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medio BMM-alanina a pH 5.0 a las 72 h de induccién después del cambio de
buffer a Tris-HCI 100 MM PH 7.0,
Figura 42. Gel de poliacrilamida al 10% del tratamiento de N-desglicosilacion de
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Figura 44. Cromatograma de la purificacion por cromatografia de intercambio
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Figura 50. Superposicion de la tanasa M y la tanasa ANT. Los dominios tapa de
la tanasa M y ANT se muestran en colores rojo y verde, respectivamente. Los
dominios hidrolasa o/f se muestran en color naranja y azul -cielo,
FESPECTIVAMEBNTE. . ..t
Figura 51. Perspectiva del bucle flexible de la tanasa M y la tanasa ANT; a partir
de la figura 50 con rotacion de 90°, -20° y 30° para los ejes y, X y z,
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Figura 53. Complejo enzima-sustrato entre la tanasa M y el galato de metilo
(color azul cielo). Se muestran la triada catalitica, las cisteinas vecinas, y los
aminoacidos alrededor del sustrato. Los puentes de hidrégeno entre los grupos
hidroxilo del galato de metilo y los residuos de la enzima se muestran en lineas
discontinuas ColOr VEIde. ...
Figura 54. Diagrama del downstream propuesto para obtener el formulado en
polvo de la tanasa M a concentracion de SO0 U/g..........ooovveiiiiiiiiiiiiiiniinn.n.
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RESUMEN

Las tanin acil hidrolasas o tanasas (E.C. 3.1.1.20) son enzimas que hidrolizan el enlace
éster de los taninos para producir acido galico y glucosa. Estas enzimas han sido utilizadas
en la industria de bebidas para potenciar la clarificacion de cervezas, vinos e infusiones
de té. En este trabajo, se desarroll6 un proceso de produccion de una tanasa recombinante
de una cadena polipeptidica de interés industrial. Para ello la secuencia que codifica para
la tanasa de Aspergillus niger GH1 fue mutada y clonada en cepas de Pichia pastoris Mut®
para producir y secretar la enzima como una proteina de una cadena. La tanasa
recombinante N-glicosilada tuvo una masa molecular aparente después de N-desglicosilar
de 65.4 kDa, y mostro actividad en un amplio intervalo de pH y temperatura (2.5a9y 10
a60°C, respectivamente). El pH y temperatura 6ptimos fueron de 5.0 y 20°C. La actividad
especifica de la tanasa mutada fue 11 veces mayor comparada con la tanasa recombinante
de A. niger GH1 de doble cadena también producida en P. pastoris. El analisis estructural
sugirio que la alta actividad especifica puede deberse a la presencia de un bucle flexible
en el dominio tapa, el cual puede controlar y guiar al sustrato hacia el sitio activo. En
contraste, la baja actividad especifica de la tanasa recombinante de A. niger GH1 puede
deberse a la presencia de un bucle flexible y desordenado que puede impedir el acceso del
sustrato hacia el sitio de unién. Un analisis de costos de la preparacion de un producto
prototipo de tanasa recombinante basado en los rendimientos del proceso en biorreactor y
en una propuesta del proceso de preparacion de un formulado en polvo llevaron a un precio
comercial de 30 a 50 veces menor al de las tanasas disponibles en el mercado. Basados en
los perfiles de pH y temperatura, estabilidad, alta actividad especifica, y la posibilidad de
la produccion en el sistema de expresidn de P. pastoris, la tanasa producida y descrita en
este trabajo puede ser utilizada en procesos de alimentos y bebidas a temperaturas bajas y

medias.
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ABSTRACT

Tannin acyl hydrolases or tannases (E.C.3.1.1.20) are enzymes that hydrolyze the ester
bond of tannins to produce gallic acid and glucose. This enzyme has been used in beverage
industry to enhance the beer, wine, and tea infusions clarification. In this work, the
production process of recombinant tannase of one polypeptide chain of industrial interest
was developed. For this, the sequence that codes for Aspergillus niger GH1 tannase was
mutated and cloned in Pichia pastoris Mut® strains to produce and secrete the enzyme as
a single-chain protein. The recombinant tannase was N-glycosylated, had a molecular
mass after N-deglycosylation of 65.4 kDa, and showed activity over broad pH and
temperature ranges from 2.5 to 9 and 10 to 60°C, respectively. The optimum pH and
temperature were 5.0 and 20°C, respectively. The single-chain tannase had an 11-fold
increased specific activity in comparison to the double-chain A. niger GH1 tannase, which
was also produced in P. pastoris. Structural analysis suggested that the high specific
activity may be due to the presence of a flexible loop in the lid domain, which can control
and drive the substrate to the active site. In contrast, the low specific activity of the double-
chain tannase may be due to the presence of a disordered and flexible loop that could
hinder the substrate’s access to the binding site. A cost analysis of the preparation of a
prototype recombinant tannase product based on the bioreactor process yields and a
proposal for the preparation process of a powder formulation led to a commercial price of
30 to 50 times lower than that of tannases available in the market. Based on its biochemical
properties, high specific activity, and the possibility of its production in P. pastoris, the
tannase described could be used in food and beverage processing at low and medium

temperatures.
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1. INTRODUCCION

Los taninos son compuestos polifendlicos que se encuentran de manera natural en diversas
plantas. Tienen la capacidad de formar complejos con moléculas como proteinas, celulosa,
almidon y metales pesados. Esta capacidad los vuelve un problema cuando se encuentran
en productos a base de frutas y alimentos de rumiantes, ya que no permiten la adecuada
nutricion del animal o le dan sabor amargo al alimento. Ademas, son moléculas resistentes
a la biodegradacion y al acumularse en efluentes constituyen un grave problema de

contaminacion (Rodriguez-Durén et al. 2010).

Las tanasas, son enzimas que degradan los taninos (Belmares et al. 2004), por ello son
enzimas con potencial aplicacion en procesos industriales de alimentos, como la
clarificacion de jugos, café, refrescos, vinos, cerveza y procesos de detanificacion de
alimentos para rumiantes, o bien de produccion de &cido galico, precursor del
trimpetroprim (Govindarajan et al. 2016). A pesar de ser enzimas con diversas
aplicaciones, la produccion industrial de tanasas estd limitada por factores como los
elevados costos de produccién y el escaso conocimiento respecto al comportamiento de
la enzima. Por ello casi no se encuentran tanasas disponibles en el mercado (Aguilar et al.
2007).

La actividad especifica es un parametro bioquimico que se define como la actividad
enzimatica por miligramo de proteina total, expresada en U/mg proteina. Ademas de ser
una medida de la pureza de una enzima, también es una medida de la eficiencia de la
enzima debido a que esta relacionada con el numero de recambio. Por lo anterior, el precio
de las enzimas se fija en base a las unidades enzimatica, lo cual hace que una enzima con
alta actividad especifica sea mas deseable para un proceso industrial (Svoboda 1985;
Saraswat et al. 2013). Actualmente se ha explorado la opcion de producir tanasas
recombinantes en modelos microbianos mas estables y que garanticen mayor produccion
de la enzima, como lo es la levadura Pichia pastoris (Rosano y Ceccarelli, 2014; Sphoner
et al., 2015). No obstante, las tanasas recombinantes actualmente producidas en P.
pastoris tienen baja actividad especifica, lo que les da una desventaja para ser utilizadas

en la industria. La ingenieria de proteinas es una herramienta que permite realizar



modificaciones puntuales a las enzimas recombinantes que pueden ser determinantes para

cambiar sus propiedades intrinsecas.

En un trabajo anterior del laboratorio se produjo la tanasa recombinante de A. niger GH1
(Fuentes-Garibay et al. 2015), un hongo xerofilico aislado del semi desierto mexicano, el
cual tolera condiciones extremas tipicas de la region (45 a -15°C) (Renovato et al. 2011).
En dicho trabajo se utilizd la levadura P. pastoris (Komagataella spp.) como hospedero
debido a que en bioprocesos controlados puede crecer en medio simple y alcanza altas
concentraciones de concentracion de biomasa, ademéas de producir altos niveles de
proteina recombinante extracelular (Karbalei et al. 2020). Sin embargo, la actividad
especifica de la tanasa recombinante fue baja comparada con lo reportado para la tanasa
nativa (Fuentes-Garibay et al. 2015, Renovato et al. 2011). Ademas, el analisis de
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) mostro que la tanasa recombinante
es una enzima con dos cadenas polipeptidicas unidas por un puente disulfuro y generadas
por el corte proteolitico especifico mediado por la proteasa Kex2. En contraste, la tanasa
nativa de A. niger GH1 es una tanasa de una cadena (Renovato et al. 2011). Por lo tanto,
el presente trabajo tuvo como objetivo desarrollar un proceso de produccion en P. pastoris
de una tanasa recombinante de una cadena polipeptidica con alta actividad especifica

atractiva para su aplicacion industrial.



2. ANTECEDENTES
2.1. Taninos

Los taninos son compuestos polifenolicos con un peso molecular de 300 a 3000 Da, que
se encuentran de manera natural en diversas plantas (Lekha y Lonsane 1997). Son
considerados metabolitos secundarios porque no participan directamente en el
metabolismo de las plantas. Son el grupo de compuestos méas abundante en plantas,

después de la lignina (Aguilar et al. 2007).

Aunque a menudo se emplea el término taninos como una sola unidad de moléculas con
caracteristicas comunes, los taninos estan clasificados en cuatro grandes grupos:
galotaninos, elagitaninos, taninos condesados y taninos complejos (Figura 1). Los
galotaninos son aquellos en los cuales las unidades de galoil estdn unidas a diversas
unidades de poliolcatequinas o triterpenoides. Los elangiotaninos son taninos en los cuales
al menos dos unidades de galoil estdn acopladas una a la otra mediante un enlace C-C, y
no contienen una unidad de catequina unida mediante un enlace glicosidico. Los taninos
complejos son taninos que tienen una unidad de catequina unida glicosidicamente a una
unidad de galotanino o elangiotanino. Los taninos condensados son todas las
proantocianidinas oligoméricas y poliméricas formadas por la unién del carbono 4 de una
catequina con el carbono 8 ¢ 6 de la siguiente catequina monomérica. (Khanbabaee y Ree,
2001).
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Figura 1. Clasificacion de taninos (imagen tomada de Aguilar et al. 2007).



2.1.1. Propiedades

Los taninos son muy utilizados en medicina tradicional en China y Japén como
antiinflamatorios, antisépticos, antihemorragicos, antidiuréticos, antidiarreicos y como
agentes astringentes. Sin embargo, tienen la capacidad de formar complejos con moléculas
como proteinas, celulosa, almidon y metales pesados. Esta capacidad los vuelve un
problema cuando se encuentran en alimentos de rumiantes, ya que no permiten la
adecuada nutricion del animal o le dan sabor amargo al alimento (Kumar y Singh 1984).
Ademas, son moléculas resistentes a la biodegradacion y al acumularse en efluentes

constituyen un grave problema de contaminacion (Rodriguez-Durén et al. 2010).

2.2. Tanasas

Las tanin acil hidrolasas (EC 3.1.1.20) o también conocidas como tanasas, son enzimas
de tipo hidrolasa que catalizan la ruptura de los enlaces tipo éster de taninos formandose

principalmente acido galico y glucosa (Belmares et al. 2004).

2.2.1. Importancia industrial

Las tanasas tienen aplicaciones en procesos industriales de alimentos con gran valor
econdémico, como es en la industria de los jugos frutales (94.3 mil millones de euros)
(Skotnicki-Hoogland 2016), vinos (28.9 mil millones de euros) (Aurand 2016), y cerveza
(89 mil millones de euros) (Institute of Alcohol Studies, 2016). Su principal uso es debido
a su habilidad para potenciar la clarificacion de la cerveza, el vino y las infusiones de té
(Govindarajan et al. 2016). El uso de tanasas en la elaboracion de infusiones de té reduce
la formacion de crema de té, previene la turbidez y aumenta la estabilidad en el
almacenamiento a bajas temperaturas (Li et al. 2017). En el caso del té oolong se ha
reportado que el tratamiento enzimatico con tanasas aumenta el rendimiento de la
extraccion 2.1 veces y promueve el desarrollo del regusto dulce en las infusiones de té
(Shao et al. 2020). Las tanasas también son utilizadas en procesos de detanificacion de
harina de sorgo donde el contenido de taninos y compuestos fenolicos se pueden reducir

en un 50 y 12%; esto permite que el sorgo sea utilizado como alimento para rumiantes
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(Morganna et al. 2020). El acido gélico es de interés en la industria farmacéutica para la
sintesis de trimetroprim, y también es utilizado como antioxidante en aceites y bebidas
(Govindarajan et al. 2016).

A pesar de ser enzimas con diversas aplicaciones, la produccién industrial de tanasas esta
limitada por factores como los elevados costos de produccion y el escaso conocimiento
respecto al comportamiento de la enzima. Por ello casi no se encuentran tanasas
disponibles en el mercado. Las tanasas se comercializan principalmente en Asia, por
compaiiias como Sunson, Xi’an Ski Biological Technology Co., Hunan Insen Biotech Co.,
por mencionar algunas; las cuales distribuyen la tanasa en presentacion de polvos con una
concentracion de 300 a 500 U/g de polvo. También son producidas por Biocon y
Kikkoman, las cuales se producen mediante fermentacion en estado sélido (Aguilar et al.
2007).

2.2.2. Fuentes de tanasas

Las tanasas pueden ser extraidas de fuentes animales y plantas como las vainas de
Caesalpinia coriaria, frutos de Terminalia chebula, en hojas de Anogeissus latifolia,
Cassia fistula, Acacia arabica y Cassia auriculata (Natarajan 2009). También se pueden
obtener de diversas fuentes microbianas, como las expuestas en la Tabla 1 (Aguilar et al.
2007). No obstante, para procesos de escalamiento industrial, es conveniente utilizar
tanasas de origen microbiano porque los procesos en biorreactor tienen la capacidad de
producir mayor cantidad de producto y son facilmente controlables (Lekha y Lonsane
1997).



Tabla 1. Fuentes microbianas de tanasas (Aguilar et al. 2007).

Bacteria Levaduras Hongos
Achromobacter sp. Candida sp. Penicillium digitatum
Bacillus pumilus Saccharomyces cerevisiae Penicillium acrellanum
Bacillus polymyxa Mycotorula japénica Penicillium carylophilum
Corynebacterium sp Pichia spp. Penicillium citrinum
Bacillus cereus Debaryomyces hansenii Penicillium charlessi
Klebisella planticola Hongos Penicillium variable
Klebisella pneumoniae Aspergillus niger Penicillium glaucum
Pseudomonas solanaceanum | Aspergillus japonicus Penicillium crustosum
Streptococcus bovis Aspergillus gallonyces Penicillium restrictum
Streptococcus gallolyticos Aspergillus awamori Penicillium glabrum
Lactobacillus plantarum Aspergillus fumigatus Trichoderma viride
Lactobacillus paraplantarum | Aspergillus versicolor Trichoderma hamatum
Lactobacillus pentosus Aspergillus flavus Trichoderma harzianum
Lactobacillus acidophilus Aspergillus caespitosum Fusarium solani
Lactobacillus animalis Aspergillus oryzae Fusarium oxysporium
Lactobacillus murinus Aspergillus aculeatus Mucor sp.

Enterococcus faecalis Aspergillus aureus Paecilomyces variotii
Weissella paramesenteroides | Aspergillus fischeri Rhizopus oryzae
Leuconostoc fallax Aspergillus rugulosus Cryphonectria parasitica
Leuconostoc mesenteroides | Aspergillus terreus Heliocostylum sp.
Pediococcus acdilacctici Aspergillus foetidus Cunnighamella sp.
Pediococcus pentosaceus Penicillium notatum Syncephalastrum racemosum
Citrobacter freundii Penicillium islandicum Neurospora crassa
Selenomonas ruminantium Penicillium chrysogenum

2.2.3. Actividad especifica y su importancia

La actividad de una enzima se mide en unidades (U) de actividad enzimatica. Una unidad
enzimatica se define como la cantidad de enzima que cataliza la produccion de 1 pmol de
producto por minuto (o consumo de 1 pmol de sustrato por minuto) a las condiciones de
la realizacion del ensayo enzimatico. En el caso de las tanasas, la actividad enzimatica se
determina comunmente mediante el método de Sharma et al. (1999), el cual se fundamenta
en medir el acido galico liberado durante la reaccidn de la enzima con el metilgalato como
sustrato. El &cido galico liberado se determina mediante una reaccion colorimétrica con la
2-tio-4-cetotiazolidina (también conocida como rodanina), midiendo la absorcion de luz
visible a 520 nm. Por otro lado, la actividad especifica de una enzima es una relacién de
la actividad catalitica de la enzima, expresada en unidades de actividad enzimatica, por

unidad de masa de enzima, expresada en miligramos de proteina (Mckee y Mckee 2013).



La actividad especifica de una enzima es una propiedad intrinseca de la enzimay debe ser

determinada a partir de una muestra de la enzima purificada.

Cabe mencionar que, para establecer la actividad especifica de una enzima, ademas de la
actividad enzimaética de una fraccion de enzima con alta pureza, se debe conocer la
cantidad total de proteinas en la fraccion purificada. Los métodos comunmente utilizados
para la determinacion de la concentracion de proteinas son los métodos de Bradford,
Lowry, y el método que emplea el acido bicinconinico (bicinchoninic acid, BCA). El
método de Bradford es el método colorimétrico por eleccién, por ser de alta sensibilidad
y rapidez de andlisis. Este método consiste en la interaccion de residuos de aminoacidos
béasicos (arginina, lisina e histidina) con el reactivo azul brillante de Coomassie (CBB) en
una matriz acida. La unién del CBB con las proteinas resulta un complejo de color azul
(Bradford 1976). Mientras tanto, el método de Lowry se fundamente en dos etapas en
condiciones alcalinas: 1) la reaccion de Biuret, que consiste en la reduccion de Cu*?a Cu*
el cual posteriormente se une a la proteina formando un complejo; 2) la reduccion del
reactivo Folin-Ciocalteu por parte del complejo péptido-Cu*. La desventaja de este
método es que la presencia de polifenoles puede dar falsos positivos. (Lowry et al. 1951).
El método que utiliza el acido bicinconinico (BCA) es similar al método de Lowry, en que
depende de la conversion de Cu*? a Cu*? bajo condiciones alcalinas. Tiene la ventaja que
generalmente es mas tolerante a la presencia de interferencias, que el método de Lowry.
El Cu" se cuantifica por la reaccion con BCA produciendo un color purpura intenso con
absorcion a 562 nm (Smith et al. 1985).

La actividad especifica de una enzima es una magnitud que se utiliza para supervisar el
proceso de purificacion de una enzima, ya que este valor va aumentando conforme
aumenta la pureza de la enzima llegando a un valor maximo. Por ello, el valor de la
actividad especifica de una enzima en su mayor grado de pureza es el mismo sin importar
coémo se produjo, y por lo tanto es una propiedad intrinseca de la enzima. Por otro lado, la
actividad especifica de una enzima es directamente proporcional a la actividad enzimatica
por molécula de enzima o numero de recambio, el cual es una medida de la eficiencia de
la enzima. Por lo tanto, este pardmetro puede servir para comparar la actividad enzimatica

por molécula de enzima o eficiencia entre dos enzimas de pesos moleculares y constantes



de Michaelis similares. Ademaés, si dos enzimas de pesos moleculares similares se
producen como recombinantes en un sistema que no causen toxicidad, se obtendréd
practicamente la misma cantidad en términos de masa de cada una de ellas, mientras que
se obtendra una mayor cantidad de unidades enzimaticas de la enzima que tenga mayor
actividad especifica. Al momento de comercializar una enzima, su precio se fija en
unidades enzimaticas y no en unidades de masa, por lo que la mayor produccion de
unidades enzimaticas aumenta la rentabilidad del proceso de produccion de la enzima
(Copelan 2000, Woodley 2013).

2.2.4. Tanasas microbianas de mayor actividad especifica

De acuerdo con la base de datos de enzimas BRENDA, las tanasas de mayor actividad
especifica reportadas son las producidas por Paecilomyces variotii, actividad especifica
de 49,333 U/mg de proteina (Mahendran et al. 2006) y Aspergillus awamori BTMFWO032,
con actividad especifica de 2,761.89 U/mg de proteina (Beena et al 2010). Sin embargo,
estas tanasas no han sido caracterizadas a nivel de su secuencia aminoacidica, por lo que
no pueden ser utilizadas, de manera inmediata, para ser producidas como recombinantes
0 bien para ser redisefiadas por Ingenieria de Proteinas. La tercer tanasa de mayor
actividad especifica reportada en BRENDA es la tanasa de Aspergillus niger GH1, la cual
presenta valores una actividad especifica de 264.45 U/mg proteina al producirse en
fermentacion sumergida (Renovato et al. 2011). La secuencia aminoacidica completa de
esta tanasa esta disponible, ademas hay reportes de la produccion de esta tanasa como
proteina recombinante en P. pastoris (Fuentes-Garibay et al. 2015).

2.3. Pichia pastoris

2.3.1. Caracteristicas generales

Uno de los modelos bioldgicos con gran potencial para la produccion de proteinas
recombinantes es la levadura metilotrofica Pichia pastoris (Komagataella spp.). Esta

levadura ha sido utilizada para la produccion de mas de 500 proteinas recombinantes,



algunas de las cuales ya son de uso comercial (Sphoner et al. 2015). EI método més
utilizado para la transformacion de P. pastoris es a traves de la insercion del gen de interés
en el genoma de la levadura bajo el control del promotor de la alcohol oxidasa 1 (Paox1),
el cual es un promotor fuerte e inducible bajo la presencia de metanol como unica fuente

de carbono (Cereghino y Cregg 2000).

Se conocen tres fenotipos correlacionados con la habilidad de P. pastoris para metabolizar
metanol. El fenotipo de utilizacion de metanol positivo Mut®, el cual crece en metanol a
la misma velocidad que las cepas silvestres; el fenotipo de utilizacion lenta Mut®, que
crece en metanol lentamente, y el fenotipo de utilizacién negativa Mut’, que no puede
metabolizar metanol (Cereghino y Cregg 2000).

2.3.2. Ventajas en proteinas recombinantes

Uno de los atractivos de la produccion de proteinas recombinantes en P. pastoris se debe
a que es eficiente en procesos a gran escala. Tiene la capacidad de producir grandes
cantidades de proteina intracelular y extracelular cuando se realiza el cultivo en un
biorreactor, ademéas que alcanza altos niveles de densidad celular (130 g/L de biomasa
seca) y una produccion de proteina recombinante de hasta 20 g/L (Sphoner et al. 2015).

La produccion de proteinas en P. pastoris presenta ventajas sobre la produccion de
proteinas recombinantes en Escherichia coli, porque tiene la facilidad de integrar el gen
heter6logo en su genoma, y con ello se obtiene un microorganismo recombinante con
mayor estabilidad génica respecto al gen heterdlogo (Cereghino y Cregg 2000). Otra
ventaja que ofrece P. pastoris sobre E. coli es que puede realizar modificaciones post-
traduccionales como glicosilacion, formacion de puentes disulfuro y procesamiento
proteolitico, que ayudan al correcto plegamiento de las proteinas recombinantes de origen

eucaridtico, lo cual esta limitado en hospederos procariotas (Ahmad et al. 2014).



2.3.3. Caracteristicas de cultivo

El cultivo en biorreactor de P. pastoris para producir proteinas recombinantes utilizando
el promotor AOX1 se basa en tres etapas principales. La primera es el crecimiento de la
cepa en un cultivo en lote (batch) utilizando una fuente de carbono no fermentable como
glicerol o glucosa. La segunda etapa es la etapa de transicion, donde las células se preparan
para la etapa de induccién del gen heter6logo ya que se inicia la desrepresion de Paoxi.
Esta etapa se realiza mediante un cultivo en lote alimentado (fed-batch) con glicerol a
concentraciones limitantes para el crecimiento, aumentando asi la concentracion de
biomasa (densidad celular). La tercera etapa es la de induccién del gen heterdlogo, lo cual
se logra al afiadir metanol en un proceso de lote alimentado (D’ Anjou y Dauglulis, 2000;
Cereghino et al. 2002).

Aunque se conocen las condiciones de cultivo que requiere P. pastoris para crecer, las
condiciones dptimas para la mayor produccién de proteinas recombinantes varian de
proteina a proteina. En la produccion de glicerol quinasa recombinante se obtuvo la mayor
acumulacion de biomasa y actividad especifica al utilizar un medio de cultivo con 1% de
glicerol y 1% de metanol (Aizemberg et al. 2011), mientras que la produccion de B-
xilosidasa recombinante proveniente de Selenomonas ruminantium se dio después de 72
h de induccidn con metanol al 1% en condiciones de pH 5y temperatura de 20°C (Dehnavi
et al. 2016). Para la produccion de un anticuerpo de una cadena (scFv) se report6 que las
condiciones 6ptimas de pH son entre 7.5 y 8. Por otro lado, se observo que al utilizarse
una temperatura de 30°C durante la fase de crecimiento de biomasa y de 15°C en la fase
de induccion con metanol se propicia una mayor recuperacion de scFv (Shi et al. 2003).
En el caso de la hemoglobina recombinante de Vitreoscilla, se aumenta la produccion
cuando se cultiva a bajas temperaturas de 23°C (Wu et al. 2012). Por otro lado, la lactona
estearasa recombinante de Starmerella bombicola requiere condiciones de pH 6 vy
temperatura de 16°C para aumentar la produccion en P. pastoris (De Waele et al. 2018).
La temperatura Optima para producir proteinas anticongelantes provenientes del arenque
atlantico (Clupea harengus harengus) es de 23°C (Li et al. 2001). Con la lipasa de
Rhyzopus oryzae utilizando temperatura de 22°C se aumenta la produccion de biomasa

(Berrios et al. 2017). La expresion de mini-proinsulina recombinante es mayor cuando la
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fase de induccidn se lleva a cabo en pH 6.3 y temperatura de 22°C (Pais-Chanfraud et al.
2004).

2.4. Tanasas recombinantes en Pichia pastoris

Actualmente se ha explorado la opcion de producir tanasas recombinantes en algunos
modelos microbianos que garanticen la mayor produccion de la enzima y en los cuales
durante su proceso de produccion se puede potenciar la purificacion (Rosano y Ceccarelli
2014). Uno de estos modelos microbianos es P. pastoris, en el cual hay reportes de
produccion de enzimas recombinantes de uso en la industria de alimentos, entre ellas,
algunas tanasas provenientes de A. niger y Aspergillus oryzae (Spohner et al. 2015). Sin
embargo, la actividad especifica no sobrepasa la obtenida con la enzima nativa, a pesar de
que la secuencia aminoacidica se mantiene, por lo que se debe investigar mas sobre como
inducir a que las modificaciones post-traduccionales de la enzima propicien una mayor

actividad especifica.

2.4.1. Tanasa recombinante de Aspergillus niger GH1

Nuestro grupo de trabajo produjo en P. pastoris la tanasa de A. niger GH1 (Fuentes-
Garibay et al. 2015). Los niveles de produccion fueron de 0.57 U/mL después de 48 h de
induccion con metanol en cultivos en matraz. Esta tanasa mostré un pH y temperatura
Optima de actividad de 5y 20°C, respectivamente, lo cual se diferencia de la tanasa nativa
en cuanto a su perfil de actividad respecto a la temperatura. Ademas, la actividad
especifica de un extracto semipurificado de la tanasa recombinante fue de sélo de 50 U/mg
de proteinas (pH 5, 20°C), lo cual es mucho menor que la actividad especifica reportada
para la tanasa nativa (264 U/mg de proteinas [pH 7, 30°C], Renovato et al., 2011). Los
analisis por electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS mostraron que la tanasa
recombinante de A. niger GH1 esta formada por dos subunidades unidas por puentes
disulfuro generadas por la proteasa Kex2 de P. pastoris, mientras que la tanasa nativa esta
constituida en una Unica cadena polipeptidica estabilizada por puentes disulfuro

(Renovato et al., 2011). De acuerdo con la literatura, se reportd que la delecién de los
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sitios de reconocimiento de Kex2 en la tanasa recombinante de A. oryzae TH generd una
tanasa de una cadena polipeptidica que mostrd el mismo pH éptimo de actividad, pero
diferente perfil de actividad respecto a la temperatura, y aumentd su actividad especifica
(Koseki et al. 2017).

2.4.2. Sitios de reconocimiento de la proteasa Kex2

Una de las modificaciones post-traduccionales que pueden ocurrir para que se lleve a cabo
la maduracion de una proteina es un corte proteolitico, ya sea para remover un péptido
sefial, 0 para activar una proproteina. Kex2 es una serin-proteasa dependiente de Ca*2
involucrada en la activacién de proproteinas, por lo que pertenece a la familia de las
Protein Convertasas. Esta proteasa realiza el corte proteolitico en el lado carboxilico de
pares de residuos basicos como Lys-Arg, Arg-Arg (Rockwell et al. 2002). Levaduras
como Sacharomyces cerevisae y P. pastoris sintetizan esta proteasa como parte de su
metabolismo normal y en muchas ocasiones participa en la maduracion de las proteinas

nativas de la levadura (Sreenivas et al. 2014).

En el caso de las proteinas recombinantes producidas de forma extracelular en P. pastoris,
generalmente se sintetizan como una proteina de fusién entre el péptido maduro de interés
con la regidn pre-pro el factor alfa de S. cerevisiae. Esta region consiste en un péptido
sefial de 19 residuos de aminoacidos (regidn-pre), sequido de 66 residuos (region-pro) que
finaliza con una secuencia dibasica (Lys-Arg). Durante la ruta de secrecién de la proteina
heteréloga ocurren dos procesamientos proteoliticos, el primero para una remocion de la
region pre por accion de una signal-peptidasa, y posteriormente, una remocion de la regién
pro por accion de la proteasa Kex2 que reconoce la secuencia dibasica ubicada en la union
de la region pro con el inicio del péptido maduro. Sin embargo, la presencia de un sitio de
reconocimiento de la proteasa Kex2 (secuencia dibasica) en la secuencia del péptido
maduro, puede no ser deseable, debido a que el corte proteolitico puede escindir una
region del péptido maduro, o bien, si los dos fragmentos quedan unidos por un puente
disulfuro, puede haber un cambio conformacional de la proteina que pudiera afectar su
actividad biologica. Este podria ser el caso de la tanasa recombinante proveniente de A.

niger GH1 producida en P. pastoris, en la cual se identificaron dos sitios de
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reconocimiento de Kex2 (Lys309-Arg310 y Lys347-Arg348) en la secuencia del péptido
maduro. Mediante un modelo tridimensional de la proteina madura, se pudo concluir que
el primer sitio Kex2 probablemente se encuentra expuesto en la superficie de la proteina
recombinante, mientras que el segundo sitio Kex2 esta oculto en el interior de la proteina,
lo cual ocasiona la ruptura en el lado carboxilico de Arg310 por parte de Kex2, generando
una proteina con dos subunidades polipeptidicas unidas por un puente disulfuro (Fuentes-
Garibay et al. 2015). Esto discrepa de la estructura de una cadena polipeptidica que
presenta la proteina nativa de A. niger GH1, y por consecuencia podria ser la causa de la
diferencia en las propiedades intrinsecas entre la tanasa nativa y recombinante, y generar
una disminucion de la actividad especifica en la tanasa recombinante (Renovato et al.
2011; Fuentes-Garibay et al. 2015).

2.5. Estrategias de ingenieria de proteinas

La modificacion de proteinas para buscar potenciar alguna caracteristica de interés puede
efectuarse mediante estrategias de ingenieria de proteinas. Existen tres tipos: el disefio
racional, la evolucién molecular dirigida y el disefio por secuencias consenso. En el disefio
racional se requiere conocimiento de la estructura tridimensional de la proteina a
modificar y el mecanismo molecular que explique la funcion bioldgica o la propiedad
estudiada, para asi identificar los aminoacidos candidatos a sustituir mediante mutagénesis
sitio dirigido. Esta estrategia se ha utilizado para aumentar actividad enzimatica, modificar
la especificidad de enzimas o0 aumentar la termoestabilidad (Diaz et al. 2016). De acuerdo
con Koseki et al. (2017) con el disefio racional aumentaron la actividad especifica de la
tanasa de A. oryzae TH recombinante producida en P. pastoris. Por otro lado, la evolucion
molecular dirigida consiste en simular un proceso de evolucion darwiniana de manera
acelerada, mediante la creacion de bibliotecas de secuencias nucleotidicas mutadas y la
evaluacion de éstas, con el objetivo de identificar las variantes proteicas que poseen las
caracteristicas de interés (Diaz et al. 2016). La tercera estrategia es el disefio por
secuencias consenso, para la cual se requieren secuencias aminoacidicas de bases de datos
e identificar aminoacidos conservado entre las secuencias de proteinas homologas. Por lo

que, si un aminoacido esta conservado en posiciones equivalentes en la mayoria de las
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secuencias evaluadas, pero es distinto en la secuencia de la proteina inicial, esta estrategia
afirma que el aminoécido de la secuencia original debe ser sustituido por el aminoacido
compartido por la mayoria de las secuencias de proteinas homologas. Con esta estrategia
se ha conseguido principalmente aumentar la termoestabilidad de enzimas (Lehmann et
al. 2000).

2.5.1. Mutagénesis sitio dirigida

La mutagénesis sitio dirigida fue desarrollada por primera vez por Michael Smith en 1978
(Hutchison et al. 1978). En la mutagénesis sitio dirigida se pueden introducir deleciones,
inserciones 0 mutaciones puntuales en lugares especificos de una secuencia nucleotidica,
con el fin de cambiar alguna caracteristica intrinseca de las proteinas. Una opcion para
realizar este procedimiento es mediante la técnica de extension por PCR de fragmentos
superpuestos (SOEing por sus siglas en inglés), en la cual se utilizan dos pares de
oligonucleotidos. El primer par (P1 y P2) amplifica un fragmento desde el extremo 5’ de
la cadena lider (P1) hacia el sitio donde se desea realizar la mutacion (P2). Mientras que
el segundo par (P3 y P4) amplifica desde un fragmento que va del sitio de la mutacién
(P3) hacia el extremo 3’ de la cadena lider (P4). Cabe mencionar que los oligonucledtidos
P2y P3 son los que generan la mutacion, por lo que deben estar disefiados de manera que
no contengan la secuencia a deletar, que incluyan la secuencia a insertar o bien, incluyan
en la secuencia los cambios de la mutacion puntual, segln sea el tipo de mutacion que se
requiera. Ademas, estos oligonucleétidos (P2 y P3) deben tener en el extremo 3’ una
secuencia complementaria entre ellos, de minimo 10-15 nucleétidos (McPherson y Moller
2000).

Para llevar a cabo este procedimiento se realizan dos amplificaciones separadas (Figura
2), que se conocen como las PCR primarias, de las cuales se obtendran dos fragmentos:
uno correspondiente a los oligonucleodtidos P1 y P2, y el segundo, generado por los
oligonuclettidos P3 y P4. Posteriormente, ambos fragmentos sintetizados se mezclan y se
espera que se unan debido a las secuencias complementarias presentes en los
oligonucleotidos P2 y P3. Finalmente se lleva a cabo la siguiente amplificacion, conocida

como PCR secundaria, en donde participan la mezcla de los fragmentos obtenidos en las
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PCR primarias, y los oligonucleotidos P1y P4. En la PCR secundaria se sintetiza el resto
de la cadena para obtener la nueva cadena con la mutacion (Heckman y Pease 2007).

Secuencia
da
traslapada
5' Pl 13 Fragmento
3 I 5'  deDNA1
P2 -
- P3 Fragmento de DNA 2
5'[ : 3
Sl — 5'
P4~
b * PCR
5 s AP —
— - e - -—3:_ 5'
Hibridacion en la secuencia
traslapada y extension
=P P1
' g'
3 —{ ) !
P2 -

Figura 2. Estrategia de mutagénesis dirigida por PCR de los fragmentos superpuestos, las flechas P1, P2, P3
y P4 corresponden a los oligonucleétidos. a) Fragmentos de DNA obtenidos durante la PCR primaria. b)
Fragmentos de DNA obtenidos durante la PCR secundaria (imagen tomada de Cha-aim et al. 2012).

Para el caso de las mutaciones puntuales, existen dos métodos: One side-SOEing y Two
Side-SOEing. El primer método consiste en introducir la mutacién deseada Unicamente
en el primer P2. Con ello el fragmento que resulte de los oligonucle6tidos P1y P2, ademas
de contener la mutacion, funcionard como “megaoligonucledtido” en la PCR secundaria
para sintetizar la cadena completa mutada (Urban et al. 1997). ElI método Two Side-
SOEing es el mas utilizado por su alta eficiencia y porque no deja lugar a que se formen
fragmentos no mutados. Consiste en introducir la mutacion en los oligonuclettidos P2 y
P3, con ello ambos fragmentos sintetizados en las PCR primarias contendran la mutacion.
Posteriormente se mezclan para que las colas complementarias de los oligonucleétidos P2
y P3 se unan y se sintetice la cadena completa durante la PCR secundaria (McPherson y
Moller 2000).
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2.6. Herramientas bioinformaticas para el andlisis de los modelos moleculares de

proteinas

El modelo molecular puede determinado experimentalmente por cristalografia de rayos X
y en algunos casos por espectroscopia de resonancia magnética nuclear o microscopia
electrénica. Estas estructuras tridimensionales estan disponibles a través de la base de
datos denominada Protein Data Bank, la cual ademas de informacion de los autores,
secuencia de la proteina, referencia bibliogréafica, técnica de resolucién de la estructura,
pruebas de validacion de la estructura tridimensional e informacion del cristal, contiene
archivos de texto con las coordenadas en el espacio de los atomos que componen la
proteina, excepto los hidrogenos (archivos pdb). Si la estructura tridimensional de la
proteina de interés no se encuentra en el Protein Data Bank y no estamos en la capacidad
de hacer una determinacion experimental de esta estructura tridimensional, entonces el
modelo molecular de la proteina puede ser simulado con herramientas bioinformaticas
mediante estrategias de modelaje por homologia, threading o reconocimiento de
plegamiento (fold recognition), o bien prediccion ab initio. La prediccion de la estructura
de proteinas mediante modelaje por homologia se basa en la comparacion de la secuencia
de la proteina de interés con una gran base de datos de secuencias de proteinas con
estructuras tridimensionales conocidas (Protein Data Bank) para poder seleccionar una
estructura tridimensional como plantilla para la prediccion del modelo molecular, siendo
esta estrategia de modelaje la que realiza un modelo molecular més confiable. Sin
embargo, cuando el porcentaje de identidad entre la secuencia de la proteina de interés y
las secuencias de las proteinas depositadas en el Protein Data Bank es menor al 30%, la
estrategia de modelaje por homologia no conduce a modelos confiables, pero el modelaje
se puede mejorar al incluir informacidn estructural de otras proteinas, lo cual es la idea de
la estrategia de threading (Kelley et al. 2015). Los modelos moleculares de proteinas
pueden visualizarse para un mejor estudio mediante visualizadores de estructura
tridimensional como UCSF Chimera, e incluso hacer calculos de distancias entre atomos,
comparacion de estructuras tridimensionales mediante una superposicion de las mismas,

etc.
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Para el caso de moléculas pequefias no proteicas, se puede obtener su estructura
tridimensional en un archivo en formato pdb en bases de datos especificas. Una de las méas
usadas es PubChem, la cual es un repositorio mayoritariamente de moléculas quimicas
pequefias que se encuentra disponible para uso en general, donde ademas de obtener el
archivo de la estructura tridimensional se puede acceder a informacidn de las propiedades
fisicoquimicas, actividad bioldgica, asociacion con ligandos y caracteristicas generales

derivadas de investigacion (Wang et al. 2009).

Durante el modelaje de los modelos moleculares pueden ocurrir distorsiones estructurales,
interacciones desfavorables o introduccion de choques, por lo que para optimizar la
estructura tridimensional es recomendable realizar una minimizacion de la energia
(Watherhouse et al. 2018). La minimizacion de la energia se lleva a cabo para optimizar
la red de union de los hidrégenos y reacomodar la posicion de los residuos de aminoacidos
en una orientacion que genere la menor energia posible en el sistema (Land & Svedendahl
2018).

Una vez obtenidos los modelos moleculares de la proteina y de una molécula pequefia que
en el caso de una enzima podria ser su sustrato, y habiendo realizado la minimizacion de
energia, se pueden utilizar métodos de acoplamiento molecular para obtener un modelo
tridimensional de la interaccion enzima-sustrato basado en los elementos geométricos y
la complementariedad fisicoquimica de la interaccion de las moléculas (Waterhouse et al.
2018). Los analisis de acoplamiento molecular se utilizan ampliamente para predecir
complejos biomoleculares basados en un anélisis del disefio funcional, estructural y
molecular. Tiene como objetivo lograr la conformacion y orientacion optimizada para la
interaccion entre la proteina y el sustrato a manera de minimizar la energia libre del

sistema general (Morris et al. 2007).

2.7. Etapas de downstream en tanasas

Para llevar a cabo la purificacion de proteinas generalmente se sigue una estrategia que
consiste en cuatro etapas: 1) preparacion, extraccion y clarificacion, 2) captura, 3)

purificacion intermedia y 4) pulido. La primera etapa consiste en preparar un extracto
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clarificado del material a purificar. En el caso de la produccion extracelular de proteinas
recombinantes en P. pastoris, este punto consiste en obtener el medio de cultivo con
proteinas libre de células, generalmente por centrifugacion y microfiltracion.
Posteriormente en la etapa de captura se aisla, concentra y estabiliza el producto de interés
en un ambiente que permita conservar su actividad. Esta etapa se puede llevar a cabo
combinando una etapa de ultrafiltracion con una diafiltracion realizando un cambio de
solucion amortiguadora y eliminando moléculas de bajo peso molecular. En la etapa de
purificacion intermedia se busca remover las impurezas mayoritarias como otras proteinas
u otras moléculas de alto peso molecular. Esta etapa se suele realizar mediante
cromatografia de intercambio i6nico, ya sea aniénica o catidnica. En la etapa final de
pulido se eliminan algunas trazas de impurezas que hayan quedado, por lo que después de
esta etapa la proteina de interés puede ser transferida a condiciones adecuadas de

almacenamiento (Healthcare, 2010; Saraswat et al. 2013).

En los procesos biotecnologicos industriales se identifican tres etapas principales:
upstream, midstream y downstream. La etapa de upstream involucra actividades como la
obtencidon y preparacion de la materia primay el sistema bioldgico a utilizar. Mientras que
el midstream involucra el proceso de transformacion de materia prima en producto a través
del sistema bioldgico, asi como las condiciones en que se lleva a cabo. Finalmente, la
etapa de downstream involucra las operaciones unitarias necesarias para la purificacion y
obtencidn del producto terminado en su presentacién comercial. Esta Ultima etapa es un
aspecto importante en la produccion industrial de tanasas debido al poco conocimiento y

la falta de estrategias de bajo costo.

En el caso de la produccion de tanasas recombinantes por P. pastoris se tiene la ventaja
que el sistema de secrecion de proteinas heterdlogas permite la facil recuperacion, por lo
que solo se debe procurar la separacion de las células y el medio de cultivo con proteinas.
Sin embargo, en las proteinas que se secretan al caldo de cultivo, el agua es el principal
contaminante por lo que la etapa de concentracion es el primer paso en la purificacion de
proteinas. La concentracion de tanasas se ha realizado por precipitacion con sulfato de
amonio (Battestin y Macedo 2007) y acetona (Lekha et al. 1994). Por otro lado, se ha

realizado la concentracion de tanasa con polietilgenglicol (Sharma et al. 1999), pero este
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proceso dificulta el escalamiento. Un método més eficiente por ser rapido y con mayor
porcentaje de recuperacion de tanasa es la ultrafiltracion, que logra purificar hasta 5.2
veces mas con rendimiento de recuperacion del 97% (Sharma et al., 2008). Finalmente,
para la etapa de purificacion de tanasa se ha incursionado en el uso de protocolos de
cromatografia de intercambio iénico o filtracion en gel utilizando columnas de Sephadex
G-150 (Sharma et al. 1999). En el caso de proteinas recombinantes en P. pastoris se ha
utilizado protocolos de ultrafiltracion seguido de cromatografia de intercambio i6nico
(Zhong et al. 2004).
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3. JUSTIFICACION

Las tanasas son enzimas que degradan compuestos no deseados en bebidas derivadas de
frutas, como los jugos frutales, vino, cervezay té. Esta propiedad las hace de interés para
la industria. Sin embargo, a pesar de que hay un mercado potencial para ellas, son pocas
las empresas que han lanzado tanasas a la venta. La razén es porque la produccion de la
enzima es de alto costo y hay poca informacion sobre los procesos para producirla a gran

escala.

Una alternativa que lleva a aumentar la produccion de enzimas, y con ello disminuir costos
de produccion es el uso de tecnologia recombinante. Actualmente se ha explorado la
opcion de producir tanasas recombinantes en P. pastoris. Sin embargo, las tanasas
producidas en P. pastoris tienen baja actividad especifica, lo cual no es atractivo para su
uso en procesos industriales. Actualmente, no existen tanasas recombinantes que posean

mayor actividad especifica que las no recombinantes.

Con este proyecto se buscoé desarrollar un proceso para producir en P. pastoris una tanasa
recombinante de una cadena polipeptidica que sea atractiva para la industria. Para ello, se
utilizaron estrategias de ingenieria de proteinas enfocadas en aumentar la actividad
especifica de la enzima. También, se emplearon herramientas bioinformaticas para
realizar un anélisis estructural de la tanasa recombinante de una y dos cadenas que
permitio explicar a nivel molecular la diferencia en la actividad especifica de las dos

tanasas.

Ademas, para evaluar si la enzima pudiera ser atractiva para la industria se estimé el costo

de produccion de un producto prototipo en polvo.
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4. HIPOTESIS

La tanasa de A. niger GH1 modificada en los sitios de reconocimiento de Kex2 y
producida en P. pastoris como una proteina de una cadena polipeptidica permitira el

desarrollo de un proceso para la produccién de una tanasa con alta actividad especifica

que la hard atractiva para la industria de alimentos.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO
Objetivo general

Desarrollar un proceso de produccion en Pichia pastoris de una tanasa recombinante de
una cadena polipeptidica con alta actividad especifica atractiva para la industria de

alimentos.

Objetivos especificos

1. Construir un gen sintético que codifique para la tanasa de A. niger GH1 con una

modificacion en uno de los sitios de reconocimiento de la proteasa Kex2.

2. Construir cepas recombinantes de P. pastoris portadoras del gen sintético capaces de

producir y secretar la tanasa de A. niger GH1 modificada.

3. Seleccionar una cepa de P. pastoris sobreproductora y producir la tanasa de A. niger
GH1 modificada.

4. Realizar una caracterizacion bioquimica de la tanasa de A. niger GH1 modificada.

5. Disefiar un proceso de recuperacion y formulacién de la tanasa recombinante.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Materiales y equipos

Los materiales y equipos utilizados para el presente trabajo se mencionan a continuacion:
una campana microbioldgica de flujo laminar (Labconco Co. Inc.), potencidometro
(Beckman), balanza granataria (WM Ainsworth And Sons Inc.), balanza analitica
(METTLER TOLEDO AG285), vortex Maxi-Mix Il M37615 (Thermolyne), centrifuga
J2-21 M (Beckman), agitador magnético (PC103 Corning), gradillas (Glasser), olla a
presion 21 litros (Presto), autoclave 510 (YYamato), termociclador para reaccion en cadena
de la polimerasa (LABNET), campana para PCR (P-048-202-XL, CBS Scientific Co.),
refrigeradores y congelador -20°C (Torrey), camara de electroforesis horizontal y fuente
de poder (494 ISCO), camara de electroforesis vertical (Termo EC), cristales de 10 x 10
cm, fuente de poder (Termo EC570-90), incubadora con agitacion (Lab-Line Instruments
Inc.), placa de calentamiento 1l (VWR Scientific products), columna de intercambio
anionico 1 mL HiTrap Q FF (GE Healthcare Bio-Sciences Corp), sistema de
cromatografia (Bio-Rad), micropipetas (Labnet Co.), nano espectrofotdmetro P-300
(IMPLEN), biorreactor de mesa de 7 litros interconectado con el biocontrol ez-Control
(Applikon Biotechnology), bomba de alimentacién programable (Masterflex L/S
DIGITALTIC Dispensing System), controlador y monitor de la concentracién de metanol

en gas (PTI Instruments).

Las bases de datos y programas computacionales fueron: GenBank del NCBI (National
Center of Biotechnology Information, Betheshda MD, USA), BioEdit, NEBCutter,
BRENDA, AmplifX, Blast, Clustal Omega, SWISS-MODEL, Avogadro, YASARA,
AutoDock Tools 1.5.6, Chimera 1.15rc, Oracle VM Virtual Box con el sistema operativo
Ubuntu 64 bits, el programa BioExpert lite (Applikon Biotechnology BV), NB208

software (PTI Instruments).

Para el procesamiento de datos y esquemas graficos se empleé una computadora HP
Pavillon (Windows 10, Microsoft Corporation), procesador de texto Microsoft Word
Professional Plus 365 (Microsoft Corporation), procesador de graficos Microsoft Excel
Professional Plus 365 (Microsoft Corporation), procesador de presentacion de

diapositivas Microsoft PowerPoint Professional Plus 365 (Microsoft Corporation).
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6.2. Material bioldgico y medios de cultivo

Las cepas de P. pastoris KM71 Mut® (his4) y el vector pPIC9 fueron obtenidos de Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). El vector pPICOANT fue previamente construido
en nuestro laboratorio (Fuentes-Garibay et al. 2015). La endonucleasa de restriccion Sall
y el vector pPGEM-T fueron de Promega (Madison, W1). La glicosidasa Endo H y la DNA
polimerasa de alta fidelidad Q5 Hot Start fueron de New England Biolabs (Beverly, MA,
USA). Todos los oligonucleétidos fueron de Integrated DNA Technologies, Inc.
(Coralville, 1A, USA). La base de dextrosa regeneradora (RDB), el medio minimo
amortiguado adicionado con glicerol (BMG), el medio minimo amortiguado adicionado
con metanol (BMM con 0.75% (v/v) metanol) y la solucion de trazas de metales 1 para P.
pastoris (PTM1) fueron preparados de acuerdo con las instrucciones para el kit de
expresion de P. pastoris (Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA). Todos los
productos quimicos utilizados fueron de grado analitico de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis,

MO, USA) o Productos Quimicos Monterrey (Monterrey, Nuevo Ledn, México).

6.3. Estrategia general

Para desarrollar una tanasa recombinante con alta actividad especifica y caracteristicas
atractivas para la industria alimentaria, se plantearon 5 etapas experimentales (Figura 3).
La primera consistio en la construccion de la secuencia nucleotidica que codifique para la
tanasa de A. niger GH1 con modificacién en uno de los sitios de reconocimiento de la
proteasa Kex2 (K309-R310). Para ello se partid de la secuencia nucleotidica que codifica
para la tanasa recombinante originaria de A. niger GH1 con codones preferenciales de P.
pastoris (ANT), y se modifico el codon del aminoacido arginina por un codén de alanina
por mutagénesis sitio dirigida mediante extension por PCR de fragmentos superpuestos.
Se verifico la presencia de la mutacion deseada y ausencia de otras mutaciones mediante

secuenciacion de la secuencia nucleotidica resultante.

En la segunda etapa se llevo a cabo la construccion de cepas recombinantes de P. pastoris
portadoras de la secuencia nucleotidica capaces de producir y secretar la tanasa de A. niger

GH1 modificada (TanM). Se verificd que la secuencia nucleotidica modificada fue la
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deseada. Posteriormente, se procedio a transformar células de P. pastoris KM71 mediante
electroporacion con el plasmido linealizado que contiene la secuencia nucleotidica
modificada. Se seleccionaron y verificaron las células transformadas para continuar a la
siguiente etapa. En la tercera etapa se seleccion6 una clona de P. pastoris sobreproductora
de la tanasa M. Para ello se realizaron cultivos de las 84 clonas obtenidas en la
transformacion de P. pastoris. En los cultivos se llevo a cabo una etapa de reactivacion de
la clona, crecimiento con glicerol y una etapa de induccidn con metanol para la produccion
de la proteina heterdloga. Se evalud el rendimiento de proteinas extracelulares/biomasa
de cada cultivo y se seleccionaron las 5 clonas con mayor rendimiento. A las clonas
seleccionadas se les evalud la actividad volumétrica de tanasa y se seleccion6 la clona con
mayor rendimiento producto/biomasa (Ypx). La clona seleccionada se caracterizd en
cuanto a su produccion en matraz mediante cultivos con adicion de metanol cada 12 hy
24 h; ademas de cultivos con medio BMM-alanina a pH 5.0. y se compar6 con la cepa
KM71ANT. Posteriormente, la clona sobreproductora se llevé a produccién a nivel de
biorreactor. El cultivo en biorreactor se realizd en tres etapas: 1) lote (batch) de glicerol
(50 g/L), 2) lote alimentado (feed-batch) con glicerol y 3) lote alimentado (feed-batch) de
metanol. Las condiciones de la etapa de induccién con metanol fueron pH 5.0, temperatura
24°C, densidad celular al inicio de 50 g de células secas/L y concentracion de metanol
constante de 1 g/L. La etapa de induccion durd 74 h y se calcularon pardmetros de
crecimiento celular y produccion de la proteina recombinante como la velocidad
especifica de crecimiento (u), el rendimiento biomasa/sustrato (Yxs), rendimiento
producto/biomasa (Ypix), rendimiento producto/sustrato (Ypss), velocidad de consumo de

sustrato (gs) y velocidad de produccion de tanasa (qp).

En la cuarta etapa, se realizé la caracterizacion bioquimica de la enzima obtenida en los
cultivos en matraz y a nivel de biorreactor. Para ello se purifico la proteina producida por
cromatografia de intercambio anidnico y se evalu6 la actividad especifica y los parametros
cinéticos de la enzima. La actividad especifica se compard con la de la tanasa
recombinante de A. niger GH1 de doble cadena (Fuentes-Garibay et al., 2015). Se
analizaron por SDS-PAGE las fracciones de la purificacion que presentaron actividad
enzimatica y se evalud el efecto del pH (2.5-9.0), y la temperatura (10-70°C) en la

actividad enzimatica de tanasa, asi como la actividad residual al almacenar la enzima a 4
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y 30°C. Por otro lado, se obtuvieron los modelos moleculares in silico de la tanasa de una
cadena (tanasa M) y la tanasa de dos cadenas (tanasa ANT). Se realizé el analisis por
acoplamiento molecular utilizando al galato de metilo como sustrato, y se realizé la
superposicioén de los modelos moleculares para poder explicar a nivel estructural la
diferencia en actividad especifica y parametros cinéticos de las tanasas recombinantes de

unay dos cadenas.

Finalmente, en la quinta etapa se disefio un proceso de recuperacion y formulacion de la
tanasa recombinante. Para ello se establecio un proceso que consiste en centrifugacion del
sobrenadante en biorreactor, seguido de microfiltracion, ultrafiltracion y el proceso de
secado por aspersion (spry-drier) con un polisacarido como coadyuvante para obtener el
formulado de la enzima recombinante en polvo. A partir de los rendimientos obtenidos en
biorreactor, se realizo el andlisis tecno-econdmico para estimar el probable precio de venta

del formulado en polvo de la tanasa mutada y compararlo con las tanasas disponibles en

Construccion del
Etapal g::dsi;li-'::h:c;aqlze Mediante PCR por Cambio del cod6n Verificacion de la
P . | superposicion de p— Arginina porun el mutacién por
tanasade A. niger L " . e
. - la extension codénde Alanina secuenciacion
GH1 sin el sitio
Kex2
Construccion de
cepas L. . " P
Etapa2 binantesde Transformacion de células Seleccion y verificacion
recombinant | de P. pastoris KM71 por — e=lp de clonas con el gen
P. pastoris -y PR
electroporacion sintético de tanasa
productorasdela
mutada

tanasa mutada

Seleccién de una

Etapa3 cepade P. pastoris Cultivos en matraz Criterio de
sobreproductoray con 50 mLBMG y N seleccién de la Mayor rendimiento proteinas

producciéndela 10 mL BMM con clona extracelulares/biomasay Yy

tanasade A. niger 0.75% de metanol sobreproductora
GH1 modificada / \
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glicerol, 2) feed-batch
glicerol, 3) feed-batch
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de biorreactor
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-Actividad de tanasa
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bioguimicadela mediolibre de -N-desglicosilacion
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-Comparacion del modelo molecular
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tanasa : de la tanasa modificada
. en sprydrier
recombinante

Figura 3. Estrategia general que se empleo.
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6.4. Construccion de una secuencia nucleotidica que codifique para la tanasa de
A. niger GH1 con modificacién de uno de los sitios de reconocimiento de la

proteasa Kex2

6.4.1. Disefio de oligonucledtidos para mutagénesis mediante extensién por PCR
de fragmentos superpuestos

A partir de la secuencia nucleotidica que codifica para la tanasa de A. niger GH1 (ANT)
se disefiaron 4 oligonucledtidos para llevar a cabo la mutagénesis en un sitio de
reconocimiento de la proteasa Kex2; cuyas secuencias se muestran en la tabla 2. El primer
par de primers se tomaron de las secuencias extremas de la secuencia nucleotidica ANT.
En el extremo 5’ se mantuvo el sitio de restriccion para Xho | que ya se encontraba en la
secuencia ANT (5’TanX). Pero al extremo 3’ se le agrego el sitio de restriccion para Not |
(3°’TanNot). Por otro lado, los oligonucle6tidos mutagénicos, se localizaron en los codones
que codifican para el sitio de reconocimiento de Kex2; los cuales corresponden a los
nucleotidos 868-870 y 871-873. Para eliminar el sitio de la proteasa Kex2 se considerd
que solo es necesario cambiar uno de los aminoécidos. Lo anterior, debido a que la
proteasa Kex2 es altamente especifica a los sitios de reconocimiento Lys-Arg y Arg-Arg.
Por lo consiguiente, se cambio6 el codon correspondiente a Arginina (871-873) por un
coddn preferencial de P. pastoris a Alanina. EI nuevo coddn se ubico en el centro del
oligonucleotido mutagénico lider y se tomaron 10 pb rio arriba'y 10 pb rio abajo del codén
modificado (5’ TanMut). Mientras que el oligonucleotido mutagénico reverso (3’ TanMut)
se disefio siendo totalmente complementario al oligonucleétido mutagénico lider. Lo
anterior, permitié que, en el proceso final de la extension por PCR de fragmentos
superpuestos, los oligonucledtidos se pudieran empalmar generando la nueva secuencia

nucleotidica mutada (TanM).

Tabla 2. Secuencias de oligonucleotidos para mutagénesis

ID Secuencia
5’TanX 5’-CTC GAG AAG AGAACTTCTTT-3
3’TanMut | 5°-AAC CCT CAG CAG CCT TAG AGA AA-3’
5’TanMut | 5°-TTT CTC TAA GGC TGC TGA GGG TT-3’
3’TanNot | 5°-GTA GCG GCC GCT TAG AAA ACT GGC ATC-3’
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6.4.2. Obtencion de la secuencia nucleotidica de la tanasa de A. niger GH1 con
codones preferenciales para P. pastoris a partir del plasmido pPICOANT

La secuencia nucleotidica que codifica para la tanasa de A. niger GH1 con codones
preferenciales de P. pastoris se obtuvo a partir del plasmido pPICOANT (Fuentes-Garibay
et al. 2015); el cual se encontraba almacenado en una cepa de E. coli JM109. Por ello, en
primer lugar, se reactivo la cepa de E. coli JIM109 con el plasmido pPIC9ANT. Se tomaron
100 pL de la conserva con glicerol absoluto al 1:1 que se encontraba almacenada a -20°C
y se inocularon en tubos Corning de 15 mL con 5 mL de medio LB con ampicilina (100
pg/mL). Los tubos inoculados se dejaron incubando durante 16-18 h a 37°C y 250 rpm.

Posteriormente, se recuperé el paquete celular de la cepa reactivada y se extrajo DNA
plasmidico utilizando el Wizzard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega)
siguiendo el protocolo del fabricante. Se cuantifico la concentracion de DNA utilizando
el nanofotdmetro P-360 (Implen) y se verifico la integridad del pldsmido mediante
electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. Se analizaron alicuotas de 4 pL con

GelRed para pre-tincion. El gel se observé en transiluminador de UV.

Para confirmar la presencia de la secuencia nucleotidica (ANT), se llevo a cabo la reaccion
de PCR utilizando los oligonucle6tidos S’TANGSA (5°-TGG CCT AGG TTAGAA AAC
TG-3") y 3’ALFAGSB (5’-GAA GGA TCC AAA CGA TGA GA-3’), los cuales son
especificos para dicho gen. Ademas, se prepar6é un control negativo (agua) y un control
positivo ()GEMANT). El DNA plasmidico extraido previamente se realizé una dilucién
1:100 para utilizarlo como molde. En la reaccion de PCR se utiliz6 GoTaq Flexi DNA
polimerasa (Promega) y se prepar6 como se indica en la Tabla 3. Por otro lado, las

condiciones de la reaccion de PCR se realizaron como se describe en la Tabla 4.
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Tabla 3. Volumen y concentracion final de los reactivos utilizados en la PCR para caracterizar el plasmido

PPICOANT.
Reactivos Volumen (uL) Concentracion Final
Green Buffer (5X) 5 1X
dNTP’s (10 mM) 0.5 0.2mM
Oligo5’ ALFAGSB (5 pM) 2.5 0.5 uM
Oligo 3’ TANGSA (5uM) 2.5 0.5 uM
Go Tag Flexi DNA pol 0.2 0.03 U/uL
(5U/uL) 1 0.03-0.06 ng/ pL
DNA molde (dilucién 1:100) 13.3
Agua ultrapura
VVolumen Final 25

Tabla 4. Condiciones de la PCR para verificar la presencia del gen ANT en el pladsmido pPIC9ANT con

Flexi Tag DNA polimerasa.

Etapa Evento Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 Desnaturalizacion 1 94 2 min
2 Desnaturalizacion 30 94 1 min
Hibridacion 50 1 min
Extension 72 4 min
3 Extension Final 1 72 10 min
4 Refrigeracion Final 1 4 Indefinido

Al finalizar la reaccion de PCR se analizd una alicuota de 5 pL de la reaccion y sus

respectivos controles mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% en buffer de Tris-
boratos-EDTA (TBE 1X, Tris-HCI 89 mM, &cido bdrico 89 mM, EDTA 2 mM). El gel
fue tefiido posteriormente con GelRed Nucleic Acid Stain (concentracion final de 100X

diluido en NaCl 100 mM) y se observo en transiluminador de UV.

6.4.3. Preparacion de soluciones de trabajo de oligonucledtidos para la

mutagénesis mediante extension por PCR de fragmentos superpuestos

Los oligonucleédtidos utilizados para la mutagénesis mediante extension por PCR de

fragmentos superpuestos fueron sintetizados por IDT Technologies. Los oligonucle6tidos

liofilizados se disolvieron en 1 mL de agua MilliQ estéril y se dejaron toda la noche en
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agitacion. Posteriormente, se realizaron las soluciones de trabajo como se indica la Tabla
5, de forma que la concentracion final fue de 5 puM.

Tabla 2. Volimenes para la preparacion de soluciones de trabajo de los oligonucleétidos.

ID [Inicial] uM | [Final] uM | Vol. Final | Vol. Oligo | Vol. Agua
(ML) (ML) (ML)
5’TanX 334 5 100 15 85
3’TanMut 23.4 5 100 21.4 78.6
5’TanMut 324 5 100 14.4 84.6
3TanNot 36 5 100 13.9 86.1

6.4.4. Sintesis de los fragmentos primarios de la mutagénesis mediante extension
por PCR de fragmentos superpuestos

Para llevar a cabo la mutagénesis sitio dirigida mediante extension por PCR de fragmentos
superpuestos se requirié de dos fragmentos primarios, los cuales fueron complementarios
en el extremo mutagénico de las secuencias. Uno de los fragmentos primarios abarco
desde el extremo 5” de la secuencia nucleotidica ANT al sitio de la mutacion, como se

muestra en la figura 4. Para ello se utilizaron los oligonucle6tidos 5’ TanX y 3’ TanMut.

_—

3'TanMut
|
ﬁ
5'TanX

Figura 4. Lugar de hibridacion de los oligonucledtidos 5°TanX y 3’TanMut en la secuencia nucleotidica
ANT.

Mientras que el segundo fragmento primario abarcé desde sitio de la mutacion hacia el
extremo 3’ de la secuencia nucleotidica ANT, como se muestra en la figura 5. Para ello se

utilizaron los oligonucle6tidos 5’ TanMut y 3’ TanNot.
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Figura 5. Lugar de hibridacion de los oligonucleétidos 5’ TanMut y 3’ TanNot en la secuencia nucleotidica

ANT.

En las reacciones de PCR de cada uno de los fragmentos primarios se utiliz6 la enzima de

alta fidelidad Q5 Hot Start DNA Polimerasa (Promega), siguiendo las especificaciones

del fabricante. Ademas, se utilizo la preparacion de DNA plasmidico pPIC9ANT obtenido

en la seccion 6.4.2. Los volumenes de la reaccion se describen en la Tabla 6 y 8, tomando

en cuenta la preparacion de un control negativo (agua). Las condiciones de la reaccion

(Tabla 7 y 9) se determinaron siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Tabla 3. Volumenes y concentracion final de los reactivos utilizados en la reaccién de PCR para el fragmento
primario 5’ TanX—>3’TanMut.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion Final

Q5 Buffer (5X) 5 1X
dNTP’s (10 mM) 0.5 0.2mM
Oligo 5’TanX (5 uM) 2.5 0.5 uM
Oligo 3’TanMut (5 uM) 2.5 0.5uM

Q5 DNA Polimerasa (5 U/uL) 0.2 0.02 U/uL
DNA molde (65 ng/uL) 04 10 pg/uL
Agua ultrapura K
Volumen Final 25 e

Tabla 4. Condiciones de la reaccion de PCR para obtener el fragmento primario 5’ TanX >3’ TanMut.

Etapa Evento Ciclos Temperatura (°C) | Tiempo
1 Desnaturalizacion 1 98 30s
2 Desnaturalizacion 30 98 10s
Hibridacion 56 30s
Extension 72 30s
3 Extension Final 1 72 2 min
4 Refrigeracion Final 1 4 Indefinido
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Tabla 5. Volimenes y concentracion final de los reactivos utilizados en la reaccion de PCR para el fragmento
primario 5’ TanMut—>3’TanNot.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion Final

Q5 Buffer (5X) 5 1X
dNTP’s (10 mM) 0.5 0.2mM
Oligo 5’TanMut (5 uM) 2.5 0.5uM

Oligo 3’TanNot (5 uM) 2.5 0.5uM

Q5 DNA Polimerasa (5 U/uL) 0.2 0.02 U/pL
DNA molde (65 ng/uL) 0.4 10 pg/uL
Agua ultrapura 139 | -
Volumen Final S

Tabla 6. Condiciones de la reaccion de PCR para obtener el fragmento primario 5’ TanMut—>3’TanNot.

Etapa Evento Ciclos Temperatura (°C) | Tiempo
1 Desnaturalizacion 1 98 30s
2 Desnaturalizacion 30 98 10s
Hibridacion 50 30s
Extension 72 30s
3 Extensién Final 1 72 2 min
4 Refrigeracion Final 1 4 Indefinido

Al finalizar las reacciones de PCR de los fragmentos primarios se analiz6 una alicuota de
2 uL de cada reaccion y cada control negativo mediante electroforesis en gel de agarosa
0.8% en buffer de Tris-boratos-EDTA (TBE 1X, Tris-HCI 89 mM, acido borico 89 mM,
EDTA 2 mM). Los geles fueron tefiidos posteriormente durante 30 min en agitacion con
GelRed Nucleic Acid Stain (concentracion final de 100X diluido en NaCl 100 mM) y se
observaron en transiluminador de UV. El tamafio del fragmento es un punto critico para
continuar con la PCR secundaria, debido a que un tamafio distinto indicaria la incorrecta

amplificacion del fragmento.

6.4.5. Purificacion de los fragmentos primarios

Una vez obtenidos ambos fragmentos primarios es critica la purificacion de estos para
poder utilizarlos como DNA molde en la PCR secundaria, por lo que se procedio a
purificarlos utilizando el Wizzard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega) a partir

de gel de agarosa. Previo al proceso de purificacion se sumergié la camara de
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electroforesis, moldes, peines y gomas en SDS 0.1% durante 1 h. Transcurrido ese tiempo
se desecho el SDS y se enjuagd, de tres a cinco veces, la camara de electroforesis y sus
accesorios con agua ultrapura estéril hasta retirar por completo los restos de SDS.
Posteriormente se prepard agarosa al 0.8% con TBE 1X esteéril y se utilizo para realizar la
electroforesis. En los pocillos se coloco todo el producto de las reacciones de PCR con
buffer de carga y GelRed para pre-tincion dejando un pocillo de separacion entre las
muestras. La electroforesis se realizd durante 45 min aproximadamente, cuidando que la
muestra no saliera del gel. Al finalizar se coloco el gel sobre una pelicula de parafilm en
el transiluminador de UV, el cual se limpid previamente con SDS 0.1%, y se observo en
la intensidad UV de bajo dafio al DNA (365 nm) durante unos segundos, solo para ubicar
la posicion de las bandas en el gel. En seguida, utilizando una navaja de bisturi estéril se
cortd la seccion de las bandas quitando la mayor cantidad de agarosa posible y los
fragmentos se colocaron en tubos de 2 mL nuevos, estériles y previamente pesados. Se
pesaron los tubos con agarosa y se restd el peso inicial para conocer la cantidad de agarosa
contenida en el tubo. Utilizando esta informacion se procedio a la purificacién siguiendo

el protocolo del fabricante.

La cuantificacion de los fragmentos purificados se realizd en el nanofotometro P-360
(Implen) y se analizé la integridad de los fragmentos por electroforesis en gel de agarosa
0.8% en TBE 1X. Finalmente, los fragmentos purificados se almacenaron a -20°C hasta

su uso en la PCR secundaria.

6.4.6. Sintesis del fragmento TanM a partir de los fragmentos primarios

La PCR secundaria consiste en el uso de los fragmentos primarios para sintetizar la
secuencia nucleotidica de la tanasa con la mutacion afiadida (TanM). Para ello, se requiere
tener a los fragmentos primarios en concentraciones iguales (40 ng totales de cada
fragmento) y que estos sean complementarios en sus extremos mutagénicos para que
funcionen como cebadores para la DNA polimerasa. Finalmente, la enzima se encarga de
completar la secuencia del gen como se muestra en la figura 6. Ademas, se afiadieron los

oligonucleotidos 5’TanX y 3’ TanNot correspondientes a los extremos no mutagénicos.
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Figura 6. Superposicion de los fragmentos primarios para la sintesis del fragmento secundario de PCR.

Para la PCR se utiliz6 la enzima Q5 Hot Start DNA polimerasa (Promega), utilizando los
volumenes descritos en la Tabla 10 y ademas se afiadié un control negativo (agua). Para
establecer las condiciones de la reaccion (Tabla 11) se siguieron las recomendaciones del

fabricante de la enzima.

Tabla 7. Volimenes y concentracion final de los reactivos utilizados en la reaccién de PCR secundaria.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion Final
Q5 Buffer (5X) 5 1X
dNTP’s (10 mM) 0.5 200 uM
Oligo 5’TanX (5 uM) 2.5 0.5 uM
Oligo 3’TanMut (5 uM) 2.5 0.5 uM
Q5 DNA Polimerasa (5 U/uL) 0.2 0.02 U/uL
Fragmento DNA
5’TanX->3TanMut (12.5 ng/uL) 3.2 40 ng
Fragmento DNA
5’TanMut—>3TanNot (8 ng/uL) 5 40 ng
Agua ultrapura 6.1 | e
Volumen Final 25 | e

Tabla 8. Condiciones de la reaccion de PCR para obtener el fragmento de la PCR secundaria (TanM).

Etapa Evento Ciclos Temperatura (°C) | Tiempo
1 Desnaturalizacion 1 98 30s
2 Desnaturalizacion 30 98 10s
Hibridacion 55 30s
Extension 72 1 min
3 Extension Final 1 72 2 min
4 Refrigeracion Final 1 4 Indefinido

34



Al finalizar la reaccion de PCR se analiz6 una alicuota de 2 pL de la reaccion y el control
negativo mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. El gel fue tefiido
posteriormente durante 30 min en agitacion con GelRed y se observé en transiluminador
de UV. El tamafio es un punto critico para conocer si el acoplamiento de los fragmentos
primarios fue el correcto. A continuacion, se purifico el producto amplificado con el
Wizzard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega) partiendo directamente de la
mezcla de la reaccion de PCR. El procedimiento fue de acuerdo con las especificaciones
del fabricante. Al finalizar se cuantificO el fragmento purificado mediante el
nanofotometro P-360 (Implen) y se almacend a -20°C hasta su posterior adenilacion y
ligacion.

6.4.7. Preparacion de células de E. coli JIM109 calcio-competentes

Se reactivo la cepa de E. coli IM109, la cual se encontraba almacenada en glicerol al 50%
a -20°C. Para ello se tomaron 100 pL de la conserva para inocular 5 mL de medio LB y
se incubaron a 37°C y 250 rpm durante 24 h. Una vez reactivada la cepa, se tomaron 500
pL de este cultivo para inocular 40 mL de medio LB y se dejo incubando a 37°C y 250
rpm aproximadamente 2 h hasta alcanzar DOsoo de 0.3-0.5. EI medio con células se
transfirio a un tubo nuevo estéril de 50 mL y se incub6 en hielo durante 10 min.
Posteriormente se centrifugd 5 min a 4,500 rpm y 4°C. El paquete celular obtenido se
resuspendio suavemente en 20 mL de CaCl, 100 mM frio, utilizando puntillas de
micropipeta frias. Se centrifugd nuevamente 5 min a 4,500 rpm y 4°C; en seguida se
resuspendio suavemente utilizando puntas de micropipeta frias, en 1 mL de CaCl, 100
mM frio. Finalmente, se incubd durante toda la noche en hielo a 4°C para evitar que se
derritiera rapidamente. Al siguiente dia se afladieron 250 uL de glicerol absoluto estéril y

se prepararon alicuotas de 50 L, las cuales se almacenaron a -70°C hasta su uso.

6.4.8. Adenilacion del fragmento TanM

El fragmento TanM se ligé en el vector pGEM-T (Promega) a partir de del vector

linearizado que posee timinas en sus extremos. Peviamente se afiadieron deoxinucleétidos
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de adeninas (dATP) al fragmento purificado TanM en sus extremos. La reaccion de
adenilacion se llevo a cabo con la GoTaq Flexi DNA polimerasa (Promega), utilizando
las concentraciones y volumenes descritos en la Tabla 12. La reaccién se incub6 a 72°C

durante 1 h en termociclador.

Tabla 9. Volimenes y concentracion final de los reactivos utilizados en la mezcla de reaccion de adenilacién

del fragmento TanM.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion Final

Buffer Colorless (5X) 2 1X

dATP (10 mM) 0.2 0.2mM
GoTaq Flexi DNA Pol (5 U/uL) 1 0.5 U/uL
MgCl2 (25 mM) 0.8 2 mM

Agua ultrapura o | -

ADN (45 ng/ pL) 6 27 ng/uL
Volumen Final O

6.4.9. Ligacion del fragmento TanM con el vector pPGEM-T

En primer lugar, se calcul6 la cantidad en nanogramos del fragmento TanM (inserto) de
1,712 pb ya que para una Optima ligacion se requiere tener una relacion molar
vector:inserto de 1:3. Considerando que el vector de pGEM-T es de 3,000 pb, se utilizé la

ecuacion 1.

Cantidad de vector (ng) X Tamarfio de inserto (kb) inserto

Cantidad de inserto (ng)= X Relacion mol
antidad de inserto (ng) Tamaiio de vector (kb) elacion molar ¢ vector

Ec 1. Célculo de la cantidad de inserto (ng) requerida para ligar el vector pPGEM-T

La ecuacion 1 revel6 que se requerian 85 ng del inserto, los cuales se tomaron de la mezcla
de la reaccion de adenilacion (seccion 6.4.8). La reaccion de ligacion se realizé siguiendo
las especificaciones del fabricante del sistema pGEM-T, y los volimenes utilizados se

describen de manera detallada en la Tabla 13. Se prepararon tres reacciones de ligacion:
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el vector con el inserto TanM, un control negativo (sin inserto) y un control positivo

(inserto del fabricante), las cuales se incubaron toda la noche a 4°C.

Tabla 10. Volimenes de los reactivos utilizados en la reaccion de ligacion del fragmento TanM con el vector
pGEM-T.

Reactivo VVolumen (uL)
Buffer de ligacion rapida (2X) 5
pPGEM-T vector (50 ng/ pL) 1
Mezcla de la reaccion de adenilacion (27 ng/ pL) 3.2
DNA T4 ligasa (3 U/uL) 1
Agua ultrapura
Volumen Final 10

6.4.10. Transformacién de E. coli JM109 calcio competente con el fragmento
TanM

El producto de la reaccion de ligacion se utiliz6 para transformar células de E. coli IM109
calcio competentes previamente preparadas como se describe en la seccion 6.4.7. Para
ello, a una alicuota de 50 pL de células calcio competentes, se le agregaron 2 pL de la
reaccion de ligacion y se incubaron en hielo durante 10 min. Posteriormente, se llevé a
choque térmico de 42°C por 45 s. En seguida, se regreso al hielo durante 2 min. Después
del choque térmico, se agregaron 250 pL de medio LB. Se dej6 incubar 1 h a 37°C y 250
rpm. Finalmente, se sembraron 100 uL de la suspension celular en placas con LBy
ampicilina (100 pg/mL). A las placas se les agreg6 previamente 100 pL de IPTG 10 mM
y 40 pL de Xgal 50 mg/mL para la seleccion de clonas transformadas con el plasmido
pGEMTanM bajo el criterio de clonas azules y blancas. Las colonias blancas fueron
aquellas que contenian el plasmido con el inserto y las colonias azules las que contenian
el plasmido sin inserto. Las placas se dejaron en incubadora estatica a 37°C durante toda

la noche.

6.4.11. Caracterizacion de las cepas de E. coli pPGEMTanM

Al final de la incubacidn, se aislaron las colonias blancas tomando una muestra para

inocular en 5 mL de medio LB con ampicilina (100 pg/mL). Se dejaron incubar a 37°C y
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250 rpm. Se recupero el paquete celular de las colonias propagadas, centrifugando a 8,000
rpm durante 1 min. Posteriormente, se extrajo DNA plasmidico mediante el método de
lisis alcalina, el cual consiste en resuspender el paquete celular en amortiguador de lisis
(glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8, EDTA 10 mM). Después de 5 min a temperatura
ambiente, se agreg6 400 pL de una solucidn alcalina (NaOH 0.2 N, SDS 1%), se mezclo
de 3 a 6 veces por inversion y se coloco el tubo en hielo durante 5 min. En seguida, se
afiadié 300 pL de acetato de amonio 7.5 M pH 7.8 y se mezcld suavemente por inversion
durante unos segundos. Se mantuvo la suspensién a 0°C durante 10 min para permitir que
precipitaran las proteinas y DNA de alto peso molecular. Para continuar, se centrifug6 9
min a 14,000 rpm a una temperatura de 4°C. Se transfirio el sobrenadante a un tubo limpio,
donde se agregaron 650 pL de isopropanol y se dejé incubar a temperatura ambiente por
20 min. De nuevo se centrifugo a 14,000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente. Se
decantd el sobrenadante y se lavd la pastilla con 500 pL de etanol al 70%, para luego
centrifugar 3 min a 14,000 rpm. Finalmente se desech¢ el sobrenadante y se dejo secar la
pastilla durante 15 min con los tubos invertidos sobre papel secante. Una vez seca la
pastilla, se resuspendi6 en 50 uL de TE 1X (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8)
y se calent6 a 65°C durante 20 min para eliminar la presencia de nucleasas.

Para la caracterizacion por PCR del plasmido pGEMTanM se utilizaron los
oligonucleotidos 5’TanX y 3’ TanNot, ademas de la enzima GoTaq Flexi DNA Polimerasa
(Promega) y como DNA molde, diluciones 1:100 del DNA plasmidico extraido de las
colonias aisladas. La reaccion de PCR para las clonas asiladas y un control negativo
(agua), se prepard con los volumenes indicados en la Tabla 14 y siguiendo las condiciones

de reaccion descritos en la Tabla 15.
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Tabla 11. Volumenes y concentracion final de los reactivos utilizados en la reaccion de PCR para

caracterizar el plasmido pGEMTanM.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion Final
Green Buffer (5X) 5 1X
dNTP’s (10 mM) 0.5 200 uM
Oligo 5’TanX (5 uM) 2.5 0.5 uM
Oligo 3’TanNot (5 uM) 2.5 0.5 uM
MgCl (25 mM) 2 2mM
GoTaq Flexi Pol (5 U/uL) 0.2 0.02 U/uL
DNA molde T e
Agua ultrapura 113 | -
Volumen Final 25 e

Tabla 12. Condiciones de la reaccion de PCR para caracterizar el plasmido pGEMTanM.

Etapa Evento Ciclos Temperatura (°C) | Tiempo
1 Desnaturalizacion 1 95 2 min
2 Desnaturalizacién 30 95 1 min
Hibridacion 55 1 min
Extension 72 2 min
3 Extension Final 1 72 5 min
4 Refrigeracion Final 1 4 Indefinido

Al finalizar la reaccion de PCR se analiz6 una alicuota de 2 pL de los productos y el
control negativo mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. El gel fue
teflido posteriormente durante 30 min en agitacion con GelRed y se observd en
transiluminador de UV. Las cepas que presentaron el fragmento deseado se conservaron

con glicerol absoluto estéril 1:1 y se eligieron dos para enviar a secuenciar.

El plasmido pPGEMTanM se envid a secuenciar al Instituto de Fisiologia Celular (UNAM).
Esto para verificar que posee la mutacion deseada (el cambio del codén de Arginina por
Alanina) y que ademas no ocurrieron mutaciones no deseadas generadas por errores de la
DNA polimerasa. Las muestras de plasmidos enviadas se prepararon de la siguiente
manera: en primer lugar, se propagaron las dos colonias seleccionadas, inoculando 50 pL
de las conservas en 5 mL de medio LB con ampicilina (100 pug/mL). Se dejé incubando a
37°C y 250 rpm durante 16-18 h. Posteriormente se recuperd el paquete celular
centrifugando a 8000 rpm durante 5 min y la extraccion de DNA plasmidico se efectlo
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con el Wizzard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) siguiendo el
protocolo del fabricante. Al finalizar se cuantifico la concentracion de DNA mediante el
nanofotometro P-360 (Implen). La concentracion de DNA se ajusté a un rango de 150-
200 ng/pL debido a los requerimientos solicitados por el Instituto de Fisiologia Celular
(UNAM). Se concentrd utilizando el Centrivap Concentrator a temperatura de 40°C hasta
alcanzar la concentracion deseada. Ademas, se verificd la integridad del plasmido
mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. Se analizaron alicuotas de 1

uL con GelRed para pre-tincion. El gel se observo en transiluminador de UV

Ademas, debido a la longitud del fragmento TanM fue necesario enviar oligonucle6tidos
complementarios a una parte interna del fragmento, por lo que se enviaron los oligos
5’TanCgs (5’-GCTGGTTACGACGCTTTCTC-3") y 3’TanCgs (5°-
TCACCGTCAGACAACTCAGC-3’). Para la secuenciacion también se utilizaron los
oligonucle6tidos universales SP6 y T7 proporcionados por el Instituto de Fisiologia
Celular (UNAM). Con los cuatro oligonucledtidos se obtuvieron 4 fragmentos
secuenciados, a los cuales se ensamblaron con la herramienta Contig Assembly Program
(CAP) del programa BioEdit para obtener la secuencia de los plasmidos construidos
(figura 7). Posteriormente, dicha secuencia nucleotidica fue analizada mediante la
herramienta BLASTx del NCBI para determinar el porcentaje de identidad de la secuencia
aminoacidica tedrica con la secuencia de la tanasa de A. niger GH1. Se verifico que la
Unica diferencia con la secuencia aminoacidica de la tanasa de A. niger GH1 fuera en el

aminoacido de arginina y que en su lugar se encontrara una Alanina.

T7

5"TanCgs
—

3 TanCgs
¢

SP6

TanM

Figura 7. Esquema del traslape de los fragmentos secuenciados con los oligonucleétidos utilizados.
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6.5. Construccion de cepas recombinantes de P. pastoris portadoras de la
secuencia nucleotidica capaces de producir y secretar la tanasa de A. niger
GH1 modificada

6.5.1. Estrategia de subclonacion del fragmento TanM en el plasmido
pPIC9TQqQ

Después de confirmar que el fragmento TanM poseia la modificacion del codon de
arginina por alanina, y ademas no existian mutaciones no deseadas, se continuo a realizar
la subclonacion del fragmento TanM en el plasmido pPIC9. Para ello se obtuvo el
plasmido pPIC9TgQ, previamente construido en el laboratorio (Fuentes-Garibay, 2011),
y se digirio con las enzimas de restriccion Xhol y Notl para liberar el fragmento TgQ. Al
mismo tiempo, el plasmido pGEMTanM fue digerido con las mismas enzimas para liberar
el fragmento TanM. Posteriormente, el plasmido pPIC9 y el fragmento TanM se ligaron

entre ellos para construir el plasmido pPIC9TanM.

6.5.2. Preparacion de los plasmidos pPIC9TgQ y pGEMTanM

Se propagaron las cepas de E. coli JM109 portadora de pPIC9TgQ y E. coli JIM109 que
posee pGEMTanM en 5 mL de medio LB con ampicilina (100 pg/mL). Se incubaron a
37°Cy 250 rpm durante 16 h. Posteriormente, se obtuvo el paquete celular centrifugando
a 12,000 rpm durante 5 min y se realiz6 la extraccion de DNA plasmidico utilizando el
Wizzard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) siguiendo el protocolo
del fabricante. Se cuantificé la concentracion de DNA utilizando el nanofotometro P-360
(Implen); ademas se verifico la integridad del plasmido mediante electroforesis en gel de
agarosa 0.8% en TBE 1X. Se analizaron alicuotas de 4 pL con GelRed para pre-tincion.
El gel se observo en transiluminador de UV. Finalmente, los plasmidos se calentaron a

65°C durante 20 min para eliminar nucleasas.
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6.5.3. Digestion preparativa de los plasmidos pPIC9TgQ y pGEMTanM

La digestion preparativa de los plasmidos pPIC9TgQ y pPGEMTanM se llevo a cabo con
las enzimas de restriccion Xho | y Not I (New England Biolabs) de manera consecutiva
utilizando un buffer compatible para ambas enzimas. En primer lugar, se realizo la
digestion con Xho |y posterior al tiempo de incubacién y respectiva desactivacion de la
enzima, se llevo a cabo la digestion con Not I. Los volimenes de la reaccion de digestion
se describen en la Tabla 16. La reaccion se incub6 a 37°C durante 1 h y las enzimas fueron

desactivadas por calor a 65°C durante 20 min, en ambos casos.

Tabla 13. Volumen de las reacciones de digestion preparativa de los plasmidos pPIC9TgQ y pGEMTanM.

Reactivo pGEMTanM pPIC9TgQ
(ML) (ML)
Buffer Cut Smart (10X) 4 4
BSA acetilada (100X) 0.4 0.4
pGEMTanM (94 ng/pL) 34.6
pPIC9TgQ (75 ng/uL) 34.6
Xhol (20 U/uL) 1 1
Notl (10 U/uL) 1 1
Volumen Final 40 40

Entre cada digestion se verifico que los cortes fueran adecuados mediante electroforesis
en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. El gel fue tefiido posteriormente con GelRed y se
observo en transiluminador de UV. Los tamarfios de fragmentos esperados se muestran en

la Tabla 17.

Tabla 14. Tamafios de los fragmentos esperados después de la digestion de los plasmidos pPIC9TgQ vy

pGEMTanM con las enzimas de restriccion Xhol y Notl.

pGEMTanM pPIC9TgQ
(pb) (pb)
3,014 7,733
1,712 1,004
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Finalmente se llevé a cabo la purificacion de los fragmentos para obtener el plasmido
pPICY libre y el fragmento TanM libre para su posterior ligacion. La purificacion se realizo
utilizando el Wizzard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega) a partir de gel de
agarosa. Se siguié el procedimiento preparativo descrito en la seccion 6.4.5 y las
especificaciones del fabricante. Posteriormente se cuantificaron los fragmentos
purificados en el nanofotometro P-360 (Implen) y se analizd la integridad de los
fragmentos por electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. El gel fue tefiido
posteriormente durante 30 min en agitacion con GelRed y se observd en transiluminador
de UV.

6.5.4. Ligacion del vector pPIC9 con el fragmento TanM

Se calculd la cantidad en nanogramos del fragmento TanM (inserto) de 1,712 pb que se
requiere para tener una relacién molar vector:inserto de 1:5. Considerando que el vector

de pPIC9 es de 7,700 pb, se utilizd la ecuacion 2.

Cantidad de vector (ng) X Tamarfio de inserto (kb) . inserto
X Relacion molar (

Cantidad de inserto (ng)= Tamafio de vector (kb) vector

Ec 2. Célculo de la cantidad de inserto (ng) requerida para ligar con el vector pPIC9.

La ecuacion 2 revel6 que para 50 ng del vector se requerian 55.6 ng del inserto, los cuales
se tomaron de las purificaciones realizadas en la seccion 6.5.3. La reaccion de ligacion se
prepard utilizando los volumenes indicados en la Tabla 18. Ademas, se prepard un control

sin ligasa y las reacciones se incubaron toda la noche a 4°C.
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Tabla 15. Volumenes de los reactivos utilizados en la reaccion de ligacién del fragmento TanM con el vector
pPIC9.

Reactivo Volumen (uL)
Buffer de ligaciéon rapida (2X) 5
Vector pPIC9 (50 ng/ uL) 1
Fragmento TanM (17 ng/ pL) 3
DNA T4 ligasa (3 U/uL) 1
VVolumen Final 10

Al finalizar el tiempo de incubacion, se analizaron 4 pL de cada reaccién por electroforesis
en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. El gel se tifié en pre-tincion con GelRed y se observé
en transiluminador de UV.

6.5.5. Transformacién de células de E. coli JM109 calcio competentes con
pPIC9TanM

El producto de la reaccion de ligacion se utilizé para transformar células de E. coli IM109
calcio competentes previamente preparadas como se describe en la seccion 6.4.7. Para
ello, a una alicuota de 50 pL de células calcio competentes se le agregaron 6 pL de la
reaccion de ligacion y se incubaron en hielo durante 10 min. Posteriormente, se llevé a
choque térmico en bafio de agua a temperatura de 42°C por 45 sy en seguida se regreso
al hielo durante 2 min. Después del choque térmico, se agregaron 250 pL de medio LBy
seincubd 1 ha37°Cy 250 rpm. Finalmente, se sembraron 100 pL de la suspension celular
en placas con LB y ampicilina (100 pg/mL). Las placas se dejaron en incubadora estética
a 37°C durante 14-16 h.

6.5.6. Caracterizacion de las cepas de E. coli pPIC9TanM

Al final de la incubacion, se tom6 muestra de las colonias resistentes a ampicilina para
inocular en 5 mL de medio LB con ampicilina (100 pg/mL). Se incubaron durante 16 h a

37°Cy 250 rpm. Se recuperd el paquete celular de las colonias propagadas centrifugando
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a 8,000 rpm durante 1 min. Posteriormente, se extrajo DNA plasmidico mediante el
método de lisis alcalina como se describe en la seccion 6.4.11.

Para la caracterizacion por PCR del plasmido pPIC9TanM se utilizaron los
oligonucleotidos 5°’AOX y 3’TanMut, y asi confirmar la presencia del vector pPIC9 y el
inserto TanM. Se utilizd laenzima GoTaq Flexi DNA Polimerasa (Promega) y como DNA
molde diluciones 1:100 del DNA plasmidico extraido de las colonias aisladas. La reaccion
de PCR para las clonas asiladas y un control negativo (agua), se prepar6 con los volimenes

indicados en la Tabla 19 y siguiendo las condiciones de reaccion descritos en la Tabla 20.

Tabla 19. Volumenes y concentracion final de los reactivos utilizados en la reaccion de PCR para
caracterizar el plasmido pPIC9TanM.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion Final
Green Buffer (5X) 5 1X
dNTP’s (10 mM) 0.5 200 uM
Oligo 5°’AOX (5 uM) 2.5 0.5 pM
Oligo 3’TanMut (5 uM) 2.5 0.5 uM
MgCl2 (25 mM) 2 2 mM
Go Tag Flexi Pol (5 U/uL) 0.2 0.02 U/uL
DNA molde T
Agua ultrapura 113 | e
Volumen Final A

Tabla 20. Condiciones de la reaccion de PCR para caracterizar el plasmido pPIC9TanM.

Etapa Evento Ciclos Temperatura (°C) | Tiempo
1 Desnaturalizacion 1 95 2 min
2 Desnaturalizacion 30 95 1 min
Hibridacion 57 1 min
Extension 72 1minl5s
3 Extension Final 1 72 5 min
4 Refrigeracion Final 1 4 Indefinido

Al finalizar la reaccion de PCR se analizé una alicuota de 2 pL de los productos y el
control negativo mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. El gel fue
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tefiido posteriormente durante 30 min en agitacion con GelRed y se observo en
transiluminador de UV. Las cepas que presentaron el fragmento deseado se conservaron

con glicerol absoluto estéril 1:1 y se eligié una para enviar a secuenciar.

El plasmido pPIC9TanM se envio a secuenciar al Instituto de Fisiologia Celular (UNAM),
para confirmar que se conservo el fragmento TanM correcto. La preparacion de la muestra
se realiz6 como se describio en la seccion jError! No se encuentra el origen de la
referencia. con la diferencia que en esta ocasion se enviaron oligonucleétidos especificos
del fragmento TanM, los cuales son 5’TanCgs, 3’TanCgs, 5’TanX y 3’TanNot. Con los
cuatro oligonucleétidos se obtuvieron 4 fragmentos secuenciados los cuales se
ensamblaron con la herramienta Contig Assembly Program (CAP) del programa BioEdit
para obtener la secuencia TanM (figura 8). Posteriormente, dicha secuencia fue analizada
mediante la herramienta BLASTx del NCBI para determinar el porcentaje de identidad de
la secuencia aminoacidica teorica con la secuencia de la tanasa de A. niger GH1. Se
verificd que la Unica diferencia con la secuencia aminoacidica de la tanasa de A. niger

GHL1 fuera en el aminoacido de arginina y que en su lugar se encontrara una Alanina.

5’TanX
3

5’ TanCgs

3’TanCgs

3’ TanNot
4

TanM

Figura8. Esquema del traslape de los fragmentos secuenciados con los oligonucle6tidos utilizados.

6.5.7. Preparacion a mediana escala del plasmido pPIC9TanM

Después de confirmar que el fragmento TanM es correcto y que ademas se encuentra
ligado al vector pPIC9, se continud a prepararlo en cultivo a mediana escala. Para ello se
inocularon 500 pL de la conserva en glicerol 1:1 de la cepa confirmada con el plasmido
pPIC9TanM, en 50 mL de medio LB con ampicilina (100 pg/mL) y se incub6 a 37°C y

250 rpm durante 16 h. Posteriormente se recuper6 el medio con células en un tubo Corning
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de 50 mL y se centrifug6 a 4500 rpm durante 15 min. El paquete celular se resuspendid
en 2 mL de amortiguador de lisis (glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8, EDTA 10 mM).
Después de incubar 5 min a temperatura ambiente, se agregaron 4 mL de una solucion
alcalina (NaOH 0.2 N, SDS 1%), se mezcld de 3 a 6 veces por inversion y se coloco el
tubo en hielo durante 5 min. En seguida, se afiadieron 3 mL de acetato de amonio 7.5 M
pH 7.8 y se mezclo suavemente por inversion durante unos segundos. Se mantuvo la
suspension en hielo durante 10 min para permitir que las proteinas y DNA de alto peso
molecular se precipitaran. Para continuar, se centrifugdé por 20 min a 4,500 rpm a una
temperatura de 4°C. Se transfirid el sobrenadante a un tubo de 15 mL limpio, donde se
agregd 1 volumen de isopropanol y se dej6 incubar a temperatura ambiente por 20 min.
De nuevo se centrifugo a 4,500 rpm durante 15 min a 4°C. Se decanté el sobrenadante y
se lavd la pastilla con 5 mL de etanol al 70% para luego centrifugar 5 min a 4,500 rpm.
Finalmente se desechd el sobrenadante y se dejé secar la pastilla durante 15 min con los
tubos invertidos sobre papel secante. Una vez seca la pastilla, se resuspendio en 500 pL
de TE 1X (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8). Finalmente se agregd 1 pL de
RNAsa (Promega) y se dejo incubar 3 h a 37°C para eliminar la presencia de RNA. Al
finalizar el tiempo de incubacion, se calentd la muestra a 65°C durante 20 min y se analiz6
una alicuota de 1 pL mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X en pre-
tincién. Al confirmar que el RNA fue degradado por la enzima, se llevé la muestra a las
unidades de filtracion-concentracion Microcon YM-3 (Millipore). Se vertié todo el
volumen de la muestra en el filtro, el cual se colocé en un tubo colector de desechos y se
centrifugd a 14,000 rpm durante 10 min hasta concentrar a un volumen de 100 pL.
Posteriormente, se afiadieron 200 puL de H20 MilliQ libre de nucleasas y se centrifugo
nuevamente a 14,000 rpm durante 10 min. Lo altimo se repitio dos veces. En seguida, se
realizd un altimo lavado, agregando 100 pL de H2O MilliQ libre de nucleasas y se
centrifugd a 14,000 rpm durante 8 min hasta llegar al volumen de 100 pL. Finalmente, se
invirtio la unidad de filtracion-concentracién en un tubo colector nuevo y se centrifugo a
14,000 rpm durante 5 min para recuperar la muestra de DNA pPIC9TanM. Se cuantificd
la concentracién de DNA en el nanofotometro P-360 (Implen) y se analizd una alicuota
de 1 pL mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X en pre-tincion para
verificar la integridad del plasmido.
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6.5.8. Linealizacion de pPIC9TanM con la enzima de restriccion Sall

Para llevar a cabo la transformacion en P. pastoris KM71 se realizo la linealizacion del
vector pPIC9TanM mediante la digestion preparativa con Sal I. La reaccion se prepard
como se indica en la Tabla 21. Se digirieron 50 pg totales del DNA previamente tratado
con las unidades de filtracion-concentracion YM-3 (seccién 6.5.7). La reaccion se incubd
a 37°C durante 1 h. Al finalizar la incubacion se prepar6 una dilucién 1:5 y se analiz6 1
pL de la dilucién mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. El gel fue
tefiido posteriormente durante 20 min en agitacion con GelRed y se observd en
transiluminador de UV.

Tabla 16. Volimenes de los reactivos utilizados en la reaccion de linealizacion de pPIC9TanM con la
enzima de restriccion Sall.

Reactivo Volumen (uL)
Agua ultrapura 3.6
Buffer (10X) 2.5
DNA pPIC9TanM (2.875 pg/pL) 17.4
Sall (50 U/uL) 15
Volumen Final 25

Una vez confirmada la linealizaciébn de pPIC9TanM se continué al desalado y
concentracion para transformar la cepa de P. pastoris KM71. Para ello se coloco la mezcla
de la reaccion de digestion en la unidad de filtracion-concentracion Microcon YM-3
(Milipore), la cual se coloco dentro de un tubo colector de desecho. Se agregaron 400 pL
de H20 MilliQ libre de nucleasas y se centrifugo a 14,000 rpm durante 10 min hasta llevar
a un volumen de 100 pL. Posteriormente, se realizaron dos lavados afiadiendo 200 pL de
H20 MilliQ libre de nucleasas y centrifugando a 14,000 rpm durante 10 min. En seguida,
se realiz6 un altimo lavado con 100 pL de H20 MilliQ libre de nucleasas y se centrifugd
a 14,000 rpm durante 10 min hasta llegar a un volumen entre 70-80 uL. Finalmente, se
invirtio la unidad de filtracidn-concentracién en un tubo colector nuevo y se centrifugé a
14,000 rpm durante 5 min para recuperar la muestra de DNA pPIC9TanM concentrada y

desalada.
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La muestra se llevé a concentrar en el Centrivap Concentrator a temperatura de 40°C hasta
alcanzar un volumen de 10 pL. En seguida, se tom6 1 pL de la muestra para preparar una
dilucion 1:5. La dilucidn se utilizé para cuantificar la concentracion de DNA en el
nanofotometro P-360 (Implen). Ademas, se analizd una alicuota de 1 pL de la dilucién,

mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X en pre-tincion.

6.5.9. Transformacion de P. pastoris KM71 con el plasmido pP1C9TanM

Las alicuotas de 40 pL de P. pastoris KM71 competentes que estaban almacenadas a -
70°C se dejaron descongelar lentamente en hielo. Se colocé la celda de electroporacion
(BioRad), nueva y esteéril, en hielo durante 2 min. Una vez descongelada la alicuota de
células competentes, se le agregaron 8 pL del plasmido pPIC9TanM (4.5 g totales)
previamente linealizado. Se ajusto el electroporador (Biorad Gene Pulser 1) de acuerdo
con las condiciones descritas en la Tabla 22. En condiciones de esterilidad se coloco la
mezcla de DNA-células en el fondo de la celda de electroporacion y se cerr6. En seguida
se coloco la celda en el tren de carga del electroporador y se llevo a cabo la descarga.
Posteriormente, en condiciones de esterilidad se agregd 1 mL de sorbitol 1 M frio a la
celda de electroporacion y a una alicuota de células competentes sin electroporar (control).
Se homogenizd por inversion 10 veces. Se sembraron 10 pL de la mezcla de
electroporacion con extension con asa en placas en medio YPD (extracto de levadura 1%,
peptona 2%, dextrosa 2%, agar 2%) del control sin electroporar y de la muestra
electroporada, como control de viabilidad después de electroporar. Por otro lado, se
sembraron 200 pL del control sin electroporar en una placa de RDB (sorbitol 1 M,
dextrosa 2%, YNB 1.34%, biotina 4x10°%, aminoacidos 0.005%, agar 2%}, como control
para verificar la ausencia de plasmidos en las células competentes. Finalmente, en placas
de RDB se sembrd la muestra electroporada en placas con 100, 200, 300 y 400 pL de la

muestra. Todas las placas se dejaron en incubadora estatica a 30°C durante 96 h.
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Tabla 17. Parametros de electroporacion utilizados para transformar células competentes de P. pastoris.

Celda | Volumen de | Voltaje | Capacitancia | Resistencia | Campo de | Longitud de
(mm) | células (uL) V) (LUF) (Q) Fuerza pulso
(kV/cm) (mseQ)
2 40 1500 25 400 7500 8.66

6.5.10. Caracterizacion por PCR de células de P. pastoris KM71 transformadas

con el plasmido pPIC9TanM

Las colonias de células transformadas que crecieron en las placas de RDB se consideraron
como clonas con la insercion de la secuencia nucleotidica TanM en el genoma. Esto debido
a la seleccion por prototrofia a histidina. Las colonias se picaron con puntas de micropipeta
estériles y se inocularon en 10 mL de medio liquido YPD en tubos Corning de 50 mL. Se
dejaron incubar a 30°C con agitacion de 250 rpm durante 16-18 horas hasta obtener una
DOsoo entre 6-8. Los cultivos se almacenaron a 4°C mientras se realiza el proceso de

seleccidon de la clona sobreproductora.

Por otro lado, se tomaron 100 pL de algunas conservas elegidas al azar y se inocularon en
10 mL de medio liquido YPD en tubos Corning de 50 mL. Se dejaron incubar a 30°C con
agitacion de 250 rpm hasta obtener una DOsoo entre 6-8. Se tomaron 4 mL de cultivo para
extraer DNA genémico mediante la técnica de TSNT. Para obtener el paquete celular se
centrifugd en una centrifuga HERMLE Z326K GmbH a 14,000 rpm durante 5 min. Se
decanto el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en 200 pL solucion de lisis
TSNT (Tritén X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM
pH 8.0). Se agitod por inversion 20 veces y en vortex 5 min. Después se agregaron 500 pL
de fenol saturado con Tris-HCI pH 8.0 y se mezcl6 por inversién 20 veces. Ademas se
agregaron 100 pL de SEVAG (cloroformo:alcohol isoamilico 24:1) y se mezcl6 en vortex
durante 5 min. En seguida se agregaron 200 pL de TE 1X pH 8.0y se agitd por inversién
20 veces. Se centrifugo a 14,000 rpm durante 10 min. Al terminar, se recupero la fase
acuosa en un tubo nuevo y esteril. Se agregé 1 mL de etanol absoluto frio, se mezclé por
inversion y se dej6 incubar durante 1 h a -20°C. Posteriormente se centrifugd a 14,000
rpm durante 30 min. Se realizé un lavado al pellet con 1 mL de etanol al 70% procurando

despegar la pastilla y nuevamente se centrifugo a 14,000 rpm durante 15 min. Se desecho
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el sobrenadante y se dejo secar la pastilla, invirtiendo el tubo sobre papel secante. El pellet
se resuspendid en 50 pL de TE 1X y se calentd a 65°C durante 20 min. Se analizaron 5
puL mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X para pre-tincion. Se
observo en transiluminador de UV para verificar la correcta extraccion del DNA

genomico.

De la extraccion de DNA genomico se preparo una dilucion 1:10, la cual se utiliz6 como
templado para realizar la caracterizacion por PCR. Las concentraciones de los reactivos
de la PCR se describen en la Tabla 23 y las condiciones de la reaccion se muestran en la
tabla 24. Se utilizaron los oligonucle6tidos 5°’AOX y 3’TanCgs, con lo cual se esperaba
un fragmento de 1,378 pb.

Tabla 18. Volumenes y concentracion final de los reactivos utilizados en la reaccion de PCR para

caracterizar clonas de P. pastoris KM71 transformadas con el plasmido pPIC9TanM.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion Final
Green Buffer (5X) 5 1X
dNTP’s (10 mM) 0.5 200 puM
Oligonucledtido 5’ AOX (5 uM) 2.5 0.5 uM
Oligonucle6tido 3°TanCgs (5 uM) 2.5 0.5 uM
MgCl2 (25 mM) 2 2mM
GoTaq Flexi Pol (5 U/uL) 0.2 0.02 U/uL
DNA molde r e
Agua ultrapura 113 | -
Volumen Final 25 | e

Tabla 19. Condiciones de la reaccién de PCR para caracterizar clonas de P. pastoris KM71 transformadas
con el plasmido pPIC9TanM.

Etapa Evento Ciclos Temperatura (°C) | Tiempo
1 Desnaturalizacién 1 95 2 min
2 Desnaturalizacién 30 95 1 min
Hibridacion 56 1 min
Extension 72 1min25s
3 Extensién Final 1 72 5 min
4 Refrigeracion Final 1 4 Indefinido
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Se analizaron 2 pL mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. El gel fue
tefiido posteriormente durante 30 min en agitacion con GelRed y se observo en

transiluminador de UV.

6.5.11. Reactivacion de clonas de P. pastoris KM71ANT

Con el objetivo de comparar las caracteristicas de la tanasa M con las de la tanasa de A.
niger GH1 producida en P. pastoris sin la mutacién, se procedié a la reactivacion de la
clona 1y 2 de P. pastoris KM71ANT. Para ello se inocularon 100 pL de la conserva en
un tubo de 50 mL con 10 mL de YPD y se dejé incubar a 30°C y agitacion de 250 rpm
durante 96 h. Las clonas reactivadas se caracterizaron de la misma manera que las clonas
de P. pastoris KM71TanM (ver seccién 6.5.10).

6.6. Seleccion de una cepa de P. pastoris sobreproductora y produccion de la

tanasa de A. niger GH1 modificada

6.6.1. Cultivos de inducciéon en metanol

Para el cultivo se tomaron 100 pL de las conservas de cada clona de P. pastoris
KM71TanM y se inocularon en tubos de 50 mL conteniendo 10 mL de medio YPD; se
dejaron incubar a 30°C y 250 rpm durante 16 h hasta alcanzar DOeoo de 8-10.
Posteriormente, el cultivo en tubo de 50 mL se utilizé6 como inéculo para un matraz de
500 mL conteniendo 50 mL de medio BMG (buffer fosfatos 100 mM, YNB 1.34%,
glicerol 1%, biotina 4x107°). Se ajust6 la DOgoo inicial a 0.3 y se dejé incubar a 30°C y
250 rpm durante 12 h hasta alcanzar DOsoo de 6-8. El cultivo se transfirié a un tubo
Corning de 50 mL estéril y se centrifugé a 4500 rpm durante 10 min. Se descartd el
sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en 10 mL de medio BMM (buffer de
fosfatos 100 mM, YNB 1.34%, biotina 4x10°%) ajustando la DOgoo inicial de 25. La
adicion de metanol fue cada 12 h a concentracion final de 0.75% hasta completar las 48 h
de induccidn. Al finalizar la induccion se centrifugé el medio con células en tubos Corning

de 50 mL a 4,500 rpm durante 10 min. El sobrenadante libre de células se separd en
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alicuotas de 1 mL y se almacené a -20°C para su posterior determinacion de la

concentracion de proteinas extracelulares y actividad de tanasa.

6.6.2. Determinacion de la concentracion de proteinas extracelulares por el

método de Bradford y rendimiento proteinas extracelulares/biomasa

La determinacién de la concentracion de proteinas extracelulares se llevé a cabo por el
método de Bradford, el cual se basa en la absorbancia a 595 nm, medida en un
nanofotometro (IMPLEN), presentada por presencia del color azul resultante de la
interaccion entre proteinas y el azul brillante de Coomassie (Sigma). Se realiz6 una recta
de calibracidon utilizando como estdndar albimina sérica bovina (ASB). Se prepar6 una
solucion stock a 50 pg/mL de ABS a partir del cual se establecieron diluciones a
concentraciones conocidas, como se muestra en la Tabla 25. Para la determinacion de la
concentracion de proteinas en el sobrenadante, se tomaron 200 pL de muestra y se le
agregaron 800 pL de reactivo de Bradford. La lectura se realiz6 a 595 nm en

nanofotdmetro.

Tabla 25. Volimenes de reaccion para la recta de calibracion del método de Bradford.

Estandar (ug/mL) ABS 50 pg/mL (uL) Agua destilada (pL)
0 0 200
5 20 180
7.5 30 170
15 60 140
22.5 90 110
30 120 80
45 180 20

La concentracion de proteinas extracelulares en el sobrenadante se obtuvo mediante la

extrapolacion matematica de la recta de calibracion, como se indica en la ecuacion 3.
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Ec 3. Calculo de la concentracion de proteinas extracelulares.

Al sobrenadante obtenido a las 48 h de induccion de las 84 clonas evaluadas se determiné

el rendimiento proteinas extracelulares/biomasa mediante la ecuacion 4.

proteinas (mg) _ Concentracion de proteinas extracelulares
g

Ec 4. Célculo del rendimiento de proteinas extracelulares por g de biomasa seca.

Rendimiento

biomasa Concentracion de biomasa seca

Donde la concentracion de biomasa seca (g/L) se obtuvo al multiplicar la DOgqo a las 48
h de induccidn por el factor 0.23. Se consideraron a las 5 clonas con mayor rendimiento

proteina extracelular/biomasa como las cepas sobreproductoras.

6.6.3. Determinacion de actividad enzimatica de tanasa

La determinacion de la actividad enzimatica se realizé de acuerdo con el método descrito
por Sharma et al. (2000), el cual consiste en la determinacion de la cantidad de acido
galico liberado durante la reaccion enzimatica. La medicién del &cido galico libre se
realiza mediante espectrofotometria a 520 nm, debido a la formacién de un croméforo a
partir de la interaccion entre el &cido galico y la 2-tio-4-cetotiazolidina (rodanina). El
sustrato utilizado en la reaccion enzimética fue el 3,4,5-trihicroxibenzoato de metilo
(galato de metilo) (Sigma Aldrich, Cat 274194-5G, P.M. 184.15 g/mol), del cual se
prepar6 un stock al 10 mM en buffer de citratos 50 mM pH 5.0. Se realizd una recta de
calibracion a partir de un stock de acido galico (Sigma Aldrich, Cas 149-91-7, P.M. 170.12
g/mol) 543.4 uM en buffer de citratos 50 mM pH 5.0; los volumenes utilizados se
muestran en la Tabla 26. Por otro lado, para cada uno de los ensayos se prepararon dos
blancos, como se describe en la Tabla 27. El blanco de sustrato se utilizé para determinar
si el sustrato (galato de metilo) no libera acido galico, o en caso de hacerlo, detectar la

cantidad de acido galico que se libero en ausencia de enzima. Mientras que el blanco de
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la muestra determina la posible concentracion de &cido gélico presente en la muestra en
ausencia del sustrato (galato de metilo). La absorbancia de ambos blancos se considera en

los calculos de la actividad enzimatica.

Tabla 26. Volimenes de reaccion para la recta de calibracion de la determinacién de actividad enzimatica

de tanasa.
, Acido gélico 0.24 mM Buffer de citratos
Estandar (mM) (ul) 50 mM, pH 5.0 (L)
0 0 125
0.08 41.6 83.4
0.16 83.3 41.7
0.24 125 0

Tabla 27. Mezcla de reaccion para la determinacion de actividad enzimatica de tanasa.

Blanco de Blanco de Muestra (L)
Reactivos sustrato (pL) muestra (uL)
Acido galico 0 0 0
Galato de metilo 10 mM 62.5 0 62.5
Buffer de citratos 50 mM, pH 5 62.5 62.5 0
Dilucion de la muestra 0 62.5 62.5
Total 125 125 125

Todas las muestras se diluyeron en buffer de citratos 50 mM y pH 5.0 hasta que la
concentracion de proteinas se encontro entre 14-34 pg/L. Todas las soluciones y muestras
utilizadas se dejaron incubando 10 min a 30°C antes de comenzar la reaccion. La reaccion
se llevé a cabo de la siguiente manera: 1) las mezclas preparadas en la Tabla 27, se dejaron
incubar durante 5 min a 30°C. 2) Se agregaron 75 pL de rodanina metandlica y se dejé
incubar la reaccion durante 5 min a 30°C. 3) Se agregaron 50 pL de KOH 0.5 N y se
incubd la reaccion durante 5 min a 30°C. 4) Finalmente se agrego 1 mL de agua destilada
y se dejé incubar la reaccién durante 10 min a 30°C. Al terminar la reaccién se leyd en
nanofotdmetro (IMPLEN) a 520 nm.
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Para calcular la concentracion de &cido galico liberado (AGL), primero se realizd el
calculo de la absorbancia del acido galico liberado (AbsacL) mediante la ecuacion 5. Lo
anterior consiste en restar las absorbancias del blanco de sustrato (AbsSgiancosustrato) Y €l
blanco de la muestra (AbsSgiancomuestra) @ la absorbancia de la muestra (AbSmuestra).
Posteriormente, mediante una extrapolacion matemaética en la recta de calibracion con
estandares de acido galico, se calculd la concentracion de AGL (CacL), lo cual se muestra
en la ecuacion 6, donde m corresponde a la pendiente de la recta y b a la ordenada de

origen de la recta de calibracion.

Abs acido galico liberado=Abs Muestra-Abs Blanco sustrato-Abs Blanco muestra

Ec 5. Célculo de la absorbancia de &cido gélico liberado.

Abs acido galico liberado-b

Concentracion acido galico liberado (mM)= -

Ec 6. Célculo de la concentracion de acido galico.

La actividad enzimatica volumétrica (AVT) expresada en U/mL se calculé como lo indica
la ecuacion 7. Para ello se considerd a una unidad de tanasa (U) como la cantidad de
enzima necesaria para liberar 1 pumol de &cido galico por min bajo las condiciones del
ensayo (30°C pH 5).

U
AVT (E) =0.4 (Concentracion acido galico liberado)(FD)

Ec 7. Célculo de la concentracién de acido galico.

Donde CacL es la concentracion de &cido galico expresado en mM, FD es el factor de
dilucion de la muestra antes de hacer el ensayo y 0.4 es un factor que proviene del volumen

de la reaccion enzimatica (125 pL) entre el tiempo de reaccion (5 min), entre el volumen
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de la muestra (62.5 pL). Para el célculo de la actividad especifica se siguid lo indicado en

la ecuacion 8.

1000xAVT

U
Actividad especifica (— )= g
mg  Concentracion proteinas extracelulares (E)

Ec 8. Célculo de la actividad especifica de tanasa.

6.6.4. Determinacion del rendimiento producto/biomasa (Y pix)

Para la seleccion de la clona sobreproductora se consideraron las 5 clonas de mayor
rendimiento  proteinas  extracelulares/biomasa para evaluar el rendimiento
producto/biomasa (Ypx). Ademas, para conocer el comportamiento de la poblacién en
general, se eligio 1 clona de rendimiento proteinas extracelulares/biomasa medio y bajo.
De las 7 clonas seleccionadas se repitieron cultivos de induccién como se describe en la
seccion 6.6.1. Se realizaron cinéticas de la concentracion de proteinas extracelulares (ver
seccion 6.6.2) y actividad enzimatica volumétrica de tanasa (ver seccion 6.6.3) hasta las
48 h de induccion. El célculo del rendimiento producto/biomasa (Ypix) se realizd como
indica la ecuacion 9. La cepa con mayor rendimiento proteinas/biomasa y mayor Y pix fue

seleccionada como la cepa sobreproductora.

Yo ( v )= (AVT)x(1000)

g~ Concentracion de biomasa seca

Ec 9. Calculo del rendimiento producto/biomasa Y yx.

6.6.5. Caracterizacion por PCR de la clona sobreproductora de P. pastoris
KM71TanM

La clona de P. pastoris KM71TanM seleccionada como clona sobreproductora se
caracterizo por PCR. Para ello se realizo la extraccion de DNA gendmico a partir de 4 mL
de cultivo en YPD, mediante la técnica de TSNT como esta descrito en la seccion 6.5.10.
De la extraccion se prepar6 una dilucion 1:10; la cual se utiliz6 como DNA molde para
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realizar la caracterizacion por PCR como se describe en la seccion 6.5.10. Las
concentraciones de los reactivos de la PCR se describen en la Tabla 23 y las condiciones

de la reaccién se muestran en la Tabla 24.

6.6.6. Diferenciacion por PCR de la clona sobreproductora de P. pastoris
KM71TanM con la clona KM71ANT

De la extraccion de DNA genomico de las cepas KM71TanM y KM71ANT se prepard
unadilucién 1:10; la cual se utilizd como templado para realizar la diferenciacion por PCR
de las cepas mencionadas. Las concentraciones de los reactivos de la PCR se describen en
la tabla 28 y las condiciones de la reaccion se muestran en la tabla 29. Las reacciones de
PCR se prepararon de la siguiente manera: 2 controles negativos, uno con cada par de
oligonucleotidos; 2 reacciones utilizando como templado la cepa KM71TanM, cada una
con distinto par de oligonucleétidos; y 2 reacciones utilizando como templado la cepa
KM71ANT, cada una con distinto par de oligonucle6tidos. Un par de oligonucleétidos
estaba conformado por 5’TanCgs y 3’ TanNot; los cuales fungieron como control positivo
debido a que amplifican para ambas cepas. El segundo par de oligonucledtidos se
conformd por 5’TanCgs y 3’ TANGSA (5’-TGG CCT AGG TTA GAA AAC TG-3”); los
cuales fueron el diferenciador, debido a que estos no amplifican para la cepa de
KM71TanM, pero si amplifican un fragmento de 1,360 pb cuando se utilizan en la cepa
KM71ANT.

Tabla 28. Volimenes y concentracion final de los reactivos utilizados en la reaccion de PCR para diferenciar
entre la cepa de P. pastoris KM71TanM y la cepa KM71ANT.

Reactivo Volumen (uL) Concentracion Final
Green Buffer (5X) 5 1X
dNTP’s (10 mM) 0.5 200 pM
Oligonucle6tido 1 (5 uM) 2.5 0.5 uM
Oligonucleotido 2 (5 pM) 2.5 0.5 uM
MgCl2 (25 mM) 2 2 mM
Go Tag Flexi Pol (5 U/uL) 0.2 0.02 U/uL
DNA molde i
Agua ultrapura 113 | -
Volumen Final A
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Tabla 29. Condiciones de la reaccion de PCR para diferenciar entre la cepa de P. pastoris KM71TanM y la
cepa KM71ANT.

Etapa Evento Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 Desnaturalizacion 1 95 2 min
2 Desnaturalizacién 30 95 1 min
Hibridacion 58 1 min
Extension 72 1min25s
3 Extension Final 1 72 5 min
4 Refrigeracion Final 1 4 Indefinido

Se analizaron 2 uL mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. El gel fue
teflido posteriormente durante 30 min en agitacion con GelRed y se observo en
transiluminador de UV.

6.6.7. Caracterizacion de la cepa sobreproductora de P. pastoris KM71TanM en

cultivos en matraz con adicién de metanol cada 12y 24 h

De la clona de KM71TanM seleccionada como sobreproductora se evalio el
comportamiento en cultivos en matraz con adicion de metanol cada 12 y 24 h. Los cultivos
se realizaron como se describe en la seccién 6.6.1. Se compararon los parametros de
crecimiento, produccion de proteinas extracelulares, actividad enzimatica volumétrica y
Yp/x.

6.6.8. Comparacion de la clona sobreproductora de P. pastoris KM71TanM
contra la clona KM71ANT

La clona sobreproductora de KM71TanM junto con la cepa de P. pastoris KM71ANT
reactivada en la seccion 6.5.11, se llevaron a cultivos en matraz como se describe en la
seccién 6.6.1. Con la diferencia que los cultivos se llevaron a las 72 h de induccién con
adicion de metanol cada 24 h. Se realizaron cinéticas del crecimiento celular, la
produccion de proteinas extracelulares (ver seccion 6.6.2), actividad volumétrica de tanasa

(ver seccidén 6.6.3) y se midié el pH en el sobrenadante con tiras reactivas.
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6.6.9. Obtencién del concentrado enzimatico del sobrenadante libre de células
de los cultivos de P. pastoris KM71TanM y KM71ANT

El sobrenadante de los cultivos de induccién del gen heterdlogo a las 48 h de induccion se
concentrd en dispositivos de ultrafiltracion Amincon Ultra 10 KDa (Cat. UFC801024). El
sobrenadante de los cultivos de las dos cepas evaluadas (KM71TanM y KM71ANT) se
Ilevaron de un volumen de 16 mL a 100 pL. Los dispositivos de ultrafiltracion utilizados
se lavaron con agua bidestilada dos veces antes de afiadir la muestra. Para ello se agregaron
4 mL de agua bidestilada y se centrifugaron a 4,500 rpm y 4°C durante 10 min.
Posteriormente se afiadié la muestra y se llevo a un volumen de 100 pL con ciclos de
centrifugacion de 10 min a 4,500 rpm y 4°C, segln fuera necesario para llegar al volumen.
En seguida, se realizaron dos lavados con un volumen de agua bidestilada. Finalmente se
recuper6 el volumen del concentrado en tubos de 0.6 mL y se almacenaron a -20°C hasta

Su uso.

6.6.10. Analisis del concentrado enzimatico de los cultivos de P. pastoris
KM71TanM y KM71ANT por SDS-PAGE

El concentrado enzimatico se analizé por SDS-PAGE empleando un gel de poliacrilamida
al 10% (Tabla 30). Se aplicaron 8 pg totales de proteina de cada concentrado de
sobrenadante de los cultivos con las cepas KM71TanM y KM71ANT, los cuales fueron
previamente incubados con buffer de carga 2X (Sigma Cat. S3401-1VL) a 95°C durante 5
min. Las muestras se cargaron con un marcador de masa molecular de 14-67 kDa. Las
condiciones del corrimiento fueron con una corriente eléctrica de 20 mA durante 2 h en
frio. Al finalizar, se tifid el gel con una solucidn colorante de Comassie (Azul brillante de
Comassie 0.5% p/v, metanol 50% v/v, acido acético 10% v/v, en agua ultrapura) durante
toda la noche. Al siguiente dia, el gel se colocé en una solucién decolorante (metanol 5%
v/v, acido acético 7% v/v, en agua ultrapura) y se dejo durante 1 dia hasta que se observaran

bandas azules y el fondo claro.
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Tabla 30. Volimenes para elaborar los geles de poliacrilamida 10%.

Solucioén Stock Gel concentrador (uL) | Gel separador (pL)
Agua destilada 3,050 3,650
Acrilamida/Bisacrilamida 30% 600 2,650
Tris-HCI 2 M pH 6.8 250
Tris-HCI 2 M pH 8.8 1,500
SDS 40 80
PSA 10% 10 50
TEMED 5 10
VVolumen Final 3,955 7,940

6.6.11. N-desglicosilacién del concentrado enzimatico del cultivo de la clona de P.
pastoris KM71TanM sobreproductoray KM71ANT

Se determiné la concentracion de proteinas extracelulares por el método de Bradford al
concentrado enzimatico del sobrenadante de KM71TanM y KM71ANT alas 24y 48 h de
induccién. A partir de ello se sometieron 16 g de proteinas totales a tratamiento de N-
desglicosilacion con la desglicosidasa Endo H (New England Biolabs Cat. P0702S).
Ademas, se prepararon dos controles del ensayo completando los volimenes con agua
ultrapura. Los controles fueron el concentrado enzimético sin tratamiento con la
desglicosidasa Endo H y la desglicosidasa Endo H sin concentrado enzimatico. Para el
tratamiento con la Endo H se sigui6 el protocolo del fabricante y los volimenes utilizados
se muestran en la Tabla 31. Primero se desnaturalizo la tanasa afiadiendo buffer de
desnaturalizacion de glicoproteinas 10X y se incubé a 100°C durante 10 min.
Posteriormente se afiadio buffer de reaccion G5 10X y la enzima Endo H. La reaccion se
incubd a 37°C durante 1 h.
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Tabla 31. Volimenes de la reaccidn de N-desglicosilacién del concentrado enzimatico de KM71TanM con
Endo H.

Reactivos Concentrado con Concentrado sin | Endo H (pL)
EndoH (uL) EndoH (uL)
Concentrado enzimético de
KM71TanM (1.757 9 9
Hg/mL)
Agua ultrapura 9
Buffer de desnaturalizacion
(10X) 1 1 1
Volumen Total 10 10 10
Buffer de Reaccion G5 2 2 2
(10X)
Agua ultrapura 7 8 7
Endo H (1000 U/pL) 1 1
Volumen Final 20 20 20

Al finalizar las reacciones, se afiadio buffer de cargar 2X y se incub6 a 95°C durante 5
min. La mezcla de las reacciones con buffer de carga se analizé por SDS-PAGE en un gel

de poliacrilamida al 10% (Tabla 28) bajo las condiciones indicadas en la seccion 6.6.9.

6.6.12. Cultivo en matraz con induccion en medio BMM-alanina de la clona de P.
pastoris KM71TanM sobreproductora y de la cepa KM71ANT

Debido a la presencia de degradacién aparente en los cultivos en matraz y que el aumento
de la produccién enzimaética se relaciond con la disminucion del pH a 5.0, se decidio
realizar cultivos en matraz a pH 5.0 en la etapa de induccion con metanol. Por ello, la
clona sobreproductora de KM71TanM junto con la cepa de P. pastoris KM71ANT
reactivada en la seccién 6.5.11, se llevaron a cultivos en matraz como se describe en la
seccidén 6.6.1, con algunas modificaciones: 1) Durante el cambio de medio BMG a medio
BMM-alanina pH 5.0, se realizaron dos lavados con el medio BMM-alanina antes de
llevar a la concentracion inicial de la etapa de induccién. 2) La etapa de induccion se
realizé con medio BMM adicionado con L-alanina al 0.4% ajustado a pH 5.0. 3) La etapa
de induccidn se realiz6 por 72 h con adicion de metanol cada 24 h. Se realizaron cinéticas

del crecimiento celular, la produccion de proteinas extracelulares (ver seccion 6.6.2),
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actividad volumétrica de tanasa (ver seccion 6.6.3) y se monitoreo el pH en el
sobrenadante con tiras reactivas. Del sobrenadante a las 72 h de induccién se obtuvieron
alicuotas de 1 mL y se almacenaron a -20°C para realizar la caracterizacion bioquimica

de la enzima.

6.6.13. Preparacion de indculo para el cultivo en biorreactor de la clona de P.
pastoris KM71TanM sobreproductora

La clona de P. pastoris KM71TanM sobreproductora se llevo a cultivo en un biorreactor
de 7 L interconectado con el biocontrol ez-Control y el programa BioExpert lite (Applikon
Biotechnology BV, Schiedman, The Netherlands). En primer lugar, se reactivo la clona
en 10 mL de medio YPD y se dejé incubar a 30°C y 250 rpm hasta alcanzar DOgo de 0.6-
0.8. Posteriormente, se utiliz6 para inocular 200 mL de medio BMG, el cual se dejo
incubar a 250 rpm y 30°C durante 20-24 h hasta alcanzar densidad celular de 20.
Posteriormente, este cultivo se utiliz6 para inocular 1.8 L de medio BSG (por litro: 26.70
mL HsPOs al 85%, 0.93 g CaS04.2H,0, 4.16 g KOH, 14.90 g MgS04.7H20, 18.20 ¢
K2S0O4) con glicerol 10 g/L (12 mL/L biotina 0.02% y 12 mL/L PTML1) y obtener volumen
total de 2 L. El biorreactor se dej6 funcionando a condiciones de pH 5.0, temperatura 30°C
y 1240 rpm durante 14 h hasta que se consumio toda la fuente de carbono. Al terminar el
cultivo, se cosecho todo el medio de cultivo en esterilidad y se midi6 la densidad celular.
Todo el medio de cultivo se centrifug6 en tubos Corning de 50 mL a 4000 rpm durante 10
min. Los paquetes celulares se resuspendieron en medio de conserva (BMG con glicerol
30 g/L) y se llevaron a densidad celular final de 200. Se prepararon alicuotas de 13 mL en

tubos Corning de 15 mL y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Finalmente, para verificar la viabilidad de los inoculos y la ausencia de contaminacion por
otros microorganismos, se realizé una cuenta viable de una de las alicuotas mediante el
método de dilucion y estriado en placa. Se prepararon 3 diluciones (10° 10%° y 10™) en
buffer de fosfatos 100 mM pH 6.0, las cuales se estriaron en placas con medio YPD-agar
y se dejaron en incubadora estatica a 30°C durante 48 h. Al finalizar ese tiempo, se realizd
el conteo de celulas viables para obtener las UFC en la dilucion que presentara colonias

lo suficientemente separadas para contarlas con facilidad.
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6.6.14. Cultivo en biorreactor de la clona de P. pastoris KM71TanM
sobreproductora

Se reactivo uno de los inoculos preparados de la clona sobreproductora de P. pastoris
KM71TanM (seccion 6.6.12). Para ello se agregaron los 13 mL del in6culo en 200 mL de
medio BMG y se incub6 con agitacion de 250 rpm y 30°C durante 16 h. Lo anterior se
utilizo para inocular el biorreactor conteniendo 1.8 L de medio BSG con 50 g/L de glicerol
(12 mL/L biotina 0.02% y 12 mL/L PTML1) e iniciar el cultivo en biorreactor con un
volumen total de 2 L. Antes de la inoculacion, se agregaron 250 L de antiespumante 289
(Sigma-Aldrich Co.) al medio de cultivo y se esterilizd junto con el biorreactor en
autoclave. El cultivo en biorreactor consistio en tres etapas: lote de glicerol, lote
alimentado con glicerol y lote alimentado con metanol. Para el comienzo de la primera
etapa, después de la esterilizacion del vaso y medio de cultivo, y antes de la inoculacién
se ajustd la temperatura a 30°C y la aeracién a 5 L/min (1.2-2.5 vvm). La agitacion fue de
1500 rpm y la presion se mantuvo manualmente en 120 cmH2O. Por otro lado, el pH del
medio de cultivo se ajustd a 5.0 y se mantuvo durante todo el cultivo con una solucion de
NHsOH al 28%, lo cual también se utiliz6 como la fuente de nitrégeno. Ademas, se
agregaron al medio de cultivo 8.8 mL de biotina 0.02% y 8.8 mL PTM1 estériles.
Posteriormente, se realizo la inoculacion para comenzar la etapa de lote de glicerol, la cual
continud hasta que se agotd la fuente de carbono (20 h 30 min). La segunda etapa inicio
45 min después de agotarse la fuente de carbono y se realiz6 hasta alcanzar la densidad
celular de 50 g/L deseada para el inicio de la etapa de induccién (4 h 40 min), alimentando
con glicerol 50% (12 mL/L biotina 0.02% y 12 mL/L de PTM1) a una velocidad que fue
aumentando de forma exponencial, a través de una bomba de alimentacion programable
(Masterflex L/S DIGISTALTIC Dispensing System, Cole-Parmer Instrument Co., Vernon
Hills, IL, USA), para alcanzar una velocidad especifica de crecimiento constante (1) de
0.065 ht. Las condiciones de la segunda etapa fueron las mismas que la primera etapa
(30°C, pH 5.0). Una vez alcanzada la densidad celular deseada, se detuvo la alimentacién
con glicerol y después de 45 min comenzo la tercera etapa. Las condiciones de la etapa de
lote alimentado con metanol se llevaron a cabo a 24°C con alimentacion de metanol al
100% (12 mL/L biotina 0.02% y 12 mL/L PTM1) utilizando un sistema de control de

bucle cerrado con un controlador y monitor de la concentracion de gas de metanol MC-
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168 (PTI Instruments, Kathleen, GA, USA), el software NB2018 (PTI Instruments,
Kathleen, GA, USA), y la bomba de alimentacién programable Masterflex, para mantener
una concentracion constante de metanol de 1 g/L en el medio de cultivo. La etapa de lote
alimentado con metanol comenzo con una alimentacion de 5 mL de metanol 100% a un
flujo constante durante 30 min, para dar tiempo a que el controlador de metanol se
estabilizara. Posteriormente, la velocidad de adicion de metanol fue controlado por el
sensor/controlador de la concentracion de metanol en el medio de cultivo por 74 h.
Durante la etapa de lote alimentado con metanol, el oxigeno disuelto se mantuvo por
encima del 20% de saturacion con suplementacion de mezclas de aire y oxigeno cada vez
que el cultivo lo requeria. Al final del cultivo, el medio libre de células se recuperé al
centrifugar el medio de cultivo a 4,500 g durante 5 min a 4°C y se almacend a -20°C hasta

Su uso.

El crecimiento celular se determind por duplicado a partir de la densidad celular de células
cosechadas del medio de cultivo en alicuotas de 2 mL, basado en que 1 g de células
himedas es aproximadamente igual a 0.25 g de células secas. La p de la etapa de lote
alimentado con metanol, se calculé6 como el coeficiente del exponente del ajuste
matematico en una funcién exponencial del grafico de la biomasa seca contra el tiempo.
En cada punto de muestreo, el volumen del medio de cultivo se calcul6 con la suma del
volumen inicial del medio de cultivo, el volumen de la solucion del NH4OH, el consumo
de glicerol y la adicién de metanol en ese tiempo, menos el volumen muestreado en el
tiempo anterior. La produccion de tanasa extracelular se calcul6 usando el célculo de la
actividad de tanasa descrita en la seccidn 6.6.3 en el cultivo libre de células y el volumen
del medio de cultivo libre de células estimado con el volumen de celular por gramo células
seca (3.56 10 L/g células secas). El rendimiento producto/biomasa (Ypix) se estimé con
la pendiente lineal de la produccion de tanasa extracelular en Unidades contra la biomasa
seca en gramos. El rendimiento biomasa/sustrato (Yys) se calculé con la pendiente lineal
de la produccion de biomasa seca contra la cantidad de metanol (g) afiadido al medio de

cultivo en el tiempo.

El rendimiento producto/sustrato (Yps) se estimo con la pendiente de la cantidad de

producto (U) contra la cantidad de metanol (g) afiadido al medio de cultivo en el tiempo.
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La velocidad de consumo de sustrato especifica (gs) y la velocidad de formacién de
producto especifica (gp) se calcularon mediante el cociente de la velocidad especifica de
crecimiento () entre Yysy el producto de la velocidad especifica de crecimiento (u) por
Y oix, respectivamente. Finalmente, la productividad del cultivo se estimo con la pendiente
de la cantidad de producto (U) contra el tiempo (h) en la etapa de induccidn, mientras que
la productividad volumétrica a las 74 h de induccion se estimé con la pendiente de la

produccién volumétrica (U/L o mg/L) contra el tiempo (h).

6.7. Caracterizacion bioquimica de la tanasa de A. niger GH1 modificada

6.7.1. Purificacion de la tanasa M y ANT producida en matraz con induccion en

medio BMM-alanina

El medio libre de células obtenido a las 74 h de los cultivos en matraz con induccion en
medio BMM-alanina de la clona sobreproductora KM71TanM y la cepa KM71ANT, se
purificd para su posterior caracterizacion bioquimica. En primer lugar, se realizd el
cambio de buffer a Tris-HCI 100 mM pH 7.0 (buffer A) utilizando dispositivos de
ultrafiltracion Amicon Ultra-4 10-kDa (Millipore). Posteriormente, se realiz6 un paso de
purificacion utilizando el sistema de cromatografia Biologic LP (BioRad) y una columna
de intercambio anionico 1 mL-HiTrap Q FF (GE Healthcare BioSciences Corp), la cual
fue equilibrada con buffer A. Por otro lado, las proteinas se eluyeron con el buffer B (Tris-
HCI 100 mM, 1.0 M NaCl, pH 7.0) utilizando un proceso de elucién en gradiente (0-16
min, 100% buffer A; 17-22 min, 0.25% buffer B; 23-33 min, 17.5% buffer B; 34-42 min,
30% buffer B; 43-48 min, 50% buffer B; 49-57 min, 75% buffer B; and 58-68 min, 100%
buffer B) con una velocidad de elucion de 1 mL/min y deteccion UV a 280 nm. Se
recolectaron las 4 fracciones detectadas por UV. De cada fraccion se determind la
concentracion de proteinas por el método de Bradford (ver seccién 6.6.2) y la actividad
especifica de tanasa se realizd como se describié anteriormente (ver seccion 6.6.3).
Finalmente, las fracciones con mayor actividad enzimatica de tanasa, se evaluaron por
SDS-PAGE y se sometieron a tratamiento de N-desglicosilacion como se describio

anteriormente (ver seccion 6.6.9 y 6.6.10).
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6.7.2. Actividad especifica y constantes cinéticas de las tanasa M y ANT

producidas en matraz con induccion en medio BMM-alanina

La fraccion cromatografica que presentdé mayor actividad enzimatica se tomoO para
determinar la actividad especifica y las constantes cinéticas de ambas tanasas (M y ANT).
Las constantes cinéticas se obtuvieron determinando la actividad enzimatica como se
describi6 anteriormente (ver seccion 6.6.3), a pH 5.0 y temperatura de 30°C, utilizando

galato de metilo como sustrato a concentraciones de 0.08, 0.35, 0.60, 1.32,2.36 y 5.0 mM.

Los valores de actividad de tanasa se ajustaron mediante el método de minimos cuadrados
no lineal a la ecuacién de Michaelis-Menten utilizando un programa Python que emplea
la funcién curve_fit de la biblioteca de cddigo abierto SciPy (Virtanen et al. 2020). La
constante de Michaelis (Km) y la velocidad maxima alcanzada (Vmax) para cada tanasa
recombinante se obtuvieron directamente de la ecuacion ajustada. EI nimero de recambio

(kcat) y la actividad especifica se calcularon a partir de la Vmax (UM/min) entre la

concentracion de enzima (uM o mg/L) utilizada en los ensayos.

6.7.3. Purificacion de la tanasa M producida a nivel de biorreactor

El medio libre de células obtenido a las 74 h de la etapa de lote alimentado con metanol
fue utilizado para realizar la purificacion y caracterizacion de la tanasa M. La purificacion
se realizd siguiendo el protocolo descrito anteriormente (ver seccion 6.7.1). Se
recolectaron las 4 fracciones detectadas y de cada fraccion se determind la concentracion
de proteinas por el método de Bradford (ver seccion 6.6.2) y la actividad especifica de
tanasa se realiz6 como se describio anteriormente (ver seccion 6.6.3). Finalmente, las
fracciones con mayor actividad enzimatica de tanasa, se evaluaron por SDS-PAGE vy se
sometieron a tratamiento de N-desglicosilacion como se describid anteriormente (ver
seccion 6.6.9y 6.6.10).
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6.7.4. Determinacion de la relacion entre la concentracion de proteinas de
tanasa por el método de Bradford y del &cido bicinconinico (BCA)

La fraccion 1 obtenida de la cromatografia de intercambio anionico se utilizé para realizar
la determinacion de concentracion de proteinas de tanasa por el método de Bradford y
BCA. Para ello se prepararon 3 diluciones (FD 20, 30 y 40) y se determind la
concentracion de proteinas por medio de ambos métodos con 3 repeticiones. La relacion
entre la concentracion de proteinas de tanasa determinadas por un método y el otro, se
estimé mediante la pendiente de graficar las determinaciones de BCA contra las

determinaciones por Bradford.

La determinacion de proteinas extracelulares mediante el método de BCA se realiz6 con
el QuantiPro BCA assay kit (Sigma) siguiendo las especificaciones del fabricante. En
primer lugar, se realiz6 una recta de calibracién utilizando como estandar ASB, utilizando
una solucion stock a 50 pg/mL de ABS a partir del cual se establecieron estandares en un
rango de concentraciones de 0-45 pug/mL. Para la determinacion de la concentracion de
proteinas en el sobrenadante, se tomaron 150 pL de muestra y se le agregaron 150 pL de
la solucién Quanti-Pro mix, se incub6 a 60 °C durante 60 minutos. Posteriormente, se dejo
enfriar las muestras a temperatura ambiente y se realizo la lectura en nanofotometro a 562
nm. La concentracion de proteinas extracelulares en el sobrenadante se obtuvo mediante

la extrapolacion matematica de la recta de calibracion, como se indica en la ecuacion 10.

- ) ugy AbsBCA—Db
Concentracion de proteinas extracelulares (E) B e—

Ec 10. Célculo de la concentracion de proteinas extracelulares por el método de BCA.

6.7.5. Efecto del pH en la actividad enzimatica de la tanasa M producida a nivel
de biorreactor

La fraccidén con mayor actividad enzimatica de tanasa se utilizd para medir el efecto del
pH en la actividad enzimatica. Para ello se utilizaron los buffers de glicina-HCI 250 mM
(pH 2.5), citrato de sodio 50 mM (pH 4.0, 5.0 y 6.0), y Tris-HCI 100 mM (pH 7.0 y 9.0).
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La incubacion con la enzima se realiz6 a temperatura constante de 30°C y se determind la

actividad enzimaética de tanasa como se describi6 anteriormente (ver seccién 6.6.3).

6.7.6. Efecto de la temperatura en la actividad enzimatica de la tanasa M

producida a nivel de biorreactor

La fraccion con mayor actividad enzimatica de tanasa se utilizo para medir el efecto de la
temperatura en la actividad enzimatica. Para ello se utilizé6 como pH constante, aquel que
fue determinado como el éptimo en la seccion 5.6.5 (pH 5.0). Las temperaturas evaluadas
fueron 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 70°C, siguiendo el procedimiento de determinacion de
actividad enzimatica de tanasa antes descrito (ver seccion 6.6.3).

6.7.7. Actividad residual de la tanasa M producida a nivel de biorreactor

La fraccion con mayor actividad enzimatica de tanasa se utiliz para medir la actividad
residual de la tanasa M. Para ello se prepar6 una dilucion en buffer de citratos 50 mM (pH
5.0) y se realizaron alicuotas de esta dilucion. A continuacion, se determind la actividad
enzimatica de tanasa como se describio previamente (ver seccion 6.6.3). Las alicuotas se
guardaron a 30°C y 4°C durante 120 h y se fueron tomando alicuotas para determinar la
actividad de tanasa cada 24 h de incubacion. La actividad residual se calcul6 siguiendo la
ecuacion 11. Donde ART se refiere a la actividad residual expresada en porcentaje, la
AVT; (U/mL) es la actividad volumétrica de tanasa después de incubar a 4 6 30°C y la

AVTo (U/mL) es la actividad volumétrica de tanasa al inicio de la incubacion.

RT AVTfinal 100
- X
AVTinicial

Ec 11. Célculo de la actividad residual de tanasa.
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6.7.8. Comparacion del modelo molecular y analisis de acoplamiento molecular
de las tanasas My ANT

Los modelos moleculares de las tanasa M y la tanasa ANT se construyeron por modelaje
por homologia utilizando el servidor SWISS-MODEL (Waterhouse et al. 2018). La
diferencia de residuos de aminoacidos entre ambas tanasas es de 1 residuo y, ademas, la
tanasa M es de una cadena y la tanasa ANT es de dos cadenas. Sin embargo, el servidor
SWISS-MODEL no realizo el corte proteolitico que ocurre en la tanasa ANT, por lo que
se utilizé el programa Swiss Pdb Viewer 4.1 (Guex & Peitsch 1997) para simular el corte
proteolitico (Arg310-Ala311) del primer sitio de reconocimiento de Kex2 y construir la
tanasa de 2 cadenas. Posteriormente, los modelos moleculares fueron sometidos a
refinamiento y minimizacion de la energia mediante el servidor YASARA (Krieger et al.
2009). Por otro lado, el modelo molecular del galato de metilo se obtuvo de la base de
datos PubChem (Wang et al. 2009) (nimero ID 7428). Para utilizarlo como sustrato en
los andlisis de acoplamiento molecular se realizé la minimizacion de la energia del galato

de metilo con el programa Avogadro 1.2.0 (Hanwell et al. 2012).

Los modelos moleculares de la tanasa M y la tanasa ANT fueron visualizados y
superpuestos mediante ajuste de minimos cuadrados utilizando el programa UCSF
Chimera (Pettersen et al. 2004), el cual se utilizd para la estimacion de la desviacion de la
media cuadratica (RMSD) y las distancias atdbmicas. Los calculos se realizaron para la
comparacion de la proteina completa, el dominio tapa y el dominio o/f hidrolasa, entre
las tanasas de 1y 2 cadenas. La conformacion del bucle flexible se evalto utilizando la
interfaz UCSF Chimera para el programa Modeller 9.25 (Webb & Sali 2016).

El andlisis de acoplamiento molecular de las tanasas se realizé con el programa AutoDock
Tools 1.5.6 (Morris et al. 2009). En primer lugar, se realiz6 el analisis por AutoLigand
para determinar la zona de acoplamiento del galato de metilo. Posteriormente, se realizd
el andlisis de acoplamiento, donde la caja del grid (40x40x40) se ubico en la zona
determinada por los resultados de AutoLigand (Harris et al. 2007). Previamente a los
analisis, a los modelos moleculares de las tanasas se les afiadieron a&tomos de hidrégeno
polares en los residuos de aminoacidos, y se removieron atomos de hidrégeno no polares

de la estructura del galato de metilo. Ademas, se asignaron cargas Kollman y Gasteiger a
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todos los &tomos de las enzimas y la estructura del galato de metilo, respectivamente. Los
hidrégenos no polares se eliminaron y se fusionaron las cargas con los &tomos de carbono.
Las estructuras de tanasa fueron analizadas con asignacion de residuos flexibles en el

aminoacido Asp197; mientras que la estructura del galato de metilo fue rigida.

6.8. Disefio de un proceso de recuperacion y formulacion de la tanasa M

Se propuso un proceso de recuperacion y formulacion de la tanasa recombinante. Para ello
se realiz6 una busqueda de la presentacion, concentracion y precio de las tanasas
disponibles en el mercado, como referencia del formulado final de tanasa que se desea
obtener. Ademaés, se estimo el costo de los reactivos utilizados durante el cultivo en
biorreactor y los reactivos utilizados durante las etapas de downstream planteadas para la
recuperacion y formulacién de la tanasa recombinante. A partir de los rendimientos
obtenidos en biorreactor, se estimé el precio probable de venta del formulado final de la
tanasa mutada considerando los costos de materia prima, el costo total de la produccion
de una proteina recombinante y la ganancia esperada del proceso. Finalmente, el precio

de venta se comparé con las tanasas disponibles en el mercado.
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7. RESULTADOS
7.1. Construccion de una secuencia nucleotidica que codifique para la tanasa de
A. niger GH1 con una modificacion de uno de los sitios de reconocimiento de

la proteasa Kex2

7.1.1. Obtencion de la secuencia nucleotidica de la tanasa de A. niger GH1 con

codones preferenciales para P. pastoris a partir del plasmido pPICOANT

En la Figura 9A se muestra el gel de agarosa de la extraccion del plasmido pPIC9ANT.
La presencia de una banda superior a los 10,000 pb sin barrido confirmé la integridad del
plasmido para realizar la caracterizacion y posterior mutagénesis. Por otro lado, en la
Figura 9B se presenta el resultado de la reaccién de PCR, donde los controles positivo y
negativo fueron correctos. La amplificacion de un fragmento de 1,961 pb confirmo la
presencia del fragmento de DNA sintético ANT, correspondiente al fragmento de DNA

sintético de la tanasa de A. niger GH1 con codones preferenciales de P. pastoris.
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Figura 9. Geles de agarosa al 0.8% de A) la extraccion de DNA plasmidico de E. coli JM109 pPICOANT.
M: Marcador de tamafio molecular 1 Kb, 1: DNA plasmidico de E. coli JM109 pPICOANT. B) Reaccion de
PCR para caracterizar el plasmido pGEMANT. M: Marcador de tamafio molecular 1 Kb, 1: Control negativo

de PCR (agua), 2: Control positivo de PCR, 3: Muestra del plasmido pPICOANT
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7.1.2. Sintesis del fragmento TanM mediante extension por PCR de los

fragmentos superpuestos

En la Figura 10 se muestra la presencia de los fragmentos primarios 5’ TanX->3’TanMut
y 5’TanMut—>3’TanNot con bandas Unicas de un tamafio de 895 y 840 pb,
respectivamente. Después de la purificacion, la cuantificacion de la preparacion de ambos
fragmentos determiné que el fragmento 5’TanX->3’TanMut tuvo una concentracion de
12.5 ng/uL, mientras que el fragmento 5’ TanMut->3’TanNot estuvo a una concentracion
de 8 ng/uL. Conocer la concentracion de los fragmentos primarios fue necesario para
llevar a cabo la PCR secundaria, debido a que se utilizaron cantidades iguales de cada

fragmento primario.

Figura 10. Gel de agarosa al 0.8% de la reacciéon de PCR para sintetizar los fragmentos primarios de la
mutagénesis. M: Marcador de tamafio molecular 1 Kb, 1: Control negativo de la PCR del fragmento
5’TanX->3’TanMut, 2: Fragmento 5’TanX->3’TanMut, 3: Control negativo de la PCR del fragmento
5°’TanMut—=>3’TanNot, 4: Fragmento 5’ TanMut—>3’TanNot.

En la Figura 11 se muestra el producto amplificado de la PCR secundaria. En el gel de
agarosa se observé el fragmento TanM de 1,712 pb. Después de la purificacion, el

fragmento TanM se obtuvo a concentracion de 45 ng/pL. Por lo que el fragmento obtenido
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mediante este proceso se considerd como el fragmento de DNA sintético que codifica para

la tanasa con modificacion en el sitio de reconocimiento de Kex2, y se continud el proceso

de ligacion en el plasmido pGEM-T y posterior transformacién en células de E. coli

JM109 calcio competentes.
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Figura 11. Gel de agarosa al 0.8% de la reaccion de PCR para sintetizar el fragmento TanM a partir de los
fragmentos primarios. M: Marcador de tamafio molecular 1 Kb, 1: Control negativo de la PCR del fragmento

TanM, 2: Fragmento TanM.

7.1.3. Construccion de la cepa de E. coli IM109 pGEMTanM

La Figura 12 muestra el gel de agarosa de la reaccién de ligacion entre el vector pPGEM-

Ty el fragmento TanM. En el control negativo se obtuvo una Unica banda cerca de 3 kb

correspondiente al tamafio del vector pPGEM-T, lo que indica que estaba linealizado. Por

otro lado, en la muestra de la reaccion de ligacion del vector con el fragmento TanM se

observaron tres bandas correspondientes al vector (3 kb), el fragmento TanM (1712 pb) y

el vector con el fragmento ligado (4.7 kb).
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Figura 12. Gel de agarosa 0.8% de la reaccion de ligacion entre el vector pGEM-T y el fragmento TanM.
M: Marcador de tamafio molecular 1 Kb, 1: Control negativo de la ligacién (sin inserto), 2: Ligacion del

vector pGEM-T y el fragmento TanM.

En la Figura 13 se muestran las placas de la transformacion de E. coli JM109 con el vector
pGEMTanM vy sus respectivos controles. De la ligacion del fragmento TanM con el vector
PGEM-T se obtuvieron 12 colonias transformadas de E. coli JM109 con resistencia a
ampicilina. De ellas, 6 colonias fueron blancas por lo que se seleccionaron por contener
el plasmido pGEMTanM. Por otro lado, el control de viabilidad (Figura 13A) y el control
negativo de resistencia a ampicilina (Figura 13B) determinaron que las células
competentes utilizadas estaban activas y no eran resistentes al antibiotico antes de ser

transformadas.
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Figura 13. Placas sembradas con células de E. coli IM109 transformadas con el plasmido pGEMTanM. A)
Control de viabilidad, B) control negativo de resistencia a ampicilina, C) placa con 4 colonias blancas, D)
Placa con 2 colonias blancas.

7.1.4. Caracterizacion de la cepa de E. coli IM109 pGEMTanM

En la Figura 14A se muestra el gel de agarosa de la extraccion del plasmido pGEMTanM
a partir de las colonias blancas resultantes de la transformacién de E. coli JIM109. La
presencia de una banda superior a los 10,000 pb sin barrido confirmo la integridad del
plasmido. Por otro lado, en la caracterizacién por PCR especifica de los plasmidos
obtenidos, 3 de ellos amplificaron el fragmento esperado de 1,712 pb; confirmando la
presencia del inserto correcto (Figura 14B). Los plasmidos confirmados por PCR y
provenientes de dos colonias diferentes fueron seleccionadas para ser secuenciadas en el
Instituto de Fisiologia Celular (UNAM).
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Figura 14. Geles de agarosa 0.8% de A) la extraccion de DNA plasmidico de las clonas blancas de E. coli
JM109 transformadas. M: Marcador de tamafio molecular 1 kb, 1-6: colonias blancas. B) La
caracterizacion por PCR del plasmido pGEMTanM. M: Marcador de tamafio molecular 1 Kb, 1: Control

negativo de la reaccion de PCR, 2-7: Colonias blancas.

En la Figura 15 se muestra el alineamiento de las secuencias obtenidas de la secuenciacion
del plasmido pGEMTanM vy la secuencia consenso. La secuenciacion demostro que una
de las clonas poseia el plasmido con la secuencia correcta con la mutacion en el codén de

arginina. A su vez se comprobd la ausencia de mutaciones no deseadas.

S5p6 TGCATNACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCACTAGTGATTTGTAGCGGCCGCTTAGRARACTGGCATCTTGARAGCGTCG
3GSATANC
5GSATANC
T7
Sec. consenso TGCATNACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCACTAGTGATTTGTAGCGGCCGCTTAGAARACTGGCATCTTGAARAGCGTCG
N R U R R et
B 110 120 130 140 0 160 170 180 190 200
Sp6é AAAGTGTAGTCCCAAGTAGCCAAARGACTTAGAGTCGTGAACACAAGAGARAGAAGAGTTAGAGTTCCACARTGGTCTAGATGGCCATTGACACAACATTT
3GSATANC
5GSATANC
T7
Sec. consenso AAAGTGTAGTCCCAAGTAGCCAAAGACTTAGAGTCGTGAACACAAGAGAAAGAAGAGTTAGAGTTCCACAATGGTCTAGATGGCCATTGACA T
RN RN N N R R R R N R RN R RN

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Spé GAGTCTCACCAGCGTAAGTACCAGAAGAAACAGTAGCGTTCAATCTAGATGGCTTGTTACCGTTCTCAACCCAGTCAATCATAATCTCCATGTTGTCCTC
3GSATANC .
S5GSATANC
¥
Sec. consenso GAGTCTCACCAGCGTAAGTACCAGAAGAAACAGTAGCGTTCAATCTAGATGGCTTGTTACCGTTCTCAACCCAGTCAATCATAATCTCCATGTTGTCCTC
e

ey RN RN RN N

e e
310 320 330 340

TGCCAGTAGTG

AGTAGT AGTTGG.
TGCCAGTAGTG

GCAGTTGGAA

T7 . .
Sec. consenso TAAGTAGTGTTTGGGTACATAGCTTGTCTAACAGATTGCCAGTAGTGAACAGAAGAAGCAGTTGGAATAGATGGGTCAGACTCACCGTGGTAGTGAATCA
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Spé TCTTACCACCAGACTCCTTGARAGTAGTCAAGTCAATAACAGTAGTTTGCAAAGAGTCAATGTATCTAATCATACCAATGT TCATCCAGTCAACCARAGT
3GSATANC TCTTACCACCAGACTCCTTGAARGTAGTCAAGTCAATAACAGTAGTTTGCARAGAGTCAATGTATCTAATCATACCAATGTTCATCCAGTCARCCARAGT
SCSATANC 5 018 0:i6 b &: 0 5.0 5 050 Ha S078:070.0 50 6. 65 8 98 8 M0 10 6,07018. 078 B30, 6. 0 500 8,507 Hi ALMTR50 T B0 I, ik Womin B 7 B @008 0w 5 8 850 978 B0 G4 L8 B9

Sec. consenso TCTTACCACCAGACTCCTTGAAAGTAGTCAAGTCAATAACAGTAGTTTGCAAAGAGTCAATGTATCTAATCATACCAATGTTCATCCAGTCAACCAAAGT

R R R R R R R ey
610 620 630 640 €50 660 670 680 €90 700
SPé GTCGTAAGTAACGTTGTCCAAGTTCTCCAAGTTGTCARTGTTCAACAATTGARCGARCTTAGTARCGTACTCACCACCAGTAGATGGAATAGACRAAGTC
3GSATANC GTCGTAAGTAACGTTGTCCAAGTTCTCCAAGTTGTCAATGTTCAACAATTGARCGAACTTAGTARCGTACTCACCACCAGTAGATGGAATAGACARAGTC
S5GSATANC

N R T U U N N ey
710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
Spé CAAGAGTCAGTAGTAGAGTCGTACTCAGTGTCACCGTCAGACAACTCAGCAGCAATTTGCCARGAC AAGTAAGCTCTCTTACCGTTAGAGTCGTGCARA
3GSATANC CAAGAGTCAGTAGTAGAGTCGTACTCAGTGTCACCGTCAGACAACTCAGCAGCAATTTGCCARGAC ARGTAAGCTCTCTTACCGTTAGAGTCGTGCARA
SGSATANC 4 g sssvssssebsebotbaassssssoceaboobosbaasssstinbrebosbotbasssssbinseetnetd AGCTCTCTTACCGTTAGAGTCGTGCAAA
T7 lesis wein . cw iy Saipe . . cses . . . . . .CAAGACNAAGTAAGCTCTCTTACCGTTAGANTCGTGCAAA
Sec. consenso CAAGAGTCAGTAGTAGAGTCGTACTCAGTGTCACCGTCAGACAACTCAGCAGCAATTTGCCAAGAC AAGTAAGCTCTCTTACCGTTAGAGTCGTGCARA

R T
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Sp6 AACCGAAACCCAAAGAAGTGTAGTTTTGCTCAGCACAGTAGTAAGACTCACCAATGATAGAAGTCAAGTTGAAGTTCAACATACACAAGTCAGTTCTAGA
3GSATANC AACCGAAACCCAAAGAAGTGTAGTTTTGCTCAGCACAGTAGTAAGACTCACCAATGATAGAAGTCAAGTTGAAGTTCAACATACACAAGTCAGTTCTAGA
5GSATANC AACCGAAACCCAAAGAAGTGTAGTTTTGCTCAGCACAGTAGTAAGACTCACCAATGATAGAAGTCAAGTTGAAGTTCAACATACACAAGTCAGTTCTAGA
77 AACCGAAACCCAAAGARGTGTAGTTTTGCTCAGCACAGTAGTAAGACTCACCAATGATAGAAGTCAAGTTGAAGTTCAACATACACAAGTCAGTTCTAGR
Sec. consenso BACCGAAACCCAAAGAAGTGTAGTTTTGCTCAGCACAGTAGTAAGACTCACCAATGATAGAAGTCARGTTGAAGTTCAACATACACAAGTCAGTTCTAGA

R R R R R U R N R e et
1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
SPé AACAACACCGTCAGTTCTACCGTCCAATGGGGTCA
3GSATANC ARCAACACCGTCAGTTCTACCGTCCAATGGG TCACAAGCCTCAATAGTAGCGTTAACAATCTTGTCCARCTCACATGGTGGTGGGTAGTAGTCCATAGT
SGSATANC AACAACACCGTCAGTTCTACCGTCCAATGGG - TCACAAGCCTCAATAGTAGCGTTAACAATCTTGTCCAACTCACATGGTGGTGGGTAGTAGTCCATAGT
T7 AACAACACCGTCAGTTCTACCGTCCAATGGG - TCACRAGCCTCAATAGTAGCGTTAACAATCTTGTCCAACTCACATGGTGGTGGGTAGTAGTCCATAGT
Sec. consenso AACAACACCGTCAGTTCTACCGTCCAATGGG - TCACAAGCCTCAATAGTAGCGTTAACAATCTTGTCCAACTCACATGGTGGTGGGTAGTAGTCCATAGT

R R RN R R R R R R N R R R R AR RN R R RN R RN R RN RN
. 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
1%
3GSATANC GTGCTCAATAGTAGCTGGGAARACGTGGTGAACTTGTTGTTGAGCGAATCTGAAAGCTGGAGCACCAGCAATARCACCGTCGTACTCGTCACCCCATCTT
SGSATANC GTGCTCAATAGTAGCTGGGAARACGTGGTGAACTTGTTGTTGAGCGAATCTGARAGCTGGAGCACCAGCARTARCACCGTCGTACTCGTCACCCCATCTT
T7 GTGCTCAATAGTAGCTGGGAAAACGTGGTGAACTTGTTGTTGAGCGAATCTGAAAGCTGGAGCACCAGCAATAACACCGTCGTACTCGTCACCCCATCTT
Sec. consenso GTGCTCAATAGTAGCTGGGAAAACGTGGTGAACTTGTTGTTGAGCGAATCTGAAAGCTGGAGCACCAGCAATAACACCGTCGTACTCGTCACCCCATCTT

I R R R R R R N R R R R R R R R R R R R R R R R R R R KR T EE R TR EL
. 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
P!
3GSATANC PGAACTTGAGACATACCCTCTCTACCACCGTCAGARCARCCCTCGTAGTARGTGTARATCTTCTTGTCAGARGACARACCGTAGRAACCTCTAGTCAATG
SGSATANC TGAACTTGAGACATACCCTCTCTACCACCGTCAGAACAACCCTCGTAGTARGTGTARATCTTCTTGTCAGAAGACAARCCGTAGRARCCTCTAGTCAATG
T7 TGARCTTGAGACATACCCTCTCTACCACCGTCAGRRCAACCCTCGTAGTAARGTGTARATCTTCTTGTCAGAAGACARACCGTAGRAACCTCTAGTCAATG
Sec. consenso TGAACTTGAGACATACCCTCTCTACCACCGTCAGAACAACCCTCGTAGTAAGTGTAAATCTTCTTGTCAGARGACAAACCGTAGAAACCTCTAGTCAATG

RN N R RN R N N R N AR R R RN R RN RN
soe 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
P
3GSATANC GCTTAGCAATCTTAGTCATCTCACCCARAGCTTGGTAAGAGAACATGTAAGTAGCGTCCCAGTTGATAGAACCGTTACCGTACAARACA
SGSATANC GCTTAGCAATCTTAGTCATCTCACCCARAGCTTGGTARGAGRAACATGTARGTAGCGTCCCAGTTGATAGRACCGTTACCGTACARARCARCCTCGTCGTA
T7 GCTTAGCAATCTTAGTCATCTCACCCAAAGCTTGGTAAGAGAACATGTAAGTAGCGTCCCAGTTGATAGAACCGTTACCGTACARAACAACCTCGTCGTA
Sec. consenso GCTTAGCAATCTTAGTCATCTCACCCAAAGCTTGGTAAGAGAACATGTAAGTAGCGTCCCAGTTGATAGAACCGTTACCGTACAARACAACCTCGTCGTA

R R N R R R R R R R AR RN N R R R RN RN RN
e 1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
3GSATA§C
SGSATANC AGAGTAAGAGAAAGCGTCGTAACCAGCGTCAGTAGCACCAGAAGCAGCACCGTACTCCARACCACCAGTAGCGTCAGAAGACAAAGAGAAARCCACCACCA
T7 AGAGTAAGAGAAAGCGTCGTAACCAGCGTCAGTAGCACCAGAAGCAGCACCGTACTCCARACCACCAGTAGCGTCAGAAGACARAGAGAAACCACCACCA
Sec. consenso AGAGTAAGAGAAAGCGTCGTAACCAGCGTCAGTAGCACCAGAAGCAGCACCGTACTCCARACCACCAGTAGCGTCAGAAGACARAGAGAAACCACCACCA

R R R R RN RN
6 1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
3GSATANC
SGSATANC CCAGCAACGTAGAATCTGTTCTTGAAGTCAGATGGAGCTGGCARAGCGTACTTAACAACAACCTTGTCACCCTTACCAGTGTGAGTGTAAGTAACAGTAR
T7 CCAGCAACGTAGAATCTGTTCTTGAAGTCAGATGGAGCTGGCARAGCGTACTTARCAACAACCTTGTCACCCTTACCAGTGTGAGTGTARGTAACAGTAR
Sec. consenso CCAGCAACGTAGAATCTGTTCTTGAAGTCAGATGGAGCTGGCAARGCGTACTTAACAACAACCTTGTCACCCTTACCAGTGTGAGTGTARGTAACAGTAR

RN R RN R R RN R R R R R R R R R RN R R RN R R R R R R R RN R RN R R R R R R RN RN RN R R R RN R
1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700
Spé
3GSATANC
SGSATANC CGTTACAGTAGTCGTAAGAACCAGAAGAACCCATACCAGAAGAAGCGTCAGTAARCAGTGTTAGCAGTAACAGCAGATGGAATCAAGTTGATACCCAACAA
T7 CGTTACAGTAGTCGTAAGARCCAGAAGAACCCATACCAGAAGAAGCGTCAGTAACAGTGTTAGCAGTAACAGCAGATGGAATCAAGTTGATACCCAACAA
Sec. consenso CGTTACAGTAGTCGTAAGAACCAGAAGAACCCATACCAGAAGAAGCGTCAGTAARCAGTGTTAGCAGTAACAGCAGATGGAATCAAGTTGATACCCAACAA

RN AR R R R R R R R R RN R R RN R R R R R R RN R R R RN R R RN R RN REEENEERENEERER]
spe 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
1%
3GSATANC
SGSATANC GATGGCARAGCAGATTGAACGTTAGAAACAGTACACAAGTCAGANAAAGAAGTTCTCTTCTCGAGAAATCCCGNGGCCATGGCGGCC
T7 GATGGCAAAGCAGATTGAACGTTAGARACAGTACACAAGTCAGACAARGAAGTTCTCTTCTCGAGAA TCCCGCGGCCATGGCGGCCGGAGCATG
Sec. consenso GATGGCAAAGCAGATTGAACGTTAGAAACAGTACACAAGTCAGACAAAGAAGTTCTCTTCTCGAGARATCCCGCGGCCATGGCGGCCGGAGCATG

Figura 15. Alineamiento de las secuencias obtenidas por secuenciacion y secuencia consenso obtenida con
la herramienta CAP de BioEdit.
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7.2. Construccion de cepas recombinantes de P. pastoris portadoras de la
secuencia nucleotidica capaces de producir y secretar la tanasa de A. niger
GH1 modificada

7.2.1. Digestion preparativa de los plasmidos pPIC9TgQ y pPGEMTanM

En la Figura 16 se muestra la extraccion de DNA plasmidico de pPIC9TgQ y
pGEMTanM, los cuales se observan integros. El plasmido pPIC9TgQ se obtuvo a una
concentracion de 75 ng/uL y el plasmido pGEMTanM a 94 ng/uL, de acuerdo con la

lectura del espectrofotometro.

Figura 16. Gel de agarosa 0.8% de la extraccion de DNA plasmidico de E. coli IM109 pPIC9TgQ y E. coli
JM109 pGEMTanM. M: Marcador de tamafio molecular 1 Kb, 1: DNA plasmidico de E. coli JM109
pPIC9TgQ, 2: DNA plasmidico de E. coli IM109 pGEMTanM.

En la Figura 17A se presenta la linealizacion de ambos plasmidos con Xho | debido a que
se obtuvieron bandas de 8,704 pb y 4,712 pb correspondientes a pPIC9TgQ y
pGEMTanM, respectivamente. Por otro lado, en la Figura 17B se muestra el resultado de
la segunda digestién con Not I. En la digestion del plasmido pPIC9TgQ se obtuvieron
bandas de 7,700 y 1,004 pb correspondientes al vector pPIC9 y al inserto TgQ,
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respectivamente. Mientras que en la digestion de pGEMTanM se obtuvieron bandas de
3,000 y 1,712 pb pertenecientes al vector pGEM vy al inserto TanM, respectivamente.
Ademas, en la Figura 18 se muestra la purificacion exitosa de los fragmentos de interés,
es decir el vector pPIC9 (7,700 pb) y el fragmento TanM (1,712 pb). La concentracion del
vector pPIC9 fue de 10 ng/puL y la del fragmento TanM de 6 ng/pL, de acuerdo con la

lectura del nanofotometro.

250,253

250,253

Figura 17. Geles de agarosa 0.8% de la reaccién de digestion con A) Xho I. M: Marcador de tamafio
molecular 1 Kb, 1: Digestion de pPIC9TgQ, 2: Digestion de pPGEMTanM. B) Not I. M: Marcador de tamafio
molecular 1 Kb, 1: Digestion de pPIC9TgQ, 2: Digestion de pPGEMTanM.
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Figura 18. Gel de agarosa 0.8% de la purificacion de los fragmentos pPIC9 y TanM. M: Marcador de tamafio
molecular 1 Kb, 1: pPIC9, 2: TanM.

7.2.2. Construccion de la cepa de E. coli IM109 pPIC9TanM

La Figura 19 muestra el gel de agarosa de la reaccién de ligacion, con el cual se comprob6
que la ligacion ocurrio entre el vector pPIC9 y el fragmento TanM. En el carril del control
negativo (sin ligasa) se observa que el vector y el inserto permanecieron integros.
Posteriormente, en la reaccion con ligasa se observa el cambio en la conformacion del
plasmido pPIC9TanM.
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Figura 19. Gel de agarosa 0.8% de la reaccion de ligacion entre el vector pPIC9 y el fragmento TanM. M:
Marcador de tamafio molecular 1 Kb, 1: Control negativo de la ligacion (sin ligasa), 2: Ligacion del vector

pPICY y el fragmento TanM.
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En el ensayo de transformacién de cepas de E. coli JIM109 con el vector pPIC9TanM, se
obtuvieron 63 colonias, las cuales al ser resistentes a ampicilina se consider6 que poseian
el plasmido pPIC9TanM (Figura 20C). El control de viabilidad (Figura 20A) determind
que las células competentes utilizadas estaban activas, mientras que el control de
resistencia a ampicilina (Figura 20B) fue negativo, por lo que se confirmé que las células
competentes utilizadas no tenian resistencia al antibidtico antes de ser transformadas.

Figura 20. Placas de la transformacion de células competentes de E. coli JM109 con el pladsmido
pPIC9TanM. A) Control de viabilidad B) Control negativo de resistencia a ampicilina, C) Células

transformadas con la reaccidn de ligacion (pPIC9TanM).

7.2.3. Caracterizacién de la cepa de E. coli IM109 pPIC9TanM

En la Figura 21 se muestra el gel de agarosa de la caracterizaciéon por PCR de 4 colonias
de E. coli JM108 pPIC9TanM. Las 4 colonias presentaron una banda de 1,232 pb,
correspondiente al plasmido pPIC9TanM, por lo que se confirmd su presencia en las
colonias. Este fragmento corresponde a la secuencia pre-pro del factor alfa (225 pb), y
fragmentos del promotor AOX1 (94 pb) y del fragmento TanM (883 pb). Uno de los
plasmidos de una de las colonias analizadas fue seleccionado para ser secuenciado en el
Instituto de Fisiologia Celular (UNAM).
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Figura 21. Gel de agarosa 0.8% de la PCR para confirmar la presencia del plasmido pPIC9TanM. M:

Marcador de tamafio molecular 1 Kb, 1: Control negativo (agua), 2-5: Colonia 1-4.

En la Figura 22 se muestra el alineamiento de las secuencias obtenidas durante la

secuenciacion del plasmido pPIC9TanM y la secuencia consenso. La secuenciacion

demostrd que el plasmido analizado poseia la secuencia correcta con la mutacion en el

coddn de arginina. Ademas, se verificd que durante la construccion no se presentaron

mutaciones no deseadas.

Sec.

. consenso

. consenso CTACTTACATGTTCTCT

U R R U N U R N R R e
10 20 30
SGSATANC T ACTTGTGTACTGT ACGTTCRA
STANX e son oain e

3GSATANC
3TANNOT g R e i . 5 N
c. consenso TCTGACTTGTGTACTGT TAACGTTCAATCTGCT CGGTACTTTGTTGGGTATCAACTT
R R U N U N U RN U RN R RN R NN I R e

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
SGSATANC TTACTGACGCTT T [ ACGACTACTGTAACG A ACT
5TANX TTACTGACGCTT! ACGACTACTGTAACG
3GSATANC
3TANNOT

BAGGTTGTTGT

L R R R R [ U R i
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
5GSATANC TAAGTACGCTTTGCCAGC GAACAC TTT CTGGTGGTTTGCAG
5TANX TAAGTACGCTTTGCCAGC GGTGGTTTGGAG
3GSATANC caes cone o ‘e
3TAKNOT s esevessssos : S s : is o iin sama soman v
consenso TAAGTACGCTTTGCCAGC ACGTTGCTGGTGGTGGTGGTTTCTCTTTGTCTTCTCACGCTACTGGTGGTTTGCAG
RN RRRRD SRERRRRERRRE] R R R AR R R AR R AR RN R R RN R R RN RRRRRRERRSRRERRREERET]
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
SGSATANC TA CTGCTTCTGGTGCTACTGACGCTGGTTACC TT TACGACCAGGTTGTTTTGTAC! AAC T 9.
STANX T TGCTTCTGGTGCTACTGACGCTGGTT? TACGACGAGGTTG
3GSATANC s . G
3TANNOT s agws .
. consenso TCTGGTGCTACTEGAC
L R R [ R R
420 430 440 450 460 470 500
5GSATANC T
STANX
3GSATANC

3TANNOT

ACCAAGCTTTGGGTGAGATGACTAAGATTGCTAAGCCATTGACTAGAGGT CGGTTTGTCTTCTGACAAGAAGATTTA
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Sec.

R N R R R R N R R RN R R RN R AR RN RR RN
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
SGSATANC CACTTACTACCAGGGTTGTTCTGACGGTGGTAGAGAGGGTATGTCTCAAGTTCARAGATGGGGTCACCAGTACCACGGTGTTATTGCTGGTGCTCCAGCT
STANX CACTTACTACGAGGGTTGTTCTGACGGTGGTAGAGAGGGTATGTCTCARGTTCARAGATGGGGTCACCAGTACCACGGTGTTATTGCTGGTGCTCCAGCT
3GSATANC CACTTACTACCAGGGTTGTTCTGACGGTGGTAGAGAGGGTATGTCTCAAGTTCAAAGATGGGGTGACCAGTACCACGGTGTTATTGCTGGTGCTCCAGCT
3TANNOT

. consenso CACTTACTACGAGGGTTGTTCTGACGGTGGTAGAGAGGGTATGTCTCAAGTTCARAGATGGGGTGACCAGTACCACGGTGTTATTGCTGGTGCTCCAGCT

N R R R R RN R R R R e iy
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
SGSATANC TTCAGATTCGCTCAACAACAAGTTCACCACGTTTTCCCAGCTACTATTCAGCACACTATGCACTACTACCCACCACCATGTGAGTTGGACRAGATTGTTA
STANX TTCAGATTCGCTCAACAACAAGTTCACCACGTTTTCCCAGCTACTATTGAGCACACTATGGACTACTACCCACCACCATGTGAGTTGGACRAGATTGTTA
3GSATANC TTCAGATTCGCTCAACRAACAAGTTCACCACGTTTTCCCAGCTACTATTGAGCACACTATGCACTACTACCCACCACCATGTGAGTTGCACAAGATTGTTA
STANNOT |ssosvvossscsascssonsessosns CCACGTTTTCCCAGCTACTATTGAGCACACTATGGACTACTACCCACCACCATGTCAGTTGGACRAGATTGTTA

. consenso TTCAGATTCGCTCAACRACAAGTTCACCACGTTTTCCCAGCTACTATTGAGCACACTATGCACTACTACCCACCACCATGTGAGTTGGACRAGATTGTTA

N N R N N R N R NN RN RN

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
5GSATANC ACGCTACTATTGAGGCTTGTCACCCATTGCACGGTAGAACTCACGGTGTTGTTTCTAGAACTCACTTGTGTATGTTGAACTTCAACTTGACTTCTATCAT
sTANX ACGCTACTATTCAGGCTTGTGACCCATTGCACGGTACAACTCACGGTGTTGTTTCTAGAACTGACTTGTGTATGTTCAACTTCAACTTGACTTCTATCAT
3csaTanc ACGCTACTATTGAGGCTTGTGACCCATTGCACGGTACAACTCACGGTGTTGTTTCTACGRACTCACTTGTGTATGTTGAACTTCAACTTGACTTCTATCAT
3rannor ACGCTACTATTGAGGCTTGTGACCCATTGCACGGTAGAACTCACGGTGTTGTTTCTAGARACTCACTTGTGTATGTTGAACTTCAACTTGACTTCTATCAT

. consenso ACGCTACTATTCAGGCTTGTCACCCATTGGACGGTAGAACTCACGGTGTTGTTTCTACAACTCACTTGTGTATGTTGAACTTCAACTTGACTTCTATCAT

R U R U R R RN R R R gy

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
SGSATANC TGGTGAGTCTTACTACTGTGCTGAGCARAACTACACTTCTTTGGGTTTCGGTTTCTCTAAGGCTGCTGAGGGTTCTACTACTTCTTACCAACCAGCTCAR
STANX TGGTGAGTCTTACTACTGTGCTGAGCARAACTACACTTCTTTGGGTTTCGGTTTCTCTAAGGCTGCTGAGGGTTCTACTACTTCTTACCAACCAGCTCAR
3GSATANC TGGTCAGTCTTACTACTGTGCTCAGCAAAACTACACTTCTTTGGGTTTCGGTTTCTCTAAGGCTGCTCAGGGTTCTACTACTTCTTACCAACCAGCTCAR
3rannNoT TGGTGAGTCTTACTACTGTGCTCAGCARAACTACACTTCTTTGGGTTTCGGTTTCTCTAAGGCTGCTGAGGGTTCTACTACTTCTTACCAACCAGCTCAA

. consenso TGGTGAGTCTTACTACTGTGCTGAGCARAACTACACTTCTTTGGGTTTCGGTTTCTCTAAGGCTGCTGAGGGTTCTACTACTTCTTACCAACCAGCTCRA .

oo N i ot st e R s e ke s s | s NP, £ i L oo I Wi
910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
SGSATANC AACGGTTCTGTTACTGCTCAGGGTGTTGCTTTGGCTCAAGCTATCTACGACGGTTTGCACGACTCTAACGGTAAGACGAGCT
STANX BACGGTTCTGTTACTGCTGAGGGTGTTGCTTTGGCTCARGCTATCTACCACGGTTTGCACCACTCTAACGGTARCACGAGCTTACTTGTCTTGGCARATTG
3GsaTaNC BACGGTTCTGTTACTGCTGAGGGTGTTGCTTTGGCTCARGCTATCTACCACGGTTTGCACCACTCTAACGGTAACGACAGCTTACTTGTCTTGGCRRATTG
3tanNor AACGGTTCTGTTACTGCTGAGGGTGTTGCTTTGGCTCAAGCTATCTACCACGGTTTGCACCACTCTAACGGTAAGACAGCTTACTTGTCTTGGCARATTG

. consenso RACGGTTCTGTTACTGCTCAGGGTGTTGCTTTGGCTCAAGCTATCTACCACGGTTTGCACCGACTCTAACGGTAAGAGAGCTTACTTGTCTTGGCARATTG

N R T R N RN R RN R NN R R RN R NN RN R iR ey
1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
5GSATANC
STANX CTGCTGA
3GSATANC CTGCTGAGTTGTCTGACGGTGACACTCAGTACCACTCTACTACTCACTCTTGCACTTTGTCTATTCCATCTACTGGTGGTCAGTACGTTACTAAGTTCGT
3TANNOT CTGCTGAGTTGTCTGACGGTGACACTGAGTACGACTCTACTACTGACTCTTGGACTTTGTCTATTCCATCTACTGGTGGTGAGTACGTTACTAAGTTCGT

. consenso CTGCTGAGTTGTCTGACGGTGACACTGAGTACGACTCTACTACTGACTCTTGGACTTTGTCTATTCCATCTACTGGTGGTGAGTACGTTACTAAGTTCGT

l"l|ll'l|"ll|l'll|"Il|'ll'|'lll|llll|IIII|IIII|I'I'|III'|I'l'[ll'l‘lllll'l'l|Il'l|ll'l|l"||l'l'|l'
1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
5GSATANC
STANX
3GSATANC TCAATTGTTGAACATTCACAACTTGGAGAACTTGCACAACGTTACTTACGACACTTTGGTTGACTGCATGAACATTGGTATGATTAGATACATTCGACTCT
3TANNOT TCAATTGTTGAACATTGACRACTTGCAGAACTTGCACAACGTTACTTACCACACTTTGGTTCACTGCATCAACATTGGTATCATTAGATACATTGACTCT
consenso TCAATTGTTGAACATTGACAACTTGGAGRAACTTGGACAACGTTACTTACCACACTTTGGTTCACTGGATGAACATTGGTATGATTAGATACATTGACTCT

e e e
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
S5GSATANC
S5TANX
3GSATANC TTGCARACTACTGTTATTGACTTGACTACTTTCAAGGAGTCTGGTGGTAAGATGATTCACTACCACGGTGAGTCTGACCCATCTATTCCAACTGCTTCTT
3TANNOT TTGCAAACTACTGTTATTGACTTGACTACTTTCAAGGAGTCTGGTGGTAAGATCATTCACTACCACGGTGAGTCTGACCCATCTATTCCAACTGCTTCTT

- consenso TTGCAAACTACTGTTATTCACTTGACTACTTTCAAGGAGTCTGGTGGTAAGATGATTCACTACCACGGTGAGTCTGACCCATCTATTCCAACTGCTTCTT

U R N R N U R R R TR R R ey
1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
SGSATANC
STANX
3GSATANC CTGTTCACTACTGGCAATCTGTTAGACAAGCTATGTACCCAARACACTACTTACACTCAATCTTTGCAACGACATGTCTAACTGGGTACCARATTGTACTTG
3TANNOT CTGTTCACTACTGGCAATCTGTTAGACAAGCTATGTACCCARACACTACTTACACTCAATCTTTGCAAGACATGTCTAACTGG TACCARA TTGTACTTG

- consenso CTGTTCACTACTGGCAATCTGTTAGACAAGCTATGTACCCAAACACTACTTACACTCAATCTTTGCAAGACATGTCTAACTGGGTACCARATTGIACTTG

Illl|llll|Illllll'l|lIlIIllllIIlll'llll'llll|lllllllll|llll|llll|lllllllll|llll|llll|llll|llll|llll|ll
1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
SGSATANC
STANX
3GSATANC G
3ranNor GTTCCAGGTGCTGCTCACTGTGGTACTAACTCTTTGCAACCAGGTCCATACCCAGAGCACAACATGCACGATTATCATTCACTGGGTTGAGAACGGTAACE

. consenso GTTCCAGGTGCTGCTCACTGTGGTACTAACTCTTTGCAACCAGGTCCATACCCAGAGGACAACATGGAGATTATGATTGACTGGGTTGAGRACGGTAACR

R RN RN RN R RN R RN R R RN E R RN R R R R RN R R R R R RN R R N R R RN R RN R R RN R R RN R R EENRERRNERRRRRE
- 1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
%

3GSATANC

5GSATANC

T7 AGCCATCTAGATTGAACGCTACTGTTTCTTCTGGTACTTACGCTGGTGACACTCARATGTTGTGTCAATGGCCATCTAGACCATTGTGGAACTCTAACTC

. consenso AGCCATCTAGATTGAACGCTACTGTTTCTTCTGGTACTTACGCTGGTGAGACTCARATGTTGTGTCAATGGCCATCTAGACCATTGTGCAACTCTAACTC

P e e e e e
1610 1620 1630 1640 1650
Spé
3GSATANC
S5GSATANC
T7 TTCTTTCTCTTGTGTTCACCACTCTAAGTCTTTGGCTACTTGGGACTACACT
TTCTTTCTCTTGTGTTCACCACTCTAAGTCTTTGGCTACTTGGGACTACACT

Figura 22. Alineamiento de las secuencias obtenidas por secuenciacion y secuencia consenso obtenida con
la herramienta CAP de BioEdit.
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7.2.4. Construccion de la cepa de P. pastoris KM71TanM

En la Figura 23A se muestra el gel de agarosa de la extraccion de DNA plasmidico a
mediana escala, después de lavar y concentrar con el dispositivo concentrador YM3
Millipore. El pldsmido concentrado se encontr6 en condiciones integras y se obtuvo en
una concentracion de 2.875 pg/uL, lo cual permitié continuar con la linealizacién del
plasmido. En la Figura 23B se observa la integridad del plasmido después de linealizar y
concentrar. De la digestion con Sal | se obtuvo un fragmento de 9,400 pb, correspondiente
al vector pPIC9TanM linealizado. Ademas, el plasmido linealizado se obtuvo a una
concentracion de 640 ng/uL, lo cual fue suficiente para realizar la transformacion de

células competentes de P. pastoris KM71.
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Figura 23. Geles de agarosa 0.8% del plasmido pPIC9TanM. A) Extraccion de mediana escala, después de

concentrar y filtrar en dispositivos concentradores YM3 Millipore. M: Marcador de tamafio molecular 1 kb,
2: Pldsmido pPIC9TanM. B) Linealizacion con Sal I, después de concentrar. M: Marcador de tamafio

molecular 1 kb, 1: Plasmido pPIC9TanM linealizado.

En la Figura 24 se muestran los resultados de la transformacion de P. pastoris KM71 con
el plasmido pPIC9TanM. Los controles de viabilidad antes (Figura 24A) y después
(Figura 24B) de electroporar presentaron crecimiento de colonias, indicando que las
celulas competentes estaban activas. Por otro lado, el control negativo de la

transformacion (Figura 24C) no presento crecimiento, con lo cual se confirmé que las
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células competentes no tenian plasmidos integrados. La transformacion de células de P.
pastoris gener6 84 clonas seleccionadas por prototrofia a histidina. Las clonas se
distribuyeron en dos placas, una inoculada con volumen de 200 pL (Figura 24D) que
presento 21 colonias y otra inoculada con volumen de 300 pL (Figura 24E) que presento
63 colonias. Cabe mencionar que se perdieron dos placas: una inoculada con 100 pL
(Figura 24F), debido a presencia de contaminacion y una inoculada con 400 pL (Figura
24G), debido a que la acumulacion de colonias fue demasiado alta y no se obtuvieron

colonias separadas.

Figura 24. Placas de la transformacion de células electrocompetentes de P. pastoris KM71 con el plasmido
pPIC9TanM. A) Control de viabilidad antes de electroporar, B) control de viabilidad después de
electroporar, C) control negativo de la transformacién, D) células transformadas (200 L), E) Células
transformadas (300 pL), F) Células transformadas (100 pL), G) Células transformadas (400 pL).
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7.2.5. Caracterizacion de la cepa de P. pastoris KM71TanM y KM71ANT

Dos colonias seleccionadas al azar (clona 57 y 59) resultantes de la transformacion de P.
pastoris con el plasmido pPIC9TanM, y las clonas 1 y 2 de P. pastoris KM71ANT se

seleccionaron para realizar la caracterizacion por PCR.

En la Figura 25A se muestra el gel de agarosa de la extraccion de DNA genomico de dos
colonias seleccionadas al azar (clona 57 y 59) resultantes de la transformacion de P.
pastoris con el plasmido pPIC9TanM, y las clonas 1y 2 de P. pastoris KM71ANT. La
banda unica mayor a 10,000 pb sin barrido indico la integridad del DNA gendmico para
ser utilizado en la caracterizacion por PCR especifico. Los DNAs de 4 clonas
amplificaron por PCR especifico un fragmento de 1,378 pb que confirmd la integracion
del cassette de expresion en el genoma de ambas levaduras (Figura 25B). Debido a que
la diferencia entre ambas cepas es el cambio de un codon de arginina por uno de alanina,
el tamafio de las secuencias de los fragmentos TanM y ANT es el mismo. Por ello, ambos
fragmentos de 1,378 pb corresponden a la secuencia pre-pro del factor alfa (225 pb), y
fragmentos de la secuencia del promotor AOX1 (94 pb) y del fragmento TanM o ANT
segun corresponda (1,031 pb).
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Figura 25. Geles de agarosa 0.8% de A) la extraccion de DNA genémico de clonas de P pastoris
KM71TanM y KM71ANT. M: Marcador de tamafio molecular 1 kb, 1-2: KM71TanM clona 57 y 59, 3-4:
KM71ANT clona 1y 2. B) Caracterizacion por PCR de clonas de P. pastoris KM71TanM y KM71ANT.
M: Marcador de tamafio molecular 1 kb, 1: Control negativo (agua), 2: Control positivo (pPIC9TanM), 3-
4: KM71TanM clona 57 y 59, 5-6: KM71ANT clona ly 2.
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7.3. Seleccion de una cepa de P. pastoris sobreproductora y produccion de la

tanasa de A. niger GH1 modificada

7.3.1. Determinacion del rendimiento proteinas extracelulares/biomasa de
clonas de P. pastoris KM71TanM

En la Figura 26 se muestra el crecimiento celular (DOsoo) de las 84 clonas evaluadas de
P. pastoris KM71TanM durante la etapa de induccion en metanol. EI crecimiento de la
poblacién de clonas fue similar y no se observaron afecciones por la preparacion de
medios y condiciones de los cultivos a lo largo del tiempo que durd la evaluacion de todas
clonas. La poblacion de clonas presentd una densidad celular inicial de 5.7+0.27 y una

densidad celular final de 9.57+0.51 g de células secas/L.
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Figura 26. Crecimiento celular (DOego) de las 84 clonas de P. pastoris KM71TanM durante la etapa de

induccioén en metanol.

La Figura 27 muestra la produccion volumétrica de proteinas extracelulares de las 84
clonas de P. pastoris KM71TanM. El sobrenadante de los cultivos a las 48 h de induccién
mostrd concentraciones de proteinas extracelulares en un rango de 3.4 a 41.4 mg/L; lo que
corresponde a un incremento de la produccién volumétrica de 12.2 veces mas de la clona
de menor produccion a la clona de mayor produccion. Las 5 clonas de mayor produccién
volumétrica de proteinas extracelulares fueron la clona 83 (41.4 mg/L), la clona 4 (30.3
mg/L), la clona 18 (29.3 mg/L), la clona 22 (29.3 mg/L) y la clona 26 (27.7 mg/L). Por
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otro lado, las clonas de menor produccion de proteinas extracelulares fueron la clona 32
(7.6 mg/L) y la clona 31 (3.4 mg/L).

Concentracién de proteinas
extraceluares (ug/mL)

Clonas P. pastoris KM71TanM

Figura 27. Concentracion de proteinas extracelulares de las 84 clonas de P. pastoris KM71TanM a las 48

h de induccion del gen heterélogo.

La seleccion de la clona sobreproductora se determind por el rendimiento de proteinas
extracelulares/biomasa debido a que este parametro permite visualizar la eficiencia de las
células. En la Figura 28 se muestra el rendimiento proteinas extracelulares/biomasa de las
84 clonas de P. pastoris KM71TanM. Dicho rendimiento abarcé un rango de 0.4 a 4.3 mg
de proteina/g de biomasa seca, lo que corresponde a un incremento de 10.8 veces mas de
la clona de menor produccion a la clona de mayor produccion. Ademas, 83 clonas (98.8%)
de las 84 clonas evaluadas presentaron rendimiento proteina extracelular/biomasa menor
que el 75% del valor de la clona con el mayor rendimiento. Las clonas de mayor
rendimiento fueron la clona 83 (4.25 mg/g), la clona 54 (2.94 mg/g), la clona 70 (2.91
mg/q), la clona 4 (2.90 mg/g) y la clona 26 (2.89 mg/g). Por otro lado, las clonas de menor
rendimiento fueron la clona 56 (1.19 mg/g), la clona 32 (0.84 mg/g) y la clona 31 (0.40
mg/g). Las primeras fueron seleccionadas para realizar cinéticas de produccion de la
tanasa recombinante a traves de la determinacion de la AVT a lo largo del tiempo de
cultivo y la determinacion del Ypx.
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Figura 28. Rendimiento proteinas extracelulares/biomasa de las 84 clonas de P. pastoris KM71TanM a las

48 h de induccién del gen heterélogo

7.3.2. Determinacion del rendimiento producto/biomasa (Yx/p)

Las clonas seleccionadas de mayor rendimiento proteinas extracelulares/biomasa fueron
las clonas 83, 54, 70, 4 y 26. Ademas se selecciond una clona considerada como de
rendimiento intermedio, que fue la clona 57 (2.31 mg/g), y una clona de bajo rendimiento,
la clona 56 (1.19 mg/g). El crecimiento celular (Figura 29) de las 7 clonas mencionadas
repitio el comportamiento observado durante los cultivos de seleccion de las 84 clonas.
Las 7 clonas crecieron de manera uniforme, presentando una densidad celular inicial de

5.7+0.13 y una densidad celular final de 9.8+0.30 g de células secas/L.
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Figura 29. Crecimiento celular de las clonas de P. pastoris KM71TanM seleccionadas como de mayor,

medio y menor rendimiento proteinas extracelulares /biomasa.
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Los rendimientos proteinas extracelulares/biomasa de las 7 clonas fueron similares a los
obtenidos anteriormente. La clona de mayor rendimiento continto siendo la clona 83 (4.17
mg/g); mientras que el resto de las clonas 83, 54, 70, 4, 26, 57 y 56 obtuvieron
rendimientos de 2.99, 2.82, 2.81, 2.80, 2.35 y 1.46 mg/g, respectivamente. Por otro lado,
en la Figura 30 se muestra la cinética de produccién de tanasa evaluada a través de la
actividad enzimatica volumétrica de tanasa a lo largo del cultivo de las 7 clonas. La
actividad volumétrica de tanasa disminuy6 conforme avanzo el tiempo de induccion con
metanol. Sin embargo, la mayor actividad volumétrica se presentd a las 12 h de induccién,

hasta llegar a cero a las 48 h de induccién con metanol.
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Figura 30. Cinética de actividad volumétrica de tanasa de las clonas de P. pastoris KM71TanM

seleccionadas como de mayor, medio y menor rendimiento proteinas extracelulares /biomasa.

Debido a que la actividad volumétrica disminuy6 conforme al tiempo de induccion con
metanol, se considerd el célculo del rendimiento producto/biomasa (Ypx) a las 12 h de
induccion con metanol. La Figura 31 muestra el Ypx a las 12 h de induccion con metanol.
Este parametro junto con el rendimiento proteinas extracelulares/biomasa a las 48 h de
induccion fueron los determinantes para elegir la clona sobreproductora. Por lo que la
clona seleccionada fue la 83, debido a que presentd el mayor rendimiento proteinas
extracelulares/biomasa (4.17 mg/g) y mayor Ypx (3.39 U/g).
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Figura 31. Rendimiento producto/biomasa (Ypx) @ las 12 h de induccion de las clonas de P. pastoris

KM71TanM seleccionadas como de mayor, medio y menor rendimiento proteinas extracelulares/biomasa.

7.3.3. Caracterizacién por PCR de la clona sobreproductora de P. pastoris
KM71TanM

En la Figura 32A se muestra la extraccion de DNA gendmico de la clona sobreproductora
de P. pastoris KM71TanM. EI DNA gendémico obtenido estaba en condiciones para ser
utilizado en la caracterizacion por PCR. Posteriormente, en la Figura 32B se muestra que
la clona 83 tiene el plasmido pPIC9TanM integrado en el genoma de la levadura. De la
PCR se obtuvo una banda de 1,378 pb, la cual corresponde a la secuencia pre-pro del
factor alfa (225 pb), y fragmentos de la secuencia del promotor AOX1 (94 pb) y del
fragmento TanM (1,031 pb).
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Figura 32. Geles de agarosa 0.8% de A) la extraccion de DNA gendémico de la cepa sobreproductora P
pastoris KM71TanM-83. M: Marcador de tamafio molecular 1 kb, 1: KM71TanM clona 83. B)
Caracterizacion por PCR de la cepa sobreproductora P. pastoris KM71TanM-83. M: Marcador de tamafio
molecular 1 kb, 1: Control negativo (agua), 2: Control positivo (pPIC9TanM), 3: KM71TanM clona 83.

7.3.4. Diferenciacion por PCR de la clona sobreproductora de P. pastoris
KM71TanM con la clona KM71ANT

En la Figura 33 se muestra el gel de agarosa resultante de la diferenciacion entre la cepa
de P. pastoris KM71TanM y KM71ANT. Los oligonucledtidos del control positivo
(5’TanCgs y 3° TanNot) presentaron la banda de 1,360 pb para ambas clonas (carriles 2 y
3). Mientras que al utilizarse los oligonucledtidos diferenciadores (5°TanCgs y
3’TANGSA) se presentaron diferentes resultados. La cepa KM71TanM no presento la
banda de 1,360 pb (carril 5), en cambio la cepa KM71ANT si presento dicha banda (carril
6). Con estos resultados se confirma que durante el proceso de construccion de la cepa
KM71TanM no hubo mezcla con la cepa KM71ANT.
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Figura 33. Gel de agarosa 0.8% de la PCR para diferenciar entre la clona KM71TanM de la clona
KM71ANT. M: Marcador de tamafio molecular 1 kb, 1: Control negativo (agua) con los oligonucleétidos
5’TanCgs y 3’TanNot, 2: KM71TanM, 3: KM71ANT, 4: Control negativo (agua) con los oligonucledtidos
5’TanCgs y 3’TANGSA, 5: KM71TanM, 6: KM71ANT.

7.3.5. Caracterizacion de la cepa sobreproductora de P. pastoris KM71TanM en

cultivos en matraz con adicion de metanol cada 12y 24 h

El crecimiento celular de la clona KM71TanM-83 fue mayor cuando se realizé la adicion
de metanol cada 12 h (Figura 34). Sin embargo, la produccion de proteinas extracelulares
fue mayor cuando se afiadié metanol cada 24 h (Figura 34). Por esta razdn el rendimiento
proteinas extracelulares/biomasa fue mayor (5.18 mg/g) al afiadir metanol cada 24 h que

cuando se afiadié metanol cada 12 h (3.94 mg/g).
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Figura 34. Cinética de crecimiento y concentracién de proteinas extracelulares de la clona KM71TanM-83

con adicion de metanol cada 12 y 24 h.
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Ademas, a las 24 h de induccion, la actividad volumétrica aumento6 de 0.017 a 3.6 U/mL
y el Yox aumento de 1.96 a 570.6 U/g cuando la adicién de metanol se realizé cada 24 h.
Debido a que los rendimientos proteinas extracelulares/biomasa y producto/biomasa,
aumentaron con la adicion de metanol cada 24 h, se decidi6 continuar evaluando la cepa

sobreproductora bajo estas condiciones.

7.3.6. Comparacion de la clona sobreproductora de P. pastoris KM71TanM
contra la clona KM71ANT

El crecimiento celular de las clonas KM71TanM y KM71ANT fueron similares (Figura
35). Ambas clonas llevaron su crecimiento de una DOeoo inicial de 25 a una DOsqo final
de 34-36. Por otro lado, se observaron diferencias en la produccion de proteinas
extracelulares (Figura 35). La clona KM71ANT obtuvo mayor produccion de proteinas a
las 72 h (47.59 mg/L) que la clona KM71TanM (30.82 mg/L).
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Figura 35. Cinética de crecimiento y produccién de proteinas de las cepas KM71TanM y KM71ANT.

En la Figura 36 se muestra la cinética de actividad volumétrica de las clonas de
KM71TanM y KM71ANT; ambas clonas presentaron un comportamiento de oscilacion
en la actividad volumétrica. El cultivo de la clona KM71TanM disminuyé la actividad
volumetrica de las 24 h a las 48 h de induccion y aumento a las 72 h. Sin embargo, el
cultivo de la clona KM71ANT aumento la actividad volumétrica de las 24 halas 48 h, y

disminuyé a las 72 h. Este comportamiento indic6 una posible degradacion de la enzima
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a lo largo del cultivo. Por otro lado, el pH del medio de cultivo disminuy6 de 6.0 a 5.0
durante las 72 h de induccion con metanol. La disminucion del pH se correlacioné con el
aumento de la actividad volumétrica, por lo que podria ser un factor que inhiba la posible

degradacion de la tanasa producida.
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Figura 36. Cinética de actividad volumétrica y pH de los cultivos de las cepas KM71TanM y ANT

7.3.7. Andlisis SDS-PAGE y N-desglicosilacion del concentrado enzimético del
cultivo de la clona de P. pastoris KM71TanM sobreproductora y
KM71ANT

En la Figura 37 se muestra el analisis por SDS-PAGE y el tratamiento de N-
desglicosilacion con Endo H de las proteinas extracelulares de cepas KM71TanM y
KM71ANT a las 24 y 48 h de induccién con metanol. El andlisis de la tanasa M a las 24
h de induccion (Figura 37A) revel6 una banda de 80.8 kDa como la proteina extracelular
de mayor concentracion, la cual se desplaz6 a una masa molecular aparente de 65.4 kDa,
después del tratamiento de N-desglicosilacion. Dicho valor es muy cercano al tamafio
molecular tedrico de la tanasa M de 61.3 kDa. Con este resultado se confirmo la remocion
del sitio de reconocimiento de la proteasa Kex2. Sin embargo, también se observaron
bandas adicionales a la tanasa M, con masas moleculares de 71.6, 55.1, 48.8 y 40.7 que
migraron a masas moleculares de 54.0, 32.7 y 24.1 kDa después de la N-desglicosilacion.
Por otro lado, el analisis de la tanasa ANT a las 24 h de induccion mostré que la enzima

se corta en el sitio de reconocimiento de Kex2, por lo que se obtuvieron dos bandas de
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45.5y 39.0 kDa que migraron a proteinas de tamafio molecular aparente de 31.5 y 24.0
kDa después de la N-desglicosilacion.

En el andlisis a las 48 h (Figura 37B) se observo que la banda de la tanasa M y las bandas
adicionales se mantuvieron. En cambio, para la tanasa ANT se agrego6 una banda adicional
a las 48 h de induccidn de 34.2 kDa que migr6 a una masa molecular aparente de 22.8
kDa después de la N-desglicosilacion. La presencia de las bandas adiciones, agregado al
incremento del nimero de bandas de las 24 h a 48 h de induccion, sugirio la degradacion

de las proteinas extracelulares en el cultivo en matraz.

Figura 37. Geles de poliacrilamida al 10% de los tratamientos de N-desglicosilacion de los cultivos de
KM71TanM y KM71ANT a las A) 24 hy B) 48 h de induccion. M: Marcador de masa molecular, 1: Tanasa
M sin desglicosilar, 2: Tanasa M desglicosilada, 3: Tanasa ANT sin desglicosilar, 4: Tanasa ANT

desglicosilada, 5: EndoH.

7.3.8. Cultivo en matraz con induccion en medio BMM-alanina de la clona de P.

pastoris KM71TanM sobreproductora

Los cultivos en medio BMM-alanina de las cepas de P. pastoris KM71TanM
sobreproductora y KM71ANT mostraron un incremento en la concentracion de proteina
extracelular de 2.82 + 0.32 a 42.01 + 1.02 mg/L y desde 3.60 + 0.15 a 65.06 + 2.67 mg
/L, respectivamente. Ademas, la actividad volumétrica de tanasa mostré un incremento

durante toda la etapa de induccion hasta alcanzar 9.75 + 0.40 U/mL y 1.99 + 0.87 U/ml
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para la cepa de KM71TanM y KM71ANT, respectivamente. EI pH del medio BMM-
alanina se mantuvo cercano a pH 5.0 durante las 72 h de induccién.

El analisis SDS-PAGE del sobrenadante de los cultivos a las 72 h de induccion tratado
cony sin desglicosidasa Endo H, mostro resultados parecidos a los cultivos con BMM sin
alanina a pH 6.0 (Figura 38), con la diferencia que las bandas de menor masa molecular
que la de la proteina recombinante se presentaron en menor intensidad, lo cual ocurrio

para am bas tanasas.
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Figura 38. Gel de poliacrilamida al 10% del tratamiento de N-desglicosilacion de los cultivos de
KM71TanM y KM71ANT en medio BMM-alanina a pH 5.0 a las 72 h de induccion. M: Marcador de masa
molecular, 1: Tanasa M sin desglicosilar, 2: Tanasa M desglicosilada, 3: Tanasa ANT sin desglicosilar, 4:
Tanasa ANT desglicosilada, 5: EndoH.

7.3.9. Cultivo en biorreactor de la clona de P. pastoris KM71TanM

sobreproductora

Debido a la degradacion de las proteinas extracelulares observada en los cultivos en
matraz, se decidio realizar los cultivos en biorreactor para tener mayor control de las
condiciones de cultivo, en especial en el biorreactor se mantuvo el pH a un valor constante
de 5.0. Al final de la etapa de lote alimentado con glicerol se alcanzé una densidad celular
(DC) de 49.3 g/L. Posteriormente, en la etapa de induccion, la biomasa incremento

exponencialmente (r>=0.993) con una velocidad especifica de crecimiento (1) de 0.020 h

! alcanzando una concentracion de biomasa de 128.7 g/L (Figura 39). El cultivo se llevé
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a cabo en condiciones no limitantes de fuente de carbono, por lo que el consumo de
metanol en la etapa de induccion aumenté segun un polinomio de segundo orden
(r?=0.993). Por otro lado, la produccion de tanasa extracelular también aumentd siguiendo
un polinomio de segundo orden (r?=0.998) sin una disminucion de la actividad de tanasa
a lo largo de la etapa de induccion. A las 74 h de induccion se obtuvieron 591,380.8 U de
tanasa total y se alcanz6 una produccién volumétrica de 172,527 U/L o0 424.46 mg/L en
el medio de cultivo (Figura 39). Los valores de Yys, Ypx Y Yps durante la etapa de
induccion fueron de 0.334 g células secas/g metanol, 4.12 mg tanasa/g célula secay 1.38
mg tanasa/g metanol, respectivamente. Ademas, los valores de gs y gp obtenidos fueron
de 0.0607 g/g h'y 0.084 mg/g h, respectivamente. Finalmente, la productividad del cultivo
fue de 18.6 mg/h y la productividad volumétrica fue de 2800.5 U/L h 0 6.89 mg/L h.

450 1 e T 700
N | o4 f600%
350 ¥ g
ok 500 &
300 ¥ & - o
= e
250 1 o i 400 & B
E 200 + S @Crecimiento celular
o . .-' + 3 o .
o 150 1 g 9 A Actividad tanasa
o £ 200 %
100 g 0@ A s
A t1og
50 .‘.‘__. c
0 Kt 0

0O 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo de induccion (h)

Figura 39. Cinética de crecimiento celular y actividad de tanasa extracelular del cultivo en biorreactor de la

clona sobreproductora de P. pastoris KM71TanM.

Por otro lado, el analisis SDS-PAGE del sobrenadante a las 74 h de induccion, tratado con
y sin desglicosidasa Endo H mostrd solo una banda de 80.8 kDa, la cual migro a una masa
molecular aparente de 65 kDa después de la N-desglicosilacion (Figura 40). No se

observaron bandas de menor masa molecular como ocurrié en los cultivos en matraz.
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Figura 40. Gel de poliacrilamida al 10% del tratamiento de N-desglicosilacion del sobrenadante a las 74 h
de induccion del cultivo en biorreactor de la cepa KM71TanM. M: Marcador de masa molecular, 1: Tanasa

M sin desglicosilar, 2: Tanasa M desglicosilada, 3: Endo H.

7.4. Caracterizacion bioquimica de la tanasa de A. niger GH1 modificada

7.4.1. Purificacion de la tanasa M y ANT producida en matraz con induccion en

medio BMM-alanina

En la tabla 32 y 33 se muestran la concentracion de proteinas, porcentaje de recuperacion
y las actividades especificas de las etapas de purificacion del sobrenadante del cultivo
matraz con induccion en medio BMM-alanina a las 74 h de induccion de la cepa
KM71TanM y KM71ANT, respectivamente. Las fracciones 3 y 4 de ambos cultivos no
fueron detectables para concentracion de proteinas, por lo que no se realizd la
determinacion de actividad de tanasa. Por otro lado, las fracciones 1 y 2 de ambos cultivos

si presentaron actividad de tanasa.

Tabla 32. Concentracién de proteinas, porcentaje de recuperacion y actividad especifica (AE) de las etapas
de purificacion del sobrenadante a las 74 h de induccion del cultivo en matraz con medio BMM-alanina de
la cepa KM71TanM.

Concentracion de % de AE a 30°C pH
Etapa proteinas (mg/L) | recuperacion | 5.0 (U/mL)
Sobrenadante 36.25 100 132.9
Concentrado 576.68 72.9 203
Cromatografia de intercambio anidnico
Fraccion 1 97.03 129.1 512.9
Fraccion 2 17.54 2.64 145.2
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Tabla 33. Concentracién de proteinas, porcentaje de recuperacion y actividad especifica (AE) de las etapas

de purificacién del sobrenadante a las 74 h de induccién del cultivo en matraz con medio BMM-alanina de

la cepa KM71ANT.

Concentracion de % de AE a 30°C pH
Etapa proteinas (mg/L) | recuperacién | 5.0 (U/mL)
Sobrenadante 57.67 100 53.7
Concentrado 2857.86 106.7 77.1
Cromatografia de intercambio aniénico
Fraccion 1 83.92 24.4 32.8
Fraccion 2 31.50 0.7 5.8

Los cromatogramas de intercambio anionico para las dos preparaciones de tanasas

obtenidas de los cultivos en medio BMM-alanina mostraron cuatro picos con actividad de

tanasa; los cuales eluyeron a 0.18, 0.30, 0.50 y 0.75 M NaCl, respectivamente (Figura 41).

En ambos casos, la primera fraccion presentd6 mayor actividad de tanasa. Ademas, el

analisis de SDS-PAGE de dichas fracciones mostro bandas correspondientes a la proteina

mutada de cadena sencilla y a la proteina no mutada como una proteina de doble cadena

(Figura 42).
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Figura 41. Cromatogramas de la purificacion por cromatografia de intercambio aniénico del sobrenadante
de los cultivos de A) KM71TanM y B) KM71ANT en medio BMM-alanina a pH 5.0 a las 72 h de induccién

después del cambio de buffer a Tris-HCI 100 mM pH 7.0
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Figura 42. Gel de poliacrilamida al 10% del tratamiento de N-desglicosilacion de la fraccién eluida a 0.18
M NaCl de los cultivos de KM71TanM y KM71ANT en medio BMM-alanina a pH 5.0 a las 72 h de

induccion. M: Marcador de masa molecular, 1: Tanasa M sin desglicosilar, 2: Tanasa M desglicosilada, 3:

Tanasa ANT sin desglicosilar, 4: Tanasa ANT desglicosilada, 5: EndoH.

7.4.2. Actividad especifica y constantes cinéticas de las tanasa M y ANT

producidas en matraz con induccion en medio BMM-alanina

Las fracciones 1 de los cultivos en matraz con induccion en medio BMM-alanina de las
cepas KM71TanM y KM71ANT presentaron una actividad especifica de 408 U/mg y 38
U/mg, respetivamente. Ambas tanasas siguieron una cinética tipica de Michaelis-Menten,
con R?= 0.959 y 0.963 (Figura 43), para la tanasa de una cadena y doble cadena,
respectivamente. Los valores de Km, Vimax, Kcat Y Keat/ Km fueron de 0.13 = 0.03 mM, 3.60
+ 0.13 pM/min, 417 sty 3,094 mMs? para la tanasa M y de 0.47 + 0.12 mM, 1.58 +
0.11 pM/min, 39 sy 82 mM-1s™ para la tanasa ANT (Tabla 34).
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Tabla 34. Fuentes microbianas, huésped microbiano para la produccién de la enzima, nimero de cadenas
(#C), residuo en el lado carboxilo de la serina de la triada catalitica (Ser-X), constantes cinéticas, actividad
especifica (AE) y pH y temperatura para la determinacion de la actividad de tanasa utilizando galato de

metilo como sustrato de diferentes tanasas de Aspergillus.

Fuente . # Km Keat Keat/ Km AE T .
Microbiana Huésped C Ser-X (MM) ) (MMisY (Ulmg)? pH ©C) Referencias

A. oryzae® P.pastoris 1 Asp nd nd nd 410°256 4 30 }2((;)18;3k| etal.
A.niger GH1  P.pastoris 1 Asp 0.13 417 3,094 408/255¢ 5 30 Este trabajo
A niger GHL  Nativa 1 Asp 078 270° 346 264165 7 30 ;eg%‘ﬁto et

. A. niger . Dong et al.
A. niger SH-2 1 Glu nd nd nd 75147 7 40 2021
A. oryzae P.pastoris 1 Glu 111 28 25 64°/40 6 30 2K(§)1s§kl etal.
A. oryzae P.pastoris 2 Asp 1.97 60 31 51932 5 30 '2\’(')'125’”0 etal.
A.niger GH1  P.pastoris 2 Asp 0.47 39 82 38/244 5 30 Este trabajo

Los datos de tanasa se ordenaron de menor a mayor valor de actividad especifica.

nd: no determinado.

2 Valores calculados a partir del método de Bradford/BCA para la concentracidn de proteinas.
b Siete residuos eliminados, incluyendo dos sitios Kex2.

¢ Estimado por el método de BCA para la concentracién de proteinas.

d Estimado por el método de Bradford para la concentracion de proteinas.

¢ Estimado a partir de los datos de Renovato et al. 2011.
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Figura 43. Cinéticas Michaelis-Menten para A) la tanasa M y B) la tanasa ANT utilizando galato de metilo
como sustrato. Los puntos representan la media de tres ensayos enziméticos independientes, y la linea
punteada representa los minimos cuadrados no lineales que mejor se ajustan a la ecuacién de Michaelis-

Menten.

7.4.3. Purificacion de la tanasa M producida a nivel de biorreactor
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En la tabla 35 se muestran la concentracion de proteinas, porcentaje de recuperacion y las

actividades especificas de las etapas de purificacion del sobrenadante del cultivo en

biorreactor a las 74 h de induccion. En la etapa de cromatografia de intercambio anidnico,
se detectaron cuatro picos (Figura 44) a 0.018, 0.030, 0.050 y 0.075 M NacCl,

respectivamente. Las cuatro fracciones recogidas presentaron actividad de tanasa en una
proporcion 552:37:11:1.

Tabla 35. Concentracién de proteinas, porcentaje de recuperacion y actividad especifica (AE) de las etapas

de purificacion del sobrenadante a las 74 h de induccion del cultivo en biorreactor.

Concentracion de % de AE a30°C pH | AEa 20 °C pH
Etapa proteinas (mg/L) | recuperacion | 5.0 (U/mL) 5.0 (U/mL)
Sobrenadante 984.40 100 3235 592.52
Concentrado 4297.87 81.4 201.0 368.15
Cromatografia de intercambio aniénico
Fraccion 1 328.72 42.0 406.5 745.9
Fraccion 2 53.62 2.8 276.2 506.8
Fraccion 3 37.52 0.9 103.9 190.6
Fraccion 4 5.78 0.1 83.7 153.6
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Figura 44. Cromatograma de la purificacion por cromatografia de intercambio anionico del sobrenadante

del cultivo en biorreactor a las 74 h de induccidn después del cambio de buffer a Tris-HCI 100 mM pH 7.0
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En la Figura 45 se muestra el anélisis de SDS-PAGE para la primera y segunda fraccion
con actividad de tanasa. En ambas fracciones se observo la banda de 80.8 kDa, la cual
también migré hacia una masa molecular aparente de 65.4 kDa después de la N-

desglicosilacion con Endo H.

Figura 45. Gel de poliacrilamida al 10% del tratamiento de N-desglicosilacion de las fracciones recuperadas
en la cromatografia de intercambio anidnico del cultivo en biorreactor de KM71TanM. M: Marcador de
masa molecular, 1: Fraccion eluida a 0.18 M NaCl sin desglicosilar, 2: Fraccién eluida a 0.18 M NaCl
desglicosilada, 3: Fraccion eluida a 0.30 M NaCl sin desglicosilar, 4: Fraccién eluida a 0.18 M NaCl

desglicosilada, 5: EndoH.

7.4.4. Determinacion de la relacion entre la concentracion de proteinas de

tanasa por el método de Bradford y BCA

En la figura 46 se graficaron los datos obtenidos de concentracién de proteinas por el
método de BCA contra el método de Bradford. La relacion entre ambos métodos para las
proteinas de tanasa se obtuvieron a partir de la pendiente de la recta, que en este caso fue
un factor de 1.6. Por lo que la concentracion de proteinas de tanasa obtenida por el método
de BCA es 1.6 veces mayor que la concentracién determinada por el método de Bradford.
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Figura 46. Relacion entre la concentracion de proteinas de tanasa por el método de Bradford y BCA. Los

puntos representan la media de tres determinaciones de proteinas independientes.

7.4.5. Efecto del pH en la actividad enzimatica de la tanasa M producida a nivel

de biorreactor

La tanasa M obtenida en la fraccion 1 de la cromatografia por intercambio aniénico fue la
fraccion de mayor actividad especifica, por lo que se utilizd para la caracterizacion
bioquimica. En la Figura 47 se muestra el comportamiento de la enzima a los diferentes
valores de pH. La tanasa M mantuvo mas del 40% de su maxima actividad en el intervalo
de pH 2.5-9.0, y mantuvo mas del 80% del maximo de actividad enzimatica en un rango
de pH 5.0-6.0. El pH 6ptimo de la tanasa M fue de 5.0.
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Figura 47. Efecto del pH sobre la actividad enzimética de la tanasa M a 30°C. Los puntos representan la

media de tres ensayos enzimaticos independientes.

7.4.6. Efecto de la temperatura en la actividad enzimética de la tanasa M
producida a nivel de biorreactor

En la Figura 48 se muestra el comportamiento de la enzima en las diferentes temperaturas,
manteniendo pH 5.0 constante. La tanasa M mostré actividad enzimética en un amplio
rango de temperatura (10-60°C) con mas del 20% de su méaxima actividad enzimatica,
mientras que en un rango de 20-60°C mantuvo mas del 50% de su maxima actividad
enzimatica. Ademas, en la Figura 48 se observan dos picos de méxima actividad
enzimatica, uno a 20°C que corresponde a la tempera Optima para la tanasa M, y otro a
50°C con una de actividad enzimatica del 60%.
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Figura 48. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de la tanasa M a pH 5.0. Los puntos

representan la media de tres ensayos enzimaticos independientes
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7.4.7. Actividad residual de la tanasa M producida a nivel de biorreactor

En la Figura 49 se muestra la actividad residual de la tanasa M almacenada a 4 y 30°C a
pH 5.0. La actividad residual en los ensayos de estabilidad siguié una cinética de primer
orden con vida media de 58 y 4 dias a 4 y 30°C, respectivamente, disminuyendo a 96.36
y 43.64% después de 120 h. Ademas, la tanasa M mantuvo mas del 90% de su maxima

actividad enzimatica después de 1 mes almacenada a 4°C.
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Figura 49. Actividad residual de la tanasa M a pH 5.0 almacenada a 4 y 30°C. Los puntos representan la

media de tres ensayos enzimaticos independientes.

7.4.8. Comparacién del modelo molecular y analisis de acoplamiento molecular
de las tanasa My ANT

El servidor SWISS-MODEL construyd un modelo molecular completo para la tanasa M
de una cadenay la tanasa ANT de doble cadena, utilizando como molde a la estructura de
la tanasa de A. niger (PDB:7K40), recientemente descrita (Dong et al. 2021). Esta tanasa
presenta una identidad de secuencia del 48% con la secuencia de la tanasa M y ANT, por
lo que resultd ser un molde adecuado para la construccion de los modelos moleculares
mediante modelamiento por homologia (Tress 2013). En ambas tanasas se predijeron 5
probables puentes disulfuro: Cys26-Cys72, Cys195-Cys495, Cys249-Cys295, Cys262-
Cys279, y Cys543-Cys559.

La energia total de las estructuras refinadas con el servidor de minimizacién de energia
YASARA fue -78,557 (puntaje -0.71) y -78,645 (puntaje -0.72) kcal/mol para la tanasa M
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y latanasa ANT, respectivamente. Antes de la minimizacion de la energia, la energia total
fue de 60,502 y 5.69 10 kcal/mol para cada una de las estructuras de tanasa. La similitud
en las energias totales después de la minimizacion de energia asegurd que los modelos

moleculares de ambas tanasas después de la minimizacion de la energia fueron correctos.

En la Figura 50 se muestra la superposicion de la estructura refinada de la tanasa M y la
tanasa ANT. La superposiciéon de las estructuras refinadas mostré una alta similitud
estructural (RMSD 3.42 A), con un plegamiento tipico de la feruloil esterasa, conteniendo
dos dominios estructurales: un dominio hidrolasa o/, que constituye el dominio catalitico
y un dominio tapa, que cubre al sitio catalitico (Fuentes-Garibay et al. 2015; Suzuki et al.
2014). Sin embargo, la similitud estructural de los dominios cataliticos (RMSD 0.51 A)

fue mayor que la similitud entre los dominios lid (RMSD 5.73 A) de ambas tanasas.

Figura 50. Superposicion de la tanasa M y la tanasa ANT. Los dominios tapa de la tanasa M y ANT se
muestran en colores rojo y verde, respectivamente. Los dominios hidrolasa o/f se muestran en color naranja

y azul cielo, respectivamente.
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La principal diferencia estructural entre los dominios de tapa fue alrededor del sitio de
reconocimiento de Kex2 mutado y no mutado, donde un probable existe un bucle flexible
en la superficie de la proteina, formado por 28 residuos, Cys295-GIn322 (Figura 51). Este
bucle flexible se encuentra presente en la tanasa de A. niger 7K40, pero se conforma
solamente de 10 residuos, mientras que las estructuras de feruloil esterasa de A. oryzae
(PDB: 3WMT) y Fusarium oxysporum (PDB: 6FAT) no contienen este bucle flexible. La

flexibilidad del bucle se confirmo con el programa Modeller 9.25.
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Figura 51. Perspectiva del bucle flexible de la tanasa M y la tanasa ANT; a partir de la figura 50 con rotacién
de 90°, -20° y 30° para los ejes y, x y z, respectivamente. El bucle flexible se visualiza (dentro del circulo)
en el dominio tapa en la superficie del surco de actividad. El galato de metilo se muestra en color magenta.
Los dominios tapa de la tanasa M y ANT se muestran en colores rojo y verde, respectivamente. Los dominios

hidrolasa o/p se muestran en color naranja y azul cielo, respectivamente.

Las estructuras de las dos tanasas contienen el motivo CS-D-HC con geometria espacial
similar (RMSD 0.72 A). En la Figura 52 se muestra la superposicion de la triada catalitica
y el puente disulfuro de ambas tanasas; donde los residuos Ser196 e His494 de la triada

catalitica estan conectados por un puente disulfuro entre las cisteinas Cys195 y Cys495.
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. His494/His203.B
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Cys495/Cys204.B  Cys195/Cys195.A

Figura 52. Superposicion de la triada catalitica y el puente disulfuro de la tanasa M (color tan) y la tanasa
ANT (color azul cornflower). Los primeros y segundos nimeros corresponden a los residuos de la tanasa

My ANT, respectivamente.

AutoLigand identificd tres probables sitios de union del ligando cerca de la probable triada
catalitica anteriormente reportada (Fuentes-Garibay et al. 2015) conformada por Ser196,
Asp448 e His494. Una de estas zonas se encuentra en la misma zona que ha sido descrita
como el sitio de union del ligando para la tanasa de A. niger (PDB: 7K40) (Dong et al.
2021), y las feruloil esterasas de A. oryzae (PDB: 3WMT) (Suzuki et al. 2014) y A. niger
(PDB: 1UWC) (McAuley et al. 2004), y la tanasa de Lactobacillus plantarum (PDB:
4JUI) (Ren et al. 2013). Por esta razdn, se decidi6 ubicar la caja del grid en dicha zona
para realizar los analisis de acoplamiento molecular. Aunque la secuencia de la estructura
de tanasa 7K40 tiene solamente el 48% de identidad con las tanasas M y ANT, los
residuos de aminoacidos que interaccionan con el sustrato (galato de metilo) estan
conservados entre las 3 tanasas, a excepcion del residuo Aspl197 localizado en el lado
carboxilo de la serina de la triada catalitica, el cual corresponde a Glu207 en la secuencia
de 7K40. Ambos residuos son polares y tienen carga, sin embargo, el aspartato tiene una
cadena mas corta que el glutamato. Por lo tanto, se decidid realizar el analisis de
acoplamiento molecular con angulos de torsion flexibles de la cadena lateral del residuo
Asp197.

El analisis de acoplamiento molecular mostré que la tanasa M forma un complejo enzima-
sustrato con el galato de metilo con energia de -5.10 kcal/mol. En la Figura 53 se muestra
el sitio de union del galato de metilo y los aminoacidos con los que interacciona. Ademas,

en el analisis de acoplamiento molecular se determind que el complejo enzima-sustrato se
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estabiliza por puentes de hidrégeno entre los grupos hidroxilo del galato de metilo y el Ne
de GIn228, el Ot y Ne de GIn229, y el Ne de His232. EI &tomo de carbono del grupo éster
del sustrato se localiz6 a una distancia de 3.8 A del Oy de la Ser196, el cual esta
involucrado con el probable ataque nucleofilico del residuo catalitico de serina en el

primer paso de la reaccion.

His232

His494 \ % °Asp197

Cys495

Figura 53. Complejo enzima-sustrato entre la tanasa M y el galato de metilo (color azul cielo). Se muestran
la triada catalitica, las cisteinas vecinas, y los aminoacidos alrededor del sustrato. Los puentes de hidrogeno
entre los grupos hidroxilo del galato de metilo y los residuos de la enzima se muestran en lineas discontinuas

color verde.

7.5. Disefio de un proceso de recuperacion y formulacion de la tanasa M

Las tanasas disponibles en el mercado se encuentran en presentacion en polvo, en
concentraciones que van de los 250 a 500 U/g, con un rango de precio de los 20-500
ddlares por kilo, de acuerdo con la concentracion y la cantidad que se adquiera.

La propuesta para la formulacion del polvo de tanasa M, se muestra en la Figura 54 y se
estimd para una concentracion de polvo de 500 U/g. Se consideré que el downstream siga
las siguientes etapas: centrifugacion para obtener el medio de cultivo libre de células,
seguido de una etapa de microfiltracién, posteriormente ultrafiltracion con cambio de

buffer a buffer de citratos pH 5.0, y finalmente una etapa de secado por aspersion
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utilizando ciclodextrina A al 10% p/v como coadyuvante (Morganna et al. 2020), del cual
se estima que el rendimiento del polvo es 2.5 veces més que la cantidad inicial de

coadyuvante, con un porcentaje de recuperacion del 95% en cada etapa del downstream.

Produccién en biorreactor Centrifugacion Microfiltracion
95% recuperacion
L am— CiclodextrinaA (=1 il o= :
'y I Z E
V I | e 95% recuperacion  § r Buffer de
\ — + . ! 11 ¢ | citratos pH 5.0,
\ Y ' | '. £ W

Polvo de tanasa M

(500 U/g) Secado por aspersion Ultrafiltracion

Figura 54. Diagrama del downstream propuesto para obtener el formulado en polvo de la tanasa M a

concentracion de 500 U/g.

De acuerdo con el procedimiento que se siguié en la seccion 7.6.12 para la etapa de
produccion en biorreactor, los materiales y reactivos utilizados, el costo total de la materia
prima fue de 1.55 dolares/kg, lo cual representa el 30% del costo total de un bioproceso
(Lizarazo et al, 2015). Por lo que el costo total estimado para el proceso de produccion de

la tanasa M fue de 4.68 ddlares/kg.

Los resultados obtenidos en la produccion de tanasa M a nivel de biorreactor (seccion
8.4.8), mostraron que la actividad volumétrica de tanasa generada fue de 318,289 U/L y
la actividad especifica de la tanasa M fue de 408 U/mg. Si se considera un factor de
ganancia del 50% sobre el costo total del proceso de produccion, se estimd que el precio
de venta para la tanasa M pudiera ser de 9.37 dolares/kg. Este precio de venta es de 30 a
50 veces mas economico que el precio de venta disponible para otras tanasas en polvo y

concentracion de 500 U/qg.
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8. DISCUSION

Recientemente, el grupo de trabajo ha mostrado la eficiencia del sistema de expresion de
P. pastoris para producir y secretar la tanasa de A. niger GH1 (Fuentes-Garibay et al.
2015). Sin embargo, esta tanasa recombinante mostré diferentes propiedades bioquimicas
a la tanasa nativa, como son el pH y la temperatura 6ptima de actividad, y baja actividad
especifica. La tanasa recombinante fue caracterizada como una proteina N-glicosilada con
dos cadenas unidas por un puente disulfuro, mientras que la tanasa nativa es una proteina
N-glicosilada de cadena simple (Renovato et al. 2011). Dado que la secuencia de la tanasa
de A. niger GH1 tiene dos sitios de reconocimiento de Kex2 (Lys309-Arg310 y Lys347-
Arg348), nosotros hipotetizamos que la proteina de doble cadena fue formada por el corte
proteolitico del primer sitio Kex2 de la secuencia de la tanasa, dado que este sitio esta en
la superficie de la proteina en un bucle flexible del dominio tapa; mientras que el segundo
sitio Kex2 se encuentra menos expuesto a la superficie de la proteina comparado con el
primer sitio Kex2 (Fuentes-Garibay et al. 2015). Por lo tanto, se disefio la secuencia de la
tanasa de A. niger GH1 y cepas de P. pastoris Mut® para producir y secretar la enzima
como una proteina de una cadena. La proteina recombinante producida fue la esperada de
una cadena, como lo mostro el analisis SDS-PAGE, y tuvo propiedades bioquimicas
similares a la tanasa recombinante de dos cadenas de A. niger GH1, excepto por los
parametros cinéticos y la actividad especifica. La tanasa de una cadena mostro 4 veces
menor Km y 11, 38 y 11 veces mayor Kca, Keat/ Km Yy actividad especifica que la tanasa
recombinante de dos cadenas. Estos resultados indican que para alcanzar la Vmax, Se
requiere mayor concentracion de sustrato para la tanasa de doble cadena que para la tanasa
de una cadena, y que la eficiencia catalitica es mayor en la tanasa de una cadena,

comparado con la tanasa de dos cadenas.

Después de la transformacion de P. pastoris, a menudo se ha observado una variacion
clonal con una cantidad variable de proteina secretada. Por lo tanto, se requiere un
tamizaje para la seleccion de transformantes con niveles altos de produccion de proteina
secretada (Vogl et al. 2018). En el presente trabajo, después de 48 h de induccion con
metanol en cultivos de matraz, las 84 transformantes de P. pastoris que fueron evaluadas,

mostraron diferentes valores de rendimiento proteinas extracelulares/biomasa; lo cual
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claramente indico el impacto de la variacion clonal en la produccion de proteina
extracelular. Solo una de las 84 transformantes que fueron evaluadas se consideré como
clona sobreproductora, revelando la importancia del proceso de tamizaje para maximizar

la produccion de proteinas en las células de la levadura.

Las cinéticas de actividad volumétrica de tanasa extracelular para los cultivos en matraz
mostraron un decremento en la actividad de tanasa a las 48 h y un incremento nuevamente
a las 72 h de induccion. Ademas, el analisis SDS-PAGE para el medio de cultivo libre de
celulas del mismo cultivo mostraron bandas de baja masa molecular que también estaban
N-glicosiladas. En primera instancia se sospecho6 de una probable mezcla de cepas entre
KM71TanM y KM71ANT, que pudiera haber ocurrido durante la mutagénesis, debido a
que la diferencia entre las secuencias nucleotidicas TanM y ANT es de tan solo un codon,
por lo que pudiera no haber sido detectable a lo largo de la construccion de la cepa
KM71TanM. Sin embargo, las secuencias también se diferenciaban en el sitio de
restriccion presente al final de las secuencias, siendo Avrll para ANT y Notl para TanM.
Por lo que se descartd ésta probable contaminacion al realizar una PCR especifica
mediante el uso de un oligonucleétido (3’TANGSA) que contenian la secuencia Avrll y
un pequefio fragmento de la secuencia de la tanasa. EI mencionado oligonucleotido
hibridaba en 11 pb con la secuencia de TanM; lo cual es insuficiente para obtener una PCR
positiva, ya que se conoce que un oligonucleotido debe ser complementario a la secuencia
en al menos 13 pb (Woolf et al. 1992). Mientras que con la secuencia de ANT ocurre la
hibridacién de las 20 pb correspondientes al oligonucle6tido.

Al haber descartado la contaminacion de cepas, se considero que los resultados obtenidos
en las cinéticas de actividad volumétrica de tanasa extracelular en matraz y las bandas del
analisis de SDS-PAGE indicaban un comportamiento parecido a la degradacion. La
degradacion de proteinas heterélogas en el sistema de expresién de P. pastoris cuando se
utiliza metanol como fuente de carbono se ha relacionado con la lisis celular que
incrementa la actividad proteolitica (Sinha et al. 2004). La subtilisina endogena de P.
pastoris se ha descrito como la responsable de gran parte de la degradacion de proteinas
heter6logas, ya que se libera en el medio de cultivo después de la lisis celular o por

difusion a través de la pared celular (Salamin et al. 2010). Esta serin proteasa tiene pH
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Optimo de actividad ente 6.0 y 8.0. Ademaés, se ha reportado un decremento de la
protedlisis de endoglucanasa recombinante en cepas de P. pastoris KM71 cuando el
cultivo fue realizado a pH 5.0 en lugar de pH 6.0 (Chanroenenrat et al. 2013). En el
presente trabajo, correlacionamos el aumento en la actividad volumétrica de tanasa a las
72 h de induccion en el matraz de agitacion con una disminucion en el pH del medio de
cultivo de 6.0 a 5.0 a las 72 h de induccion. Por esta razon, las tanasas mutada y no mutada
se produjeron utilizando induccion en medio BMM a pH 5.0 suplementado con alanina;
lo cual se ha reportado como un buen amortiguador de pH para el medio BMM en los
cultivos en matraz (O’Callagan et al 2002), y que no reprime las vias del metabolismo del
metanol (Inan & Meagher 2001). Ademas, para evaluar la hipdtesis que el pH 5.0 en el
medio de induccion aumenta la produccion de tanasa, también se produjo la tanasa de una
cadena en un biorreactor de sobremesa, debido a que en este se pueden lograr altas
concentraciones de biomasa con un control de pH establecido en 5.0 para inhibir la
probable actividad de la proteasa subtilisina en el medio de cultivo. En este cultivo, la
actividad de tanasa extracelular aumentd durante toda la etapa de induccion de metanol;

por lo tanto, la degradacion de la tanasa fue insignificante.

Anteriormente, el grupo de trabajo ha descrito que existen tres factores que impactan, en
el incremento de la produccion de proteinas heterdlogas en los cultivos de P. pastoris; los
cuales son la densidad inicial en la etapa de induccion, la concentracion de metanol en el
medio de cultivo y la temperatura (Viader et al. 2013). Esta es la razén por la que se
considerd la relacion entre la densidad celular inicial en la etapa de induccion (50 g/L
DCW) y la concentracion de metanol en el medio de cultivo (1 g/L) que fue adecuada en
otros cultivos en biorreactor optimizados. Por otro lado, se ha reportado que en los cultivos
en biorreactor, la relacion optima entre la produccién especifica (gp) y la velocidad
especifica de crecimiento (1) demuestra un balance entre la dosis génica y el proceso
metabolico en la célula. En cepas Mut™ la 1 optima con mayor ¢ ocurre con valores bajos
de 0.01 a 0.03 hl. Para obtener p constante, la velocidad de alimentacion debe
incrementarse exponencialmente (Looser et al. 2015). En el presente trabajo, se obtuvo
una p constante de 0.0203 h! con qp de 0.084 mg/gh; lo cual se encuentra dentro de los

parametros esperados para incrementar la produccion de proteina heter6loga. Sin
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embargo, la i constante se logré utilizando adicién de metanol en exceso y regulado para

mantener una concentracién constante de metanol en el medio de cultivo.

La productividad volumétrica de microorganismos productores de tanasa, bacterias y
hongos, se ha reportado en rangos de 1.62 a 83.161 U/Lh (Aguilar et al. 2001; Selwal et
al. 2011; Selvaraj & Vytla 2018). Por otro lado, en los microorganismos recombinantes,
la productividad volumétrica se encuentra en rangos de 0.66 a 72.9 U/Lh (Zhong et al.
2004; Liu et al. 2018). EI cultivo en biorreactor de Tan M obtuvo una productividad
volumétrica mayor (2800.5 U/Lh), convirtiendo el proceso en una alternativa potencial
para la produccion industrial de tanasa.

La tanasa nativa de A. niger GH1 y la recombinante de doble cadena tienen la misma
secuencia de amino&cidos, pero muestran diferentes propiedades bioquimicas que se han
atribuido a sus diferentes grados de N-glicosilacion y/o sus diferentes estructuras: proteina
de cadena simple frente a proteina de doble cadena, respectivamente (Fuentes-Garibay et
al. 2015). Nuestros resultados confirman que las diferencias en el perfil de temperatura 'y
pH probablemente se deben a sus diferentes grados de N-glicosilacion, ya que las tanasas
recombinantes de cadena simple y doble que tienen grados similares de N-glicosilacion
también tienen el mismo pH y temperatura 6ptimos (5.0 y 20°C, respectivamente). Por el
contrario, la tanasa nativa de A. niger GH1, que es principalmente un solo glicopolipéptido
de 102-105 kDa con diferentes grados de glicosilacion en comparacion con las tanasas
recombinantes, tiene un pH y una temperatura 6ptimos de 6.0-7.0 y 60°C (Renovato et al.
2011). En cualquier caso, se observaron algunas ligeras diferencias en la actividad en los
perfiles de temperatura y pH entre las tanasas recombinantes de cadena simple y de cadena
doble. Los rangos de pH y temperatura con una actividad relativa de méas del 50% fueron
mas altos en la tanasa recombinante de cadena sencilla que en la de doble cadena (2.5-8.0,
20-60°C contra 4.0-5.0, 10-40°C). Aunque se observd un segundo maximo de actividad
en el perfil de temperatura para las dos tanasas recombinantes, para la tanasa de cadena
sencilla fue a 50°C y para la tanasa de doble cadena fue a 40°C. Tanto la tanasa de cadena
sencilla como la doble cadena mostraron altas actividades residuales a 4°C y entre 40-
50% de actividad residual a 30°C durante al menos 120 h. Otras tanasas recombinantes de

Aspergillus mostraron un pH optimo en el rango de 5.0 a 6.0 y una temperatura dptima
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entre 30 y 80°C (Mizuno et al. 2014, Koseki et al. 2017, Koseki et al. 2018, Shao et al.
2020).

La tanasa de A. oryzae también se ha producido en el sistema de expresion de P. pastoris
como una proteina de doble cadena (Koseki et al 2017). Esta tanasa fingica tiene dos
sitios de reconocimiento de Kex2. La delecién de siete residuos que contienen los dos
sitios Kex2 la convirtieron en una tanasa de cadena sencilla con una actividad especifica
mas alta que la proteina recombinante no mutada. En consecuencia, se sugirié una mejora
en la estabilidad conformacional de la variante mutada. La tanasa de A. niger GH1 tiene
una identidad de secuencia del 77% con la tanasa de A. oryzae. Sin embargo, la tanasa de
A. niger GH1 ha eliminado naturalmente cinco de los siete residuos, quedando solo un
sitio Kex2 en esa posicién. Por lo tanto, la tanasa de A. niger GH1 mutada en un solo
amino&cido se asemeja a la tanasa de A. oryzae con eliminacion de siete residuos en los

alrededores del primer sitio Kex2.

La tanasa de A. niger GH1 debe tener un mecanismo que es tipico para muchas hidrolasas
que involucran una triada catalitica Ser/His/Asp con Ser como el nucleéfilo, His como el
catalizador base y Asp ayudando a orientar el residuo de His. Dado que los residuos de la
triada catalitica de la tanasa de A. niger GH1 ya han sido identificados (Fuentes-Garibay
et al. 2015), se esperaria que la orientacion correcta de la triada catalitica y la proximidad
nucleofilica del carbono carbonilo del sustrato como punto electrofilico desempefiaran un
papel importante en la eficiencia de la enzima. La orientacién de la triada catalitica y la
proximidad entre los residuos de la triada catalitica estan asegurados por el enlace
disulfuro entre Cys195 y Cys495 que conecta directamente los residuos Ser196 e His494
de la triada catalitica en las tanasas de cadena simple y doble (Fuentes-Garibay et al.
2015). Ademas, los modelos moleculares de las tanasas de cadena simple y doble
muestran identidad geométrica para la triada catalitica junto con Cys195 y Cys495. El
analisis de acoplamiento molecular ha demostrado que las tanasas de cadena simple y
doble pueden formar complejos enzima-sustrato con el galato de metilo, estabilizado por
enlaces de hidrogeno con los grupos hidroxilo del galato de metilo y los contactos

hidrofobicos cerca de la triada catalitica putativa, a una distancia razonablemente cercana
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para el ataque nucleofilico del Oy de Ser196 al atomo de carbono del grupo éster del galato
de metilo.

Un dominio tapa maévil o tipo solapa localizado sobre el sitio activo es un mecanismo bien
conocido para la activacion y especificidad del sustrato en lipasas (Khan et al 2017). En
tanasas y feruloil esterasas, el dominio tapa es mas variable en nimero de residuos (0 a
231 residuos) y estructura, en comparacion con el dominio hidrolasa a/B (261 a 365
residuos); lo cual se puede deducir al comparar las estructuras proteicas de la tanasa de A.
niger (PDB: 7K40), la tanasa de L. plantarum (PDB: 4JUI), tres feruloil esterasas
fangicas (A. niger [PDB: 1UWC], A. oryzae [PDB: 3WMT] y F. oxysporum [PDB:
6FAT]), y una esterasa de A. oryzae (PDB: 6G21). La tanasa recombinante de cadena
simple del presente trabajo tiene un dominio tapa mas largo (198 residuos) de entre las
dos tanasas que fueron comparadas, estando dentro del tamafio del dominio tapa de la
tanasa de L. plantarum (186 residuos) y la estructura reportada como una esterasa de A.
oryzae con cédigo PDB 6G21 (209 residuos). La base de datos Pfam de familias de
proteinas (Punta et al 2012) predice la presencia de dominios de tanasa fangica y feruloil
esterasa en esta esterasa. Las diferencias en el dominio tapa pueden causar las diferencias
en el reconocimiento del sustrato y la eficiencia de la enzima, como en el caso de las
lipasas. En el dominio tapa, la tanasa de cadena simple tiene un bucle flexible (Cys295-
GIn322) localizado en el surco de superficie; lo cual puede facilitar o impedir el acceso
del sustrato al sitio de unidn. En la estructura de la tanasa de A. niger con cddigo PDB:
7K40 (Dong et al. 2021), este bucle flexible es mas pequefio que el predicho para las
estructuras de la tanasa de cadena simple y doble. Sin embargo, un bucle flexible similar
como el bucle de la tanasa de A. niger GH1 ha sido descrito como una solapa para la
estructura de la tanasa de L. plantarum (PDB:4JUI) (Ren et al., 2013). Dicha solapa no
cubre directamente el surco de superficie. Por lo que, los autores sugieren que es probable
gue no se requiera un ajuste conformacional de la solapa para la union del sustrato. Sin
embargo, el bucle flexible de las tanasas M y ANT incluyen el sitio de reconocimiento de
Kex2 que fue removido en el presente trabajo mediante mutagénesis para producir la
tanasa de cadena simple. Debido a que la tanasa de doble cadena tiene el sitio de corte de
Kex2 en esta region flexible extra del dominio tapa, se puede esperar que la flexibilidad

de esta regidn sea mayor en contraste con la de la tanasa de cadena simple, que, a su vez,
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podria obstaculizar la flexibilidad del bucle en el surco de superficie, es decir, obstaculizar
el acceso del sustrato al sitio de union. Esto daria lugar a una Km mayor y a menor
eficiencia catalitica (incluyendo menor actividad especifica) para la tanasa de cadena

doble sobre la tanasa de cadena simple.

La estructura de la tanasa de A. niger (PDB: 7K40), llamada An-Tan es una proteina de
cadena simple y tiene una actividad especifica de 46.9 U/mg cuando se utiliza galato de
metilo como sustrato (Dong et al. 2021), mientras que la tanasa M tuvo una actividad
especifica de 408 U/mg. Aunqgue el método de rodanina-acido gélico fue utilizado para
determinar la actividad de ambas tanasas, nosotros utilizamos el método de Bradford para
la determinacién de concentracion de proteinas, mientras que para An-Tan, fue utilizado
el ensayo de proteina de &cido bicinconinico (BCA) (Liu et al 2018). Usualmente, la
concentracion de proteinas esta subestimada por el método de Bradford y sobreestimada
por el método de BCA para las proteinas glicosiladas. Nosotros estimamos que la
proporcion de la concentracion de proteinas determinados por los métodos de BCA y
Bradford para la tanasa recombinante de cadena simple es 1.6; lo cual esta en concordancia
con el valor aproximado de 2 descrito para proteinas glicosiladas (Fountoulakis et al
1992). Entonces, se estim0 que la tanasa de cadena simple podria tener 255 U/mg proteina
BCA, un valor que es mayor al reportado para la actividad especifica de An-Tan. Dado
que ambas estructuras son muy similares en sus dominios hidrolasa o/f y la geometria de
la triada catalitica, la diferencia en las actividades especificas parece venir del dominio
tapa, especificamente de la regidn flexible en el dominio tapa. Sin embargo, el cambio de
glutamato a aspartato en el lado carboxilo de la serina de la triada catalitica también podria
jugar un rol en el incremento de la actividad especifica de la tanasa de cadena simple de
este trabajo, comparado con An-Tan. Debido a que el aspartato tiene una cadena lateral
mas corta que el glutamato, es un poco mas rigido en estructuras proteicas que el
glutamato; lo cual le da mayor preferencia para participar en sitios activos de proteinas
que el glutamato (Betts & Russell, 2003).

Por otro lado, la descrita tanasa A de A. oryzae de cadena simple también producida en P.
pastoris a partir de la eliminacién de siete residuos, mostré una actividad especifica de

256 U/mg de proteina BCA a 30°C y pH 5.0 cuando se utiliza galato de metilo como
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sustrato (Koseki et al 2017). Este valor est4 en el mismo orden de magnitud que estimamos
para la tanasa de cadena simple de este trabajo en las mismas condiciones (203 U/mg de
proteina BCA). Por el contrario, la tanasa B de A. oryzae producida en P. pastoris (Koseki
et al 2018), mostrd una actividad especifica mas baja (40.3 U/mg de proteina BCA),
aunque se produjo como una tanasa de cadena simple. Esta tanasa tenia 22 residuos que
se eliminaron naturalmente, incluidos los del primer sitio Kex2 y sus alrededores, lo cual
resulto en un bucle flexible de 14 residuos. Ademas, el glutamato se localiza en el lado
carboxil de la serina de la triada catalitica. La menor actividad especifica de la tanasa B
de A. oryzae, en comparacion con la tanasa A de A. oryzae, nuevamente apunta a la region
flexible en el sitio Kex2, aunado con la presencia del glutamato o aspartato en el lado

carboxil de la serina de la triada catalitica.

Actualmente, las tanasas tienen un potencial para ser utilizadas en la industria de la
infusién de té. El tratamiento con tanasa durante el proceso de extraccion reduce la
turbidez en un 72% y un 58% en las infusiones de té negro y té verde, respectivamente.
También mantiene el pH de la infusion de té entre 4.8 y 5.5 (Aharwar et al 2020). Ademas,
la extraccion a temperatura entre 40-60°C combinada con el tratamiento con tanasa puede
reducir entre un 31 y un 60% las catequinas hidrolizadas; lo cual mejora el color y la
claridad del té y desarrolla un sabor de dulzura en el regusto de la infusidn del té (Shao et
al 2020, Lima et al 2018). La tanasa producida en el presente trabajo podria ser utilizada
en la industria del té de infusion y su alta actividad especifica aseguraria su desempefio en
el proceso del té sin utilizar una gran cantidad de tanasa. Basados en los perfiles de pH'y
temperatura, la tanasa de cadena simple producida en este trabajo también podria utilizarse

en el procesamiento de alimentos y bebidas.

Las tanasas que se encuentran disponible en el mercado se encuentran como presentacion
de polvo en concentracion de 250-500 U/g, oscilando en precios que van desde 20 USD
hasta 500 USD de acuerdo con la empresa y a la compra por toneladas. Los precios y
concentraciones son cotizaciones de empresas asidticas como Sunson, Xi’an Tian
Guangyuan Biotech Co., Shaanxi Owens Industry Co., entre otras. Los rendimientos del
proceso en biorreactor realizado para la tanasa del presente trabajo, en conjunto con el

disefio del proceso de downstream para el formulado en polvo, permiten que el precio de
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comercial para la tanasa M sea de 30 a 50 veces menor que los precios disponibles en el
mercado, por lo que el proceso de produccion de la tanasa recombinante que se desarroll6

en el presente trabajo se encuentra dentro de los parametros para ser competitiva en la
industria de enzimas de tipo tanasa.
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9. CONCLUSIONES

La tanasa mutada de cadena simple producida en el sistema de expresion de P.
pastoris esta N-glicosilada, y tiene masa molecular aparente de 65.4 kDa, después
de la N-glicosilacion.

La tanasa de cadena simple mostro actividad en rangos de pH y temperatura de 2.5
a 9y 10 a 60°C, respectivamente; con un pH 6ptimo de 5.0 y una temperatura
Optima de 20°C. Ademas, la enzima recombinante tiene vida media de 58 y 4 dias,
a 4y 30°C, respectivamente.

La actividad especifica de la tanasa mutada aument6 en comparaciéon con la
version de la enzima no mutada de doble cadena que también se producia en P.
pastoris (408 contra 38 U/mg, respectivamente).

Un analisis estructural sugirio que la alta actividad especifica puede deberse a la
presencia de un bucle flexible en el dominio tapa en el surco de actividad que
puede controlar e impulsar el sustrato al sitio activo. Por el contrario, la menor
actividad especifica de la tanasa de doble cadena podria deberse a la presencia de
un bucle desordenado y flexible que puede dificultar el acceso del sustrato al sitio
de union.

El proceso de produccién y preparacion del formulado en polvo de la tanasa
recombinante de cadena simple, conduce a un precio comercial de 30 a 50 veces
menor que el de otras tanasas disponibles en el mercado.

Con base en sus perfiles de pH y temperatura, estabilidad, alta actividad especifica
y su posible produccion en el sistema de expresion de P. pastoris, la tanasa
producida y descrita en este trabajo podria ser utilizada en el procesamiento de

alimentos y bebidas a bajas y medias temperaturas.
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10. PERSPECTIVAS

Los niveles de produccidn de tanasa obtenidos en biorreactor tienen potencial para la
industria de enzimas, de acuerdo con el analisis de costos que se realizo en el presente
trabajo. Sin embargo, estos niveles pueden aumentarse si se realiza un proceso de
optimizacion de las condiciones de cultivo en el biorreactor. Es de conocimiento que las
condiciones de cultivo Optimas para producir proteinas recombinantes cambian en funcién
de la proteina que se quiere producir. Por lo que un proceso de optimizacién se requiere
para determinar aquellas condiciones de cultivo que garanticen mayores rendimientos de
producto/sustrato y mayor productividad volumétrica. En base a lo observado en el
trabajo, algunas de las condiciones de cultivo que se pueden evaluar son la temperatura y

la densidad celular al inicio de la etapa de metanol

La estrategia de downstream para la obtencion del formulado en polvo de la tanasa que se
propuso en el presente trabajo, da pie a realizar estudios sobre las condiciones dptimas de
cada una de las etapas de recuperacion. Ademas de estudiar el porcentaje de recuperacién

real que se obtiene del polvo de tanasa.

Las caracteristicas bioquimicas y los niveles de produccion de la tanasa recombinante, y
un analisis de costos rentable, indican que la enzima recombinante producida en el
presente trabajo es una enzima con potencial para ser utilizada en la industria de alimentos.
Por lo que se pueden llevar a cabo estudios sobre la aplicacion de la enzima en procesos

de alimentos para tener una perspectiva de la aplicabilidad real.
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