidio de la nueva variante Cutinasa-(Y)3 y
determinar, mediante la secuenciacion nucleotidica del plasmidio, si este contiene el inserto de la secuencia para la
produccion de la proteina recombinante Cutinasa-(Y)3 para evitar las problematicas acaecidas en el presente

Trabajo de Titulo.

En cuanto a los modos de operacidn, se recomienda hacer un estudio exhaustivo que permita determinar las
condiciones bajo las cuales se pueda realizar un cultivo fed-batch de alta densidad con la finalidad de obtener

cultivos con mayor productividad.
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CONCLUSIONES

Se logré optimizar la Productividad y Rendimiento de ambas variantes alcanzando una Produccién de 28.870
[U/L] de Cutinasa-(WP)2 y 15.570 [U/L] de Cutinasa-(Y)3. La Productividad Total Especifica fue 5,3 y 6,5 veces la
cantidad producida en el Caso Base y 116,8 y 64,9 veces la cantidad producida por el caso menos favorable, para las
variantes Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa-(Y)3, respectivamente. El Rendimiento 6ptimo presentd valores de 6,5y 3,1
veces la cantidad producida en el Caso Base y 114,8 y 24,6 veces la cantidad producida por el caso menos

favorable, para las variantes Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa-(Y)3, correspondientemente.

Mediante busqueda bibliografica fue posible establecer variados factores que afectan la productividad y/o
rendimiento en la produccion de proteinas recombinantes en E. coli. Los factores y niveles, bajo y alto,
seleccionados para llevar a cabo el estudio fueron: temperatura de crecimiento y temperatura de induccion,
25°C/18°C y 37°C/25°C; densidad celular en el punto de induccién, 0,8 y 1,5 U Absggnm; concentracion de inductor,
0,1 y 0,5 mM IPTG; concentracion de extracto de levadura, 5y 20 g/L; concentracién de triptona, 10 y 15g/L y

concentracion de glicerol 0y 0,3 % v/v.

Se determind que todos los factores analizados, temperatura de crecimiento e induccién, densidad celular en
el punto de induccién y composicién del medio de cultivo; tienen efectos significativos sobre la productividad y/o
rendimiento de cutinasas recombinantes, Cutinasa-(WP)2 y Cutinasa(Y)3, en cultivos de E. coli BL21(DE3), dicha
conclusién se logré en base al analisis estadistico de los resultados obtenidos mediante un disefio experimental

. . . 6-2
factorial fraccionario 2, " °.

A partir del estudio anteriormente mencionado es posible concluir que la densidad celular en el punto de
induccion, tiene un efecto positivo y significativo sobre la productividad y rendimiento total de ambas variantes. El
analisis de este factor permitié determinar que al inducir la produccién de la proteina recombinante al finalizar el
primer tercio del crecimiento bacteriano, la productividad total de los cultivos aumenta sustancialmente. Este

factor interactla con la concentracién de extracto de levadura.

Adicionalmente se tiene que la concentracién de inductor agregada al medio de cultivo tiene un efecto
negativo sobre la productividad, atribuido a la carga metabdlica que genera en las bacterias, la cual se encuentra
fuertemente ligada al colapso de la maquinaria transcripcional, traduccional y secretora, es decir, la maquinaria
asociada la sintesis de proteinas periplasmaticas y de membrana. Por la misma razdn, la alta concentracién de
inductor es nociva para el porcentaje de proteina heteréloga retenida en el periplasma de las bacterias, ya que la

integridad de la membrana externa de las células se encuentra disminuida.
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También es posible indicar que la alta concentracién de fuentes de carbono, aminodcidos, vitaminas y sales
inorganicas, tales como extracto de levadura y triptona, menguan la productividad y rendimiento de cutinasa en
ambas variantes. Si se adiciona glicerol, a la alta concentracién de los compuestos anteriormente nombrados, la
densidad final alcanzada por el cultivo incrementa, pero la produccién de la proteina recombinante baja
considerablemente, por lo tanto, la alta concentracién de nutrientes tiene un efecto nocivo sobre la produccién de

la proteina recombinante, lo cual no era un efecto esperado.

Gracias a los antecedentes anteriores la optimizacion de los modelos estadisticos lineales, obtenidos
mediante al analisis del los resultados del disefio experimental, permitieron determinar las condiciones que

optimizan la productividad y rendimiento de la proteina recombinante Cutinasa-(WP)2.

El comportamiento erratico de la variante Cutinasa-Y(3), no permitié establecer las condiciones 6ptimas para
la Productividad y Rendimiento Total de la proteina recombinante, ya que los modelos matematicos no ajustaron
apropiadamente los resultados obtenidos mediante la experimentacidn, perdiendo solidez en el resultado de la
optimizacién. Se propone que las problematicas del andlisis de esta variante son producto de la procedencia de la

cepa BL21(DE3) electrocompetente tranformada y productora de cutinasa-(Y)3.

La comparacién de los modos de operacion permitié establecer que el modo de operacion batch es éptimo
para la produccidn de cutinasa recombinante al compararlo con el cultivo fed-batch con estrategia de alimentacion
constante, ya que presenta una mayor Productividad Total Especifica y Rendimiento que la del fermentador

operando en modo fed-batch.
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6.1 ANEXO A: SOLUCIONES STOCK Y MEDIOS DE CULTIVO

Soluciones stock

IPTGO,5M
Se prepararan 5ml de una solucién de ITPG a una concentracién de 0,5M en agua Milli-Q estéril. Se esteriliza
por filtracidn con un tamafio de poro de 0,2um (Sartorius, Hannover-Alemania) y se almacena a -202C en

volumenes de 1ml.
Ampicilina 100mg/ml|
Se prepara una solucién stock de ampicilina 100mg/ml en agua Milli-Q estéril. Se esteriliza por filtracidn

mediante un filtro con un tamafio de poro de 0,2 um y se almacena a -202C en volimenes de 1ml.

Medios de cultivo

Medio de Cultivo Sélido (Placas LB con ampicilina)

Se agrega 1,5 gr de agar a 100ml de medio LB, se esteriliza en autoclave y se deja enfriar a 502C. Se agrega
ampicilina para obtener una concentracién final de 100 pg/ml (100 pl del stock de ampicilina de 100 mg/ml) y se
reparte el contenido en cuatro placas de petri estériles. Se dejan gelificar, se sellan con parafilm (Pechiney, Chicago,

IL-USA).Luego se guardan a 42C.

Medios de Cultivo Liquidos

Los medios de cultivo se preparan segun la composicion especifica de nutrientes de cada experimento segun

el disefio experimental (Ver Tabla 6). El volumen se lleva a 1.000ml con agua Milli-Q y se esteriliza por autoclave.

Previa a su utilizacion se le agrega ampicilina estéril a una concentracion final de 100 pg/ml.
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6.2 ANEXO B: CURVAS DE CALIBRACION PARA ENSAYO DE PROTEINS TOTALES.

Grafico 10: Curva de calibracién 7 Abril 2009.
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6.3 ANEXO C: GELES SDS PAGE.

6.3.1 Tratamientos mayor productividad. Cutinasa-(WP)2

kDa Marker (WP)2-1 (WP)2-2 (WP)2-3
117
85

48
34
26

Cutinasa-(WP)2
19

llustracidn 7: Gel poliacrilamida. Tratamiento 12. Cutinasa-(WP)2 . Marker, marcador de peso molecular. (WP)2-1,
fraccion periplasmatica del cultivo de las variante Cutinasa-(WP)2- réplica 1. (WP)2-2, fraccion periplasmatica del
cultivo de las variante Cutinasa-(WP)2- réplica 2. (WP)2-3, fraccidon periplasmatica del cultivo de las variante

Cutinasa-(WP)2- réplica 3.

kDa Marker (WP)2-1 (WP)2-2 (WP)2-3
117 : N

85 | .::;}
—_———

26 : ==
\ &

Cutinasa-(WP)2

34

19

_» /

llustracién 8: Gel poliacrilamida. Tratamiento 7. Cutinasa-(WP)2

kDa  Marker (WP)2-1 (WP)2-2 (WP)2-3

117
85

48

34

26

<—

~ Cutinasa-(WP)2
19

llustracidn 9: Gel poliacrilamida. Tratamiento 7. Cutinasa-(WP)2
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6.3.2 Tratamientos menor productividad. Cutinasa-(WP)2

kDa Marker (WP)2-1 (WP)2-2 (WP)2-3

117
85

48

34

26

‘—

Cutinasa-(WP)2

19

llustracién 10: Gel poliacrilamida. Tratamiento 9. Cutinasa-(WP)2

kDa Marker (WP)2-1 (WP)2-2 (WP)2-3

L .

48 TN

34 L oand

26 re— |

19 Cutinasa-(WP)2

llustracidn 11: Gel poliacrilamida. Tratamiento 10. Cutinasa-(WP)2

kDa Marker (WP)2-1 (WP)2-2 (WP)2-3

117
85

48

34

26
<—

19 Cutinasa-{(WP)2

llustracidn 12: Gel poliacrilamida. Tratamiento 16. Cutinasa-(WP)2
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6.3.3 Tratamientos mayor productividad. Cutinasa-(Y)3

kDa  Marker ()31 (1)3-2 (V)3-3

117

85

48

34

26

19

¢ 8
~ Cutinasa-(Y)3

llustracion 13: Gel poliacrilamida. Tratamiento 12. Cutinasa-(Y)3. Marker, marcador de peso molecular. (Y)3-1,
fraccién periplasmatica del cultivo de las variante Cutinasa-(Y)3- réplica 1. (Y)3-2, fraccidn periplasmatica del cultivo
de las variante Cutinasa-(Y)3- réplica 2. (Y)3-3, fraccién periplasmatica del cultivo de las variante Cutinasa-(Y)3-

réplica 3.

kDa  Marker (¥)3-1 (¥)3-2 (¥)3-3
117
85

48

34
26

Cutinasa-(¥)3

llustracion 14: Gel poliacrilamida. Tratamiento 7. Cutinasa-(Y)3

kDa Marker (Y)3-1 (Y)3-2 (Y)3-3
117
85

48

34

26
Cutinasa-Y(3)

19

llustracién 15: Gel poliacrilamida. Tratamiento 14. Cutinasa-(Y)3
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6.3.4 Tratamientos menor productividad. Cutinasa-(Y)3

kDa parker (Y)3-1 (¥)3-2 (Y)3-3

117 il -
85

48

34

26
Cutinasa-(Y)3

. I ‘.. .

19

Ilustracién 16: Gel poliacrilamida. Tratamiento 9. Cutinasa-(Y)3

kDa Marker (Y)3-1 (¥)3-2 (¥)3-3

117
85

48
34

26
19 Cutinasa-(¥)3

llustracidn 17: Gel poliacrilamida. Tratamiento 16. Cutinasa-(Y)3

kDa Marker (Y)3-1 (¥)3-2 (Y)3-3

117 -

85 p—

48 - -

34 b — ——— -

26 Y s e

19 . ‘ Cutinasa-(Y)3

Ilustracion 18: Gel poliacrilamida. Tratamiento 13. Cutinasa-(Y)3
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6.4 ANEXO D: MEMORIA DE CALCULO

Los experimentos fueron realizados de acuerdo a la malla de tratamientos presentada en la Tabla 6, en forma

aleatoria.

Los datos recopilados en cada experimento corresponden a:

Duracién de la fermentacion (periodo pre y post-induccion medido en horas)
Densidad 6ptica final del cultivo (U Absgg)
Volumen de fracciones “Extracelular”, “Lavado Buffer TES” y “Periplasma” (ml)

Unidades de actividad contenida en cada fraccion (U/ml)

Vel

Proteinas totales contenidas en cada fraccién (mg/ml)

Mediante estos datos fue posible calcular:

Unidades de actividad totales en cada fraccion

Unidades totales de actividad en cada fraccion[U] =

Unidades de actividad en la fraccién[U/ml] = Volumen de la fraccion[ml]

Unidades totales de actividad

Unidades totales de actividad [U] =
Unidades de actividad EXT[U] + Unidades de actividad TES[U] + Unidades de actividad PERI[U]

Proteinas totales en cada fraccion

Proteinas totales [mg] =

Protefnas en la fraccién [mg/ml] = Volumen de la fraccion|ml]
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Proteinas Totales

Proteinas totales [mg] =

Proteinas EXT[mg] + Proteinas TES[mg] + Proteinas PERI[mg]

Porcentaje de unidades de actividad contenidas en el periplasma

p tai Peripl % Unidades de Actividad PERI[U] 100
= *
oreentaje en FEMPHASMA™ = Unidades Totales de Actividad[U]

Productividad total

Unidades de Actividad Total
Horas de fermentacion

Productividad Total [U/h] =

Productividad Periplasmatica

Unidades de Actividad PERI

Productividad Total = —
Horas de fermentacion

Rendimiento Total

Unidades de Actividad Totales
mg de Peso Seco Bacterias

Rendimiento[U/mg Peso Seco] =

Rendimiento Periplasma

Unidades de Actividad PERI
mg de Peso Seco Bacterias

Rendimiento[U/mg Peso Seco] =
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6.5 ANEXO E: RESULTADOS DETALLADOS DE CADA EXPERIMENTO.

Caso Base
Produccioén por Fracciones Produccién Total Productividad Rendimiento
Caso Base Induccién Peso Fraccién Fraccién Fraccién Actividad Proteinas Proteina Porcentaje | Productividad Productividad Rendimiento Rendimiento
Martes 14 Julio Final Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 [mg] u mg u Mg u mg u mg U/mg % U/h U/h nEEPTeZ:)aslszé I [ig;g::?;/
Cutinasa-(WP)2_1 1,52 302,21 | 87,92 3,85 169,73 1,52 34435 6,33 602,00 11,69 51,49 57,20 24,57 14,06 1,99 1,14
Cutinasa-(WP)2_2 1,70 360,33 | 99,55 4,61 133,82 1,63 279,07 6,72 512,45 12,95 39,56 54,46 20,92 11,39 1,42 0,77
Cutinasa-(WP)2_3 1,59 301,05 | 69,56 3,76 97,92 1,05 439,01 6,52 606,49 11,33 53,52 72,38 24,75 17,92 2,01 1,46
Promedio (WP)2 1,60 321,20 | 85,68 | 4,07 | 133,82 | 1,40 | 354,14 | 6,52 573,65 11,99 48,19 61,35 23,41 14,45 1,81 1,12
Desviacién Estandar 0,09 33,89 | 15,12 | 0,46 | 3590 | 0,30 | 80,42 | 0,20 53,05 0,85 7,54 9,66 2,17 3,28 0,34 0,34
Cutinasa-(Y)3_1 1,55 274,31 | 77,93 3,76 73,44 1,22 130,56 3,77 281,93 8,76 32,20 46,31 11,51 5,33 1,03 0,48
Cutinasa-(Y)3_2 1,56 273,93 | 67,12 3,42 48,47 0,73 14198 3,68 257,57 7,84 32,86 55,12 10,51 5,80 0,94 0,52
Cutinasa-(Y)3_3 1,61 277,03 | 69,36 3,60 6528 090 143,62 4,16 278,26 8,67 32,10 51,61 11,36 5,86 1,00 0,52
Promedio (Y)3 1,57 275,09 | 71,47 | 3,59 | 62,40 | 0,95 | 138,72 | 3,87 272,58 8,42 32,39 51,02 11,13 5,66 0,99 0,50
Desviacidn Estandar 0,03 1,69 571 | 0,17 | 12,73 | 0,25 7,11 0,26 13,13 0,51 0,41 4,44 0,54 0,29 0,05 0,02

104




Anexos

Tratamiento 1

Produccién por Fracciones Produccion Total Productividad Rendimiento
Tratamiento 1 Induccion Peso Fraccion Fraccién Fraccién Actividad Proteinas Proteina Porcentaje Productividad Productividad Rendimiento Rendimiento
Jueves 9 Julio Final Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 [mg] U mg u mg u mg u mg U/mg % U/h uU/h rTELgJPLZZaSI:zé] [igs(;g::?;/
Cutinasa-(WP)2_1 0,95 328,17 | 59,98 4,08 46,19 0,34 633,22 4,27 | 739,38 8,69 85,09 85,64 33,11 28,35 2,25 1,93
Cutinasa-(WP)2_2 0,92 318,48 | 59,77 4,10 34,30 0,26 532,03 3,89 626,11 8,25 75,87 84,97 28,03 23,82 1,97 1,67
Cutinasa-(WP)2_3 0,79 339,41 | 56,92 4,17 53,53 0,39 522,24 431 632,69 8,87 71,33 82,54 28,33 23,38 1,86 1,54
Promedio (WP)2 0,88 328,69 | 58,89 | 4,12 | 44,67 | 0,33 | 562,50 | 4,16 666,06 8,60 77,43 84,39 29,82 25,19 2,03 1,71
Desviacion Estandar 0,88 10,47 1,71 | 0,05 | 9,70 | 0,07 | 61,44 | 0,23 63,58 0,32 7,01 1,63 2,85 2,75 0,20 0,20
Cutinasa-(Y)3_1 0,78 278,96 | 22,64 502 1599 0,53 218,69 5,24 257,33 10,79 23,85 84,98 10,65 9,05 0,92 0,78
Cutinasa-(Y)3_2 0,80 290,59 | 19,18 7,46 12,73 0,54 285,60 5,28 317,51 13,28 23,92 89,95 13,14 11,82 1,09 0,98
Cutinasa-(Y)3_3 0,78 372,34 | 41,21 7,00 16,81 0,45 274,18 5,47 332,19 12,92 25,71 82,54 13,75 11,35 0,89 0,74
Promedio (Y)3 0,78 313,96 | 27,68 | 6,49 | 15,18 | 0,50 | 259,49 | 5,33 302,34 12,33 24,49 85,82 12,51 10,74 0,97 0,83
Desviacién Estandar 0,01 50,89 | 11,85 | 1,29 | 2,16 | 0,05 | 35,79 | 0,12 39,67 1,35 1,05 3,78 1,64 1,48 0,11 0,13
Tratamiento 2
Produccioén por Fracciones Produccion Total Productividad Rendimiento
Tratamiento 2 Induccién Peso Fraccién Fraccién Fraccién Actividad | Proteinas Proteina Porcentaje Productividad Productividad Rendimiento Rendimiento
Martes 7 Abril Final Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 [mg] u mg U mg U mg u mg U/mg % U/h U/h rTEléJPLC;:)aSI:z{)] [rUngs:spcigse?oa]/
Cutinasa-(WP)2_1 0,81 332,04 | 368,83 7,90 71,73 1,44 272,54 4,04 713,10 13,38 53,29 38,22 32,41 12,39 2,15 0,82
Cutinasa-(WP)2_2 0,93 359,94 | 340,27 8,32 114,32 1,84 212,16 2,97 666,75 13,12 50,81 31,82 30,31 9,64 1,85 0,59
Cutinasa-(WP)2_3 0,88 328,17 | 297,84 6,92 8552 1,13 292,13 3,71 675,48 11,77 57,40 43,25 30,70 13,28 2,06 0,89
Promedio (WP)2 0,87 340,05 | 335,65 | 7,71 90,52 1,47 | 258,94 | 3,57 685,11 12,76 53,84 37,76 31,14 11,77 2,02 0,77
Desviacién Estandar 0,06 17,33 35,72 | 0,72 | 21,73 | 0,35 | 41,68 | 0,55 24,63 0,87 3,33 5,73 1,12 1,89 0,15 0,16
Cutinasa-(Y)3_1 0,80 368,85 | 141,98 5,26 67,65 1,10 225,22 3,87 434,85 10,23 42,50 51,79 19,77 10,24 1,18 0,61
Cutinasa-(Y)3_2 1,18 383,19 | 158,71 5,45 88,05 1,29 259,49 4,55 506,25 11,29 44,85 51,26 23,01 11,79 1,32 0,68
Cutinasa-(Y)3_3 0,77 375,05 | 150,55 5,20 99,96 1,28 189,31 2,89 439,82 9,37 46,92 43,04 19,99 8,61 1,17 0,50
Promedio (Y)3 0,92 375,70 | 150,42 | 5,31 | 85,22 | 1,22 | 224,67 | 3,77 460,31 10,30 44,76 48,70 20,92 10,21 1,22 0,60
Desviacion Estandar 0,23 7,19 8,36 0,13 | 16,34 | 0,10 | 35,09 | 0,83 39,86 0,96 2,21 4,90 1,81 1,60 0,08 0,09

105




Anexos

Tratamiento 3

Produccion por Fracciones Produccion Total Productividad Rendimiento
T;::Z::::ozs Induccién Pfaso Fraccién. Fraccién Buffer Fr.accién Actividad | Proteinas Prote:l’r}a PorFentaje Productividad Prodgctividad Rendimiento Ren(.jimiento
Septiembre Final Caldo Cultivo TES Periplasma Total Totales | Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 [mg] u mg U mg u mg U mg U/mg % uU/h u/h rrE&LgJPTeosZaslzzé] [:;s;ls’z::::qoa]/
Cutinasa-(WP)2_1 1,45 358,00 | 550,80 10,90 | 84,86 3,12 257,86 7,18 | 893,52 21,20 42,15 28,86 35,04 10,11 2,50 0,72
Cutinasa-(WP)2_2 1,53 346,38 | 718,08 11,03 | 78,34 3,10 297,02 7,04 | 1093,44 21,18 51,62 27,16 42,88 11,65 3,16 0,86
Cutinasa-(WP)2_3 1,51 364,20 | 642,60 12,61 | 71,32 3,21 261,12 7,19 975,04 23,01 42,38 26,78 38,24 10,24 2,68 0,72
Promedio (WP)2 1,49 356,20 | 637,16 | 11,52 | 78,17 3,14 272,00 | 7,14 | 987,33 21,80 45,38 27,60 38,72 10,67 2,78 0,76
Desviacion Estandar 0,04 9,05 83,77 | 0,96 | 6,77 0,06 21,73 | 0,08 | 100,53 1,05 5,40 1,11 3,94 0,85 0,34 0,08
Cutinasa-(Y)3_1 1,47 370,01 | 510,00 14,10 | 46,19 2,11 202,37 6,05| 758,55 22,26 34,08 26,68 29,75 7,94 2,05 0,55
Cutinasa-(Y)3_2 1,45 377,38 | 440,64 11,16 | 34,76 1,91 231,74 6,71 | 707,15 19,78 35,74 32,77 27,73 9,09 1,87 0,61
Cutinasa-(Y)3_3 1,47 393,26 | 473,28 12,27 | 33,29 2,19 218,69 6,26 | 725,26 20,72 35,01 30,15 28,44 8,58 1,84 0,56
Promedio (Y)3 1,46 380,22 | 474,64 | 12,51 | 38,08 2,07 217,60 | 6,34 | 730,32 20,92 34,94 29,87 28,64 8,53 1,92 0,57
Desviacién Estandar 0,01 11,88 | 34,70 | 1,49 | 7,06 0,14 14,72 | 0,34 26,07 1,25 0,83 3,06 1,02 0,58 0,11 0,04
Tratamiento 4
Produccion por Fracciones Produccioén Total Productividad Rendimiento
Tratamiento 4 Induccién Peso Fraccién Fraccién Fraccién Actividad | Proteinas | Proteina | Porcentaje | Productividad | Productividad | Rendimiento Rendimiento
Jueves 8 Octubre Final Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales | Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 [mg] u mg u mg u mg u mg U/mg % U/h U/h nEgPTeZZaSI:zé] [ig:‘;ggzg‘;/
Cutinasa-(WP)2_1 1,43 147,23 161,16 | 550 55,57 1,49 317,02 4,64 | 533,75 11,63 45,88 59,39 22,24 13,21 3,63 2,15
Cutinasa-(WP)2_2 1,45 149,56 159,12 | 5,12 46,51 1,57 250,92 4,11 | 456,55 10,80 42,26 54,96 19,02 10,46 3,05 1,68
Cutinasa-(WP)2_3 1,44 14491 138,72 | 535 48,96 1,36 341,50 4,04 | 529,18 10,75 49,23 64,53 22,05 14,23 3,65 2,36
Promedio (WP)2 1,44 147,23 | 153,00 | 5,32 | 50,35 | 1,48 | 303,14 | 4,27 | 506,49 11,06 45,79 59,63 21,10 12,63 3,44 2,06
Desviacion Estandar 0,01 2,32 12,41 | 0,19 | 4,69 | 0,11 | 46,85 | 0,33 43,31 0,50 3,48 4,79 1,80 1,95 0,34 0,35
Cutinasa-(Y)3_1 1,40 280,51 61,40 | 497 10,21 096 8690 2,23 | 158,52 8,16 19,43 54,82 6,60 3,62 0,57 0,31
Cutinasa-(Y)3_2 1,43 272,76 51,41 | 534 958 085 7417 2,03 | 135,17 8,23 16,43 54,88 5,63 3,09 0,50 0,27
Cutinasa-(Y)3_3 1,43 268,89 51,20 | 4,78 11,40 094 79,56 2,12 | 142,16 7,84 18,14 55,97 5,92 3,32 0,53 0,30
Promedio (Y)3 1,42 274,06 | 54,67 | 5,03 | 10,40 | 0,92 | 80,21 | 2,13 | 145,28 8,07 18,00 55,22 6,05 3,34 0,53 0,29
Desviacién Estandar 0,02 5,92 5,83 0,29 | 0,92 | 0,06 6,39 0,10 11,98 0,21 1,50 0,64 0,50 0,27 0,03 0,02
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Tratamiento 5

Produccioén por Fracciones Produccioén Total Productividad Rendimiento
Tratamiento 5 Induccion Peso Fraccion Fraccion Fraccion Actividad | Proteinas | Proteina | Porcentaje | Productividad | Productividad | Rendimiento Rendimiento
Martes 23 Junio Final Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales | Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 [mg] U mg U mg U mg U mg U/mg % U/h uU/h nE:PTeZtoaSI:z/o] [igsgspclgzzg/
Cutinasa-(WP)2_1 0,81 442,86 | 31,42 3,28 17,75 0,32 269,28 2,51 318,44 6,11 52,13 84,56 12,74 10,77 0,72 0,61
Cutinasa-(WP)2_2 0,81 507,95 | 28,76 2,90 44,88 0,38 15504 2,49 228,68 5,77 39,63 67,80 9,15 6,20 0,45 0,31
Cutinasa-(WP)2_3 0,71 382,41 | 15,10 2,48 40,39 0,37 197,88 2,78 253,37 5,62 45,05 78,10 10,13 7,92 0,66 0,52
Promedio (WP)2 0,78 444,41 | 25,09 | 2,89 | 34,34 | 0,36 | 207,40 | 2,59 266,83 5,83 45,61 76,82 10,67 8,30 0,61 0,48
Desviacion Estandar 0,06 62,78 8,76 0,40 | 14,54 | 0,03 | 57,71 | 0,16 46,37 0,25 6,27 8,46 1,85 2,31 0,14 0,16
Cutinasa-(Y)3_1 0,69 366,92 | 170,34 3,66 20,07 0,26 104,45 2,24 294,86 6,16 47,89 35,42 11,79 4,18 0,80 0,28
Cutinasa-(Y)3_2 0,63 374,66 | 116,69 3,21 13,55 0,20 79,97 1,99 210,20 5,39 38,97 38,04 8,41 3,20 0,56 0,21
Cutinasa-(Y)3_3 0,62 348,32 | 4835 3,06 1436 0,21 60,38 2,05 123,09 5,32 23,13 49,06 4,92 2,42 0,35 0,17
Promedio (Y)3 0,65 363,30 | 111,79 | 3,31 | 15,99 | 0,22 | 81,60 | 2,09 209,39 5,62 36,66 40,84 8,38 3,26 0,57 0,22
Desviacién Estandar 0,04 13,54 61,14 | 0,31 | 3,56 | 0,03 | 22,08 | 0,13 85,89 0,46 12,54 7,23 3,44 0,88 0,23 0,06
Tratamiento 6
Produccion por Fracciones Produccién Total Productividad Rendimiento
Tratamiento 6 Induccién Peso Fraccién Fraccién Fraccién Actividad Proteinas Proteina | Porcentaje | Productividad | Productividad | Rendimiento Rendimiento
Jueves 27 Agosto Final Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 [mg] u mg u mg u mg u mg U/mg % U/h U/h nEgPTeZZaSI:zé] [:1;;;’;2212]/
Cutinasa-(WP)2_1 1,02 244,09 | 381,48 5,55 5594 1,33 89,84 2,48 527,26 9,35 56,37 17,04 23,26 3,96 2,16 0,37
Cutinasa-(WP)2_2 1,04 254,94 | 379,44 5,57 64,63 160 8250 2,84 526,56 10,00 52,67 15,67 23,23 3,64 2,07 0,32
Cutinasa-(WP)2_3 1,02 240,22 | 340,68 5,35 58,75 1,38 105,88 3,20 505,31 9,93 50,91 20,95 22,29 4,67 2,10 0,44
Promedio (WP)2 1,03 246,42 | 367,20 | 5,49 | 59,77 | 1,43 92,74 2,84 519,71 9,76 53,31 17,89 22,93 4,09 2,11 0,38
Desviacidn Estandar 0,01 7,63 22,99 | 0,12 | 443 | 0,14 | 1196 | 0,36 12,48 0,35 2,79 2,74 0,55 0,53 0,05 0,06
Cutinasa-(Y)3_1 1,03 279,35 | 471,24 6,73 53,73 1,77 87,64 2,76 612,61 11,26 54,38 14,31 27,02 3,87 2,19 0,31
Cutinasa-(Y)3_2 1,05 286,71 | 454,92 6,14 56,67 1,88 99,27 2,52 610,86 10,55 57,93 16,25 26,95 4,38 2,13 0,35
Cutinasa-(Y)3_3 1,16 288,65 | 403,92 6,33 5569 2,06 97,19 2,90 556,80 11,29 49,32 17,45 24,56 4,29 1,93 0,34
Promedio (Y)3 1,08 284,90 | 443,36 | 6,40 | 55,37 | 1,91 | 94,70 | 2,73 593,42 11,03 53,88 16,00 26,18 4,18 2,08 0,33
Desviacion Estandar 0,07 4,91 35,12 | 0,30 | 1,50 | 0,15 6,20 0,19 31,73 0,42 4,33 1,59 1,40 0,27 0,14 0,02
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Tratamiento 7

Produccioén por Fracciones Produccion Total Productividad Rendimiento
Tratamiento 7 Induccion Peso Fraccion Fraccion Fraccion Actividad | Proteinas Proteina Porcentaje | Productividad | Productividad Rendimiento Rendimiento
Martes 25 Agosto Final Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 [mg] U mg u mg U mg u mg U/mg % U/h u/h rTELgJPLZZaSI:zé] [r:gpsgggzr:;/
Cutinasa-(WP)2_1 1,56 332,04 | 60,59 5,78 30,68 0,41 43574 7,10 | 527,01 13,29 39,67 82,68 20,27 16,76 1,59 1,31
Cutinasa-(WP)2_2 1,45 324,30 | 59,57 5,40 33,46 0,39 422,69 7,69 515,71 13,49 38,24 81,96 19,84 16,26 1,59 1,30
Cutinasa-(WP)2_3 1,36 329,72 | 4692 552 16,65 0,30 458,59 6,75 522,16 12,58 41,51 87,83 20,08 17,64 1,58 1,39
Promedio (WP)2 1,46 328,69 | 55,69 | 557 | 26,93 | 0,37 | 439,01 | 7,18 521,63 13,12 39,81 84,16 20,06 16,88 1,59 1,34
Desviacion Estandar 0,10 3,98 761 | 0,19 | 9,01 | 0,06 | 18,17 | 0,48 5,67 0,48 1,64 3,20 0,22 0,70 0,00 0,05
Cutinasa-(Y)3_1 1,65 308,80 | 6569 4,36 2864 0,62 246,02 4,98 340,35 9,96 34,18 72,28 13,09 9,46 1,10 0,80
Cutinasa-(Y)3_2 1,59 306,47 | 78,54 4,75 42,23 0,77 277,85 5,00 398,62 10,52 37,88 69,70 15,33 10,69 1,30 0,91
Cutinasa-(Y)3_3 1,59 345,22 | 62,83 4,78 38,19 0,56 343,94 5,30 444,96 10,64 41,81 77,30 17,11 13,23 1,29 1,00
Promedio (Y)3 1,61 320,16 | 69,02 | 4,63 | 36,35 | 0,65 | 289,27 | 5,09 394,64 10,37 37,96 73,09 15,18 11,13 1,23 0,90
Desviacién Estandar 0,03 21,73 837 | 024 | 698 | 0,11 | 49,95 | 0,17 52,42 0,37 3,82 3,86 2,02 1,92 0,11 0,10
Tratamiento 8
Produccioén por Fracciones Produccioén Total Productividad Rendimiento
Tratamiento 8 Induccién Peso Fraccién Fraccién Fraccién Actividad Proteinas Proteina Porcentaje | Productividad Productividad Rendimiento Rendimiento
Martes 14 Abril Final Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 [mg] U mg U mg U mg u mg U/mg % U/h U/h nE:PLZE)aSI(eez{)] [rUngs:spcigse?oa]/
Cutinasa-(WP)2_1 1,47 253,78 220,93 28,25 41,74 0,66 296,21 1,55 558,88 30,45 18,35 53,00 19,27 10,21 2,20 1,17
Cutinasa-(WP)2_2 1,41 242,54 | 168,10 24,29 50,80 0,72 314,57 1,45 533,46 26,45 20,17 58,97 18,40 10,85 2,20 1,30
Cutinasa-(WP)2_3 1,49 252,23 | 190,13 24,87 66,71 0,84 567,94 2,11 824,77 27,83 29,64 68,86 28,44 19,58 3,27 2,25
Promedio (WP)2 1,46 249,52 | 193,05| 25,80 |53,08| 0,74 | 392,90 | 1,70 639,04 28,24 22,72 60,28 22,04 13,55 2,56 1,57
Desviacién Estandar 0,04 6,09 26,54 | 2,14 |12,64| 0,10 | 151,86 | 0,36 161,35 2,03 6,06 8,01 5,56 5,24 0,62 0,59
Cutinasa-(Y)3_1 1,58 286,33 | 165,04 25,06 30,72 0,54 71,97 1,08 267,73 26,68 10,03 26,88 9,23 2,48 0,94 0,25
Cutinasa-(Y)3_2 1,53 278,58 | 181,15 22,83 39,41 0,72 64,02 0,88 284,58 24,42 11,65 22,49 9,81 2,21 1,02 0,23
Cutinasa-(Y)3_3 1,55 278,19 | 173,81 25,20 36,35 0,63 86,17 1,44 296,33 27,27 10,87 29,08 10,22 2,97 1,07 0,31
Promedio (Y)3 1,55 281,03 | 173,33 | 24,36 | 35,50| 0,63 | 74,05 | 1,13 282,88 26,13 10,85 26,15 9,75 2,55 1,01 0,26
Desviacién Estandar 0,03 4,59 8,07 1,33 | 4,41 | 0,09 | 11,22 | 0,28 14,38 1,50 0,81 3,35 0,50 0,39 0,07 0,04
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Tratamiento 9

Produccion por Fracciones Produccion Total Productividad Rendimiento
Tratamiento 9 Induccion Peso Fraccién Fraccion Fraccién Actividad Proteinas Proteina Porcentaje | Productividad Productividad Rendimiento Rendimiento
Martes 16 Junio Final | Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 [mg] u mg u mg u mg U mg U/mg % U/h u/h nE:PTeZtoaSI:z/o] [r:gpsgggzr:;/
Cutinasa-(WP)2_1 1,16 450,99 | 9,38 6,58 3,04 0,40 12,04 2,07 24,46 9,05 2,70 49,21 1,06 0,52 0,05 0,03
Cutinasa-(WP)2_2 0,85 470,36 | 12,44 6,79 2,18 0,52 12,14 2,23 26,76 9,54 2,81 45,35 1,16 0,53 0,06 0,03
Cutinasa-(WP)2_3 0,62 440,14 | 11,83 6,72 2,08 0,36 871 2,36 22,62 9,45 2,40 38,50 0,98 0,38 0,05 0,02
Promedio (WP)2 0,88 453,83 | 11,22 | 6,70 | 2,43 | 0,43 | 10,96 | 2,22 24,62 9,35 2,63 44,35 1,07 0,48 0,05 0,02
Desviacion Estandar 0,27 1531 | 1,62 | 0,11 | 0,53 | 0,08 | 1,95 | 0,15 2,08 0,26 0,21 5,42 0,09 0,08 0,00 0,00
Cutinasa-(Y)3_1 0,80 404,11 | 14,48 9,03 7,57 0,77 39,58 3,58 61,63 13,38 4,61 64,22 2,68 1,72 0,15 0,10
Cutinasa-(Y)3_2 0,80 414,57 | 9,59 854 9,14 060 3590 4,19 54,63 13,33 4,10 65,72 2,38 1,56 0,13 0,09
Cutinasa-(Y)3_3 0,80 373,50 | 10,40 7,35 4,08 0,52 22,24 3,37 36,72 11,23 3,27 60,56 1,60 0,97 0,10 0,06
Promedio (Y)3 0,80 397,39 | 11,49 | 831 | 6,93 | 0,63 | 32,57 | 3,71 50,99 12,65 3,99 63,50 2,22 1,42 0,13 0,08
Desviacién Estandar 0,00 21,34 | 2,62 | 0,86 | 2,59 | 0,13 | 9,14 | 0,43 12,85 1,22 0,68 2,66 0,56 0,40 0,03 0,02
Tratamiento 10
Produccion por Fracciones Produccion Total Productividad Rendimiento
Tratamiento 10 Induccién Peso Fraccién Fraccién Fraccién Actividad | Proteinas Proteina Porcentaje Productividad Productividad Rendimiento Rendimiento
Miércoles 21 Octubre Final Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 | [mg] u mg U mg u mg U mg U/mg % U/h U/h rTEléJPLC;:)aSI:z{)] [nLigP::szaSZTj]/
Cutinasa-(WP)2_1 0,80 475,01 29,38 11,52 | 3,79 0,57 2,00 2,45 35,17 14,55 2,42 5,68 1,58 0,09 0,07 0,00
Cutinasa-(WP)2_2 0,80 459,90 | 27,54 10,24 | 2,84 0,58 3,22 2,36 33,60 13,17 2,55 9,59 1,51 0,14 0,07 0,01
Cutinasa-(WP)2_3 0,83 469,59 | 29,17 12,10 | 3,06 0,55 3,28 2,73 35,52 15,37 2,31 9,25 1,60 0,15 0,08 0,01
Promedio (WP)2 0,81 468,17 | 28,70 | 11,28 3,23 0,57 2,84 2,51 34,76 14,37 2,43 8,18 1,56 0,13 0,07 0,01
Desviacion Estandar 0,02 7,65 1,01 0,95 0,50 | 0,02 | 0,72 | 0,19 1,02 1,11 0,12 2,16 0,05 0,03 0,00 0,00
Cutinasa-(Y)3_1 0,71 512,98 | 167,69 13,65 | 35,09 2,79 148,92 6,27 | 351,70 22,71 15,49 42,34 15,46 6,69 0,69 0,29
Cutinasa-(Y)3_2 0,77 528,87 | 210,12 12,87 | 43,25 2,35 152,39 6,23 | 405,76 21,45 18,91 37,56 17,84 6,85 0,77 0,29
Cutinasa-(Y)3_3 0,77 513,76 | 234,60 13,67 | 43,86 2,44 147,70 6,25 | 426,16 22,36 19,06 34,66 18,73 6,64 0,83 0,29
Promedio (Y)3 0,75 518,54 | 204,14 | 13,40 | 40,73 | 2,53 | 149,67 | 6,25 | 394,54 22,18 17,82 38,19 17,34 6,73 0,76 0,29
Desviacion Estandar 0,03 8,96 | 33,85 | 0,46 4,90 | 0,23 | 2,43 | 0,02 38,48 0,65 2,02 3,88 1,69 0,11 0,07 0,00
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Tratamiento 11

Produccioén por Fracciones Produccion Total Productividad Rendimiento
Tratamiento 11 Induccién Peso Fraccién Fraccion Fraccion Actividad | Proteinas | Proteina Porcentaje | Productividad | Productividad | Rendimiento Rendimiento
14 Octubre Final Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 [mg] u mg u mg u mg u mg U/mg % U/h U/h nEEPLZtoaSl:z/o] [r:;:g:::oa]/
Cutinasa-(WP)2_1 1,58 | 440,14 | 113,83 10,55 102,20 1,99 940,44 7,64 | 1156,48 20,18 57,30 81,32 44,91 36,52 2,63 2,14
Cutinasa-(WP)2_2 1,60 446,73 | 102,20 10,76 108,53 2,40 1160,76 8,10 | 1371,49 21,26 64,51 84,63 53,26 45,08 3,07 2,60
Cutinasa-(WP)2_3 1,48 476,95 | 80,58 11,54 87,72 2,42 714,00 7,81 882,30 21,77 40,52 80,92 34,26 27,73 1,85 1,50
Promedio (WP)2 1,55 454,61 | 98,87 | 10,95 99,48 | 2,27 | 938,40 | 7,85 1136,76 21,07 54,11 82,29 44,15 36,44 2,52 2,08
Desviacion Estandar 0,06 19,63 16,87 | 0,52 10,67 | 0,24 | 223,39 | 0,23 245,19 0,81 12,31 2,04 9,52 8,68 0,62 0,55
Cutinasa-(Y)3_1 1,46 438,98 | 34,68 11,23 29,38 1,39 13,06 3,91 77,11 16,53 4,67 16,93 2,99 0,51 0,18 0,03
Cutinasa-(Y)3_2 1,53 446,73 | 36,31 10,42 38,35 1,77 20,81 5,94 95,47 18,13 5,27 21,79 3,71 0,81 0,21 0,05
Cutinasa-(Y)3_3 1,53 456,03 | 36,31 10,71 34,68 1,49 19,18 5,05 90,17 17,25 5,23 21,27 3,50 0,74 0,20 0,04
Promedio (Y)3 1,51 447,25 | 35,77 | 10,79 | 34,14 | 1,55 17,68 | 4,97 87,58 17,30 5,05 20,00 3,40 0,69 0,20 0,04
Desviacién Estandar 0,04 8,54 0,94 0,41 4,51 | 0,20 4,09 1,02 9,45 0,80 0,34 2,67 0,37 0,16 0,02 0,01
Tratamiento 12
Produccion por Fracciones Produccioén Total Productividad Rendimiento
Tratamiento 12 Induccién Peso Fraccién Fraccién Fraccién Actividad Proteinas | Proteina | Porcentaje | Productividad Productividad Rendimiento Rendimiento
22 Septiembre Final Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 [mg] u mg U mg u mg U mg U/mg % U/h U/h rTEzPLZZaSI:z{)] [nLigP::sZaSZTj]/
Cutinasa-(WP)2_1 1,48 400,62 | 348,84 10,44 281,52 3,67 128520 8,50 1915,56 22,61 84,71 67,09 86,42 57,98 4,78 3,21
Cutinasa-(WP)2_2 1,42 396,75 | 434,52 11,74 312,12 3,43 1081,20 8,85 1827,84 24,02 76,10 59,15 82,46 48,78 4,61 2,73
Cutinasa-(WP)2_3 1,48 390,55 | 408,00 11,62 238,68 3,93 1387,20 9,27 2033,88 24,83 81,92 68,20 91,75 62,58 5,21 3,55
Promedio (WP)2 1,46 395,97 | 397,12 | 11,27 | 277,44 | 3,68 | 1251,20 | 8,87 1925,76 23,82 80,91 64,82 86,88 56,45 4,87 3,16
Desviacion Estandar 0,04 5,08 43,86 0,72 36,89 |0,25| 155,81 | 0,39 103,40 1,12 4,39 4,94 4,66 7,03 0,31 0,42
Cutinasa-(Y)3_1 1,43 459,90 | 52,22 9,93 39,17 0,21 255,00 6,20 346,39 16,34 21,20 73,62 15,63 11,50 0,75 0,55
Cutinasa-(Y)3_2 1,41 458,35 | 53,45 8,76 45,29 1,20 342,72 6,90 441,46 16,86 26,18 77,63 19,92 15,46 0,96 0,75
Cutinasa-(Y)3_3 1,40 471,91 | 50,18 8,92 43,25 1,20 303,96 6,12 397,39 16,24 24,46 76,49 17,93 13,71 0,84 0,64
Promedio (Y)3 1,41 463,39 | 51,95 9,21 42,57 | 0,87 | 300,56 | 6,41 395,08 16,48 23,95 75,91 17,82 13,56 0,85 0,65
Desviacion Estandar 0,01 7,42 1,65 0,63 3,12 |0,57| 43,96 0,43 47,57 0,33 2,53 2,07 2,15 1,98 0,11 0,10
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Tratamiento 13

Produccion por Fracciones Produccion Total Productividad Rendimiento
Tratamiento 13 Induccion Peso Fraccién Fraccion Fraccion Actividad | Proteinas Proteina Porcentaje Productividad | Productividad | Rendimiento Rendimiento
Martes 28 Abril Final | Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 | [mg] u mg U mg U mg u mg U/mg % u/h u/h nE:PTeZtoaSI:z/o] [igs(;g::?;/
Cutinasa-(WP)2_1 0,82 |507,56| 36,92 6,10 46,92 0,44 146,88 3,13 | 230,72 9,67 23,87 63,66 9,89 6,29 0,45 0,29
Cutinasa-(WP)2_2 0,80 465,33 | 47,33 693 42,02 0,41 110,16 2,38 199,51 9,72 20,52 55,21 8,55 4,72 0,43 0,24
Cutinasa-(WP)2_3 0,80 478,11 | 33,86 6,21 66,10 0,56 130,56 3,16 230,52 9,94 23,19 56,64 9,88 5,60 0,48 0,27
Promedio (WP)2 0,81 483,67 | 39,37 | 6,42 | 51,68 | 0,47 | 129,20 | 2,89 220,25 9,78 22,53 58,50 9,44 5,54 0,46 0,27
Desviacion Estandar 0,01 21,66 | 7,06 | 0,45 | 12,72 | 0,08 | 18,40 | 0,44 17,96 0,15 1,77 4,52 0,77 0,79 0,03 0,03
Cutinasa-(Y)3_1 0,79 480,05| 17,95 6,26 37,86 0,27 32,64 1,54 88,45 8,07 10,96 36,90 3,79 1,40 0,18 0,07
Cutinasa-(Y)3_2 0,80 479,28 | 14,48 6,45 34,27 0,57 24,68 2,78 73,44 9,80 7,49 33,61 3,15 1,06 0,15 0,05
Cutinasa-(Y)3_3 0,80 485,09| 1591 6,40 42,02 0,56 26,32 2,27 84,25 9,22 9,13 31,23 3,61 1,13 0,17 0,05
Promedio (Y)3 0,80 481,47 | 16,12 | 6,37 | 38,05 | 0,47 | 27,88 | 2,20 82,05 9,03 9,20 33,92 3,52 1,19 0,17 0,06
Desviacién Estandar 0,00 3,16 1,74 | 0,10 | 3,88 | 0,17 4,20 0,62 7,75 0,88 1,73 2,84 0,33 0,18 0,02 0,01
Tratamiento 14
Produccioén por Fracciones Produccion Total Productividad Rendimiento
Tratamiento 14 Induccién Peso Fraccién Fraccién Fraccién Actividad | Proteinas Proteina Porcentaje | Productividad | Productividad | Rendimiento Rendimiento
9 Septiembre Final Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 [mg] U mg u mg U mg U mg U/mg % U/h uU/h nEgPTeZZaSI:zé] [igsglspc:::;/
Cutinasa-(WP)2_1 0,73 462,62 | 381,48 12,45 178,70 4,01 154,22 8,32 714,41 24,78 28,83 21,59 32,47 7,01 1,54 0,33
Cutinasa-(WP)2_2 0,76 486,64 | 379,44 14,11 16891 2,62 215,42 8,74 763,78 25,47 29,98 28,21 34,72 9,79 1,57 0,44
Cutinasa-(WP)2_3 0,75 465,33 | 456,96 13,74 181,15 2,33 215,42 8,50 853,54 24,57 34,74 25,24 38,80 9,79 1,83 0,46
Promedio (WP)2 0,75 471,53 | 405,96 | 13,43 | 176,26 | 2,99 | 195,02 | 8,52 777,24 24,94 31,18 25,01 35,33 8,86 1,65 0,41
Desviacion Estandar 0,01 13,16 | 44,18 | 0,87 6,48 | 0,90 | 35,33 | 0,21 70,53 0,47 3,13 3,31 3,21 1,61 0,16 0,07
Cutinasa-(Y)3_1 0,81 483,93 | 230,52 10,61 102,82 1,60 210,53 8,98 543,86 21,19 25,67 38,71 24,72 9,57 1,12 0,44
Cutinasa-(Y)3_2 0,89 501,75 | 234,60 10,51 81,03 1,37 252,14 9,79 567,77 21,67 26,20 44,41 25,81 11,46 1,13 0,50
Cutinasa-(Y)3_3 0,88 503,69 |189,72 10,06 67,08 1,26 306,00 9,38 562,80 20,69 27,20 54,37 25,58 13,91 1,12 0,61
Promedio (Y)3 0,86 496,45 | 218,28 | 10,39 | 83,64 | 1,41 | 256,22 | 9,38 558,14 21,18 26,36 45,83 25,37 11,65 1,12 0,52
Desviacién Estandar 0,04 10,89 | 24,82 | 0,29 | 18,01 | 0,17 | 47,87 | 0,40 12,61 0,49 0,78 7,93 0,57 2,18 0,01 0,09

111




Anexos

Tratamiento 15

Produccioén por Fracciones Produccion Total Productividad Rendimiento
Tratamiento 15 Induccion Peso Fraccion Fraccién Fraccién Actividad Proteinas Proteina | Porcentaje | Productividad Productividad Rendimiento Rendimiento
15 Septiembre Final Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 [mg] u mg u mg u mg u mg U/mg % U/h u/h rTELgJPLZZaSI:zé] [igs(;g::?;/
Cutinasa-(WP)2_1 1,50 423,87 | 926,16 12,34 86,90 4,46 171,36 6,79 | 1184,42 23,60 50,20 14,47 43,87 6,35 2,79 0,40
Cutinasa-(WP)2_2 1,69 485,86 | 883,32 13,09 92,00 3,86 163,20 7,18 1138,52 24,13 47,18 14,33 42,17 6,04 2,34 0,34
Cutinasa-(WP)2_3 1,50 524,99 | 491,64 10,44 4529 1,04 228,48 5,56 765,41 17,04 44,91 29,85 28,35 8,46 1,46 0,44
Promedio (WP)2 1,56 478,24 | 767,04 | 11,96 | 74,73 | 3,12 | 187,68 | 6,51 1029,45 21,59 47,43 19,55 38,13 6,95 2,20 0,39
Desviacion Estandar 0,11 50,99 | 239,46 | 1,37 | 25,63 | 1,82 | 35,57 | 0,85 229,82 3,95 2,65 8,92 8,51 1,32 0,68 0,05
Cutinasa-(Y)3_1 1,43 484,31 | 714,00 1394 83,03 3,54 147,90 5,40 944,93 22,89 41,29 15,65 37,55 5,88 1,95 0,31
Cutinasa-(Y)3_2 1,50 506,40 | 871,08 13,83 76,09 3,18 14831 4,74 1095,48 21,75 50,36 13,54 43,53 5,89 2,16 0,29
Cutinasa-(Y)3_3 1,50 531,58 | 750,72 14,48 70,38 3,59 140,96 4,76 962,06 22,83 42,14 14,65 38,23 5,60 1,81 0,27
Promedio (Y)3 1,48 507,43 | 778,60 | 14,08 | 76,50 | 3,44 | 145,72 | 4,97 1000,82 22,49 44,59 14,61 39,77 5,79 1,97 0,29
Desviacién Estandar 0,04 23,65 82,17 0,35 6,33 | 0,22 4,13 0,37 82,42 0,64 5,01 1,06 3,28 0,16 0,18 0,02
Tratamiento 16
Produccion por Fracciones Produccion Total Productividad Rendimiento
Tratamiento 16 Induccién Peso Fraccién Fraccién Fraccién Actividad Proteinas Proteina | Porcentaje | Productividad | Productividad | Rendimiento Rendimiento
28 Septiembre Final Caldo Cultivo Buffer TES Periplasma Total Totales Especifica | Periplasma Total Periplasma Total Periplasma
Variante_Réplica Abs 600 [mg] u mg u mg u mg u mg U/mg % U/h uU/h nE:PLZE)aSI(eez{)] [nLigP::szaSZTj]/
Cutinasa-(WP)2_1 1,45 502,91 | 34,07 882 6,29 1,40 35,74 4,15 76,10 14,36 5,30 46,97 3,31 1,55 0,15 0,07
Cutinasa-(WP)2_2 1,42 500,20 | 32,64 10,93 565 1,29 33,54 3,28 71,83 15,50 4,63 46,69 3,12 1,46 0,14 0,07
Cutinasa-(WP)2_3 1,50 486,25 | 33,86 10,42 9,01 1,55 29,62 6,22 72,49 18,19 3,98 40,86 3,15 1,29 0,15 0,06
Promedio (WP)2 1,46 496,45 | 33,52 | 10,06 | 6,98 | 1,41 | 32,97 4,55 73,48 16,02 4,64 44,84 3,19 1,43 0,15 0,07
Desviacidn Estandar 0,04 8,94 0,77 1,10 | 1,78 | 0,13 | 3,10 1,51 2,30 1,97 0,66 3,45 0,10 0,13 0,00 0,01
Cutinasa-(Y)3_1 1,30 483,54 | 832 1056 2,30 1,50 13,10 4,08 23,72 16,13 1,47 55,21 1,03 0,57 0,05 0,03
Cutinasa-(Y)3_2 1,28 481,60 | 9,38 10,35 2,89 1,53 13,42 4,11 25,69 15,98 1,61 52,22 1,12 0,58 0,05 0,03
Cutinasa-(Y)3_3 1,48 503,30 | 816 10,10 3,62 1,58 15,30 4,42 27,08 16,10 1,68 56,49 1,18 0,67 0,05 0,03
Promedio (Y)3 1,35 489,48 | 8,62 | 10,33 | 2,94 | 1,53 | 13,94 4,20 25,50 16,07 1,59 54,64 1,11 0,61 0,05 0,03
Desviacién Estandar 0,11 12,01 0,66 0,23 | 0,66 | 0,04 | 1,19 0,19 1,69 0,08 0,11 2,19 0,07 0,05 0,00 0,00
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6.6 ANEXO F: COMPOSICION DE TRIPTONA Y EXTRACTO DE LEVADURA.

Tabla 42: Aminoacidos

Aminoacidos Triptona Extracto de levadura
% %
Alanina 2,86 5,36
Arginina 3,03 3,02
Acido aspartico 6,11 6,69
Cisteina 0,42 0,74
Acido glutdmico 17,05 14,2
Glicina 1,75 3,25
Histidina 2,02 1,2
Isoleucina 4,4 3,23
Leucina 7,11 4,69
Lisina 6,7 5,15
Metionina 2,57 1,05
Fenialanina 3,71 2,53
Prolina 7,75 2,6
Serina 4,29 2,84
Treonina 3,58 2,95
Triptofano 0,71 1,36
Tirosina 1,42 1,2
Valina 0,5 3,79

Tabla 43: Inorganicos y otros

Inorganicos y Otros Triptona Extracto de levadura
% %
Calcio 0,013 0,013
Cloro 0,186 0,38
Magnesio 0,017 0,075
Fosfato 2,669 3,27
Potasio 0,229 3,195
Sodio 2,631 1,49
Sulfato 0,241 0,091
Azufre 0,74 0,634
Zinc 0,003 0,011
Carbohidratos 7,7 17,5
Nitrégeno 13 10,9
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Tabla 44: Vitaminas

Vitaminas Triptona Extracto de levadura
[ug/gl [ug/gl
Biotina 0,1 3,3
Colina 350 300
Acido félico 0,3 1,5
Inositol 1400 1400
Acido nicotinico 97,8 597,9
PABA 3,7 763
Acido pantoténico 5,3 273,7
Pirodixina 0,6 43,2
Riboflavina <0,1 116,5
Tiamina 0,4 529,9
Timidina 93,4 217,5
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