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RESUMEN 

Este trabajo tuvo como propdsito aumentar la produccién de la enzima 
alcohol oxidasa por la levadura Pichia pastoris. Esta enzima presenta aplicaciones 
potenciales varias y se puede manipular bajo diversas condiciones de reaccion. La 
alcohol oxidasa se produce intracelularmente por levaduras metilotréficas, siendo 
Hansenula polymorpha y P. pastoris \as levaduras mas estudiadas. La enzima se 
focaliza en los peroxisomas y cataliza el primer paso de la via desasimilatoria del 
metanol, de tal forma que la levadura puede crecer en este sustrato. 

La sintesis de alcohol oxidasa es reprimida por la presencia de glucosa. En 
este trabajo se manejaron mezclas de glucosa y metanol bajo condiciones tales que 
permitieron la produccién de la enzima. Se empled la glucosa como una segunda 
fuente de carbono porque el crecimiento celular en metanol es muy limitado 
buscando con ello el aumentar la produccion de biomasa y, en consecuencia, la 
productividad de alcohol oxidasa. 

Se realizaron cultivos por lote utilizando como fuente de carbono a la 
glucosa, al metanol y mezcla de ambos. En el caso de la mezcla de glucosa y metanol 
cada una con una concentracion de 10 g/l el valor de actividad total maxima fue de 
380 U, valor menor al obtenido cuando se utilizé metanol como unica fuente de 
carbono (950 U). Esto indica que la presencia de glucosa afecta la produccion de la 
enzima pero no la reprime totalmente. Los rendimientos de biomasa (Yx/s) en las 
fermentaciones con metanol y glucosa como tnicas fuentes de carbono fueron de 
0.34 y 0.4 respectivamente, mientras que en el caso de la mezcla el rendimiento fue 
menor con un valor de 0.32. 

Con los resultados generados se Ilevé a cabo un disefio factorial para el 
mejoramiento del medio de cultivo, el cual fue evaluado en cultivos por lote. La 
glucosa, el metanol y el extracto de levadura se seleccionaron como los componentes 
que mas influyen en el medio para la produccién de la enzima,. En estas 
fermentaciones también se muestred a intervalos cortos para detectar condiciones 
puntuales exactas donde ocurren transiciones criticas. 

Del andlisis del disefio factorial se determinaron los efectos de los factores, 
resultando ser el mas importante la interaccién de metanol con glucosa. Los demas 
efectos, salvo la interaccién de metanol con extracto de levadura, también son 

iv



significativos pero en menor grado. Con estos datos se generé un modelo estadistico 
que predice satisfactoriamente la actividad de alcohol oxidasa (UA) obtenida en los 
experimentos factoriales y con un coeficiente de correlacion (R’) de 0.99, 

El medio con el que se obtuvo la mayor actividad contenia glucosa 2 g/l, 
metanol 7 g/l y extracto de levadura 1.3 g/l, con un valor de 240 UA, cercano al 
obtenido unicamente con metanol. Esto indica que haciendo un balance adecuado 
de estos nutrientes es posible obtener actividades similares a las resultantes para 
metanol. 

Posteriormente se empleo uno de estos medios (metanol 13 g/l, glucosa 6 g/l 
y extracto de levadura 0.7 g/l) en cultivo continuo de etapa simple. En este sistema 
la mayor actividad (300 U/l) se observ a bajas velocidades de dilucion y fue 
disminuyendo conforme aumentaba la velocidad de dilucién. Por otra parte el 
metanol solo fue aprovechado a bajas velocidades de dilucion, mientras que la 
glucosa fue consumida a cualquier valor.
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1. INTRODUCCION 

La tecnologia enzimatica es una de las actividades biotecnoldgicas que han 
llegado a su fase productiva, en la que se busca obtener mayores utilidades de las 
investigaciones realizadas por medio de Ja aplicacion practica en el procesamiento 
industrial empleando microorganismos y otros agentes biolégicos. El resultado ha 
sido la produccion de enzimas a escala industrial, la purificacion y estabilizacién de 
éstas y su amplio uso en la fabricacién de alimentos, medicinas, detergentes, etc. De 
hecho los procesos fermentativos han sido la base para la creacién de la 
biotecnologia enzimatica, ya que estos procesos se llevan a cabo por reacciones 
catalizadas por enzimas. El uso de enzimas con propdsitos tecnolégicos supone 
utilizarlas como catalizadores de un proceso de transformacion de materias primas 
en productos de valor agregado. 

Las enzimas parcialmente purificadas se utilizan en lugar de los 
microorganismos intactos, o de los tejidos vivos, con la ventaja de incrementar la 
especificidad de la reaccién quimica. De esta manera se obtiene un producto 
deseado con el maximo control sobre la calidad y rendimientos y el minimo de 
productos colaterales indeseables (Wiseman, 1975). Sin embargo lo anterior 
representa un reto tecnoldgico debido a la labilidad de las enzimas y es por eso que 
existen pocos procesos enzimaticos operativos a gran escala (Illanes, 1994). 

Las enzimas son biocatalizadores que llevan a cabo reacciones bioquimicas 
especificas en los procesos metabdlicos de las células vivas. Presentan elevada 
especificidad respecto a su sustrato, aceleran reacciones quimicas especificas sin 
formacién de subproductos, poseen alta eficiencia en la conversion de sustrato a 
producto y elevada actividad en condiciones ambientales moderadas. Sin embargo, 
su estructura proteica las hace labiles y dificiles de manipular en sistemas in vitro. 
Debido a estas propiedades las enzimas ofrecen ventajas para su aplicacién practica 
en diversas areas y a nivel industrial con respecto a otros catalizadores. A comienzos 
de la década de los 60 mas del 70 % del mercado mundial de enzimas era obtenido 
de plantas y érganos animales, mientras que en la actualidad sucede lo contrario, ya 
que el 75 % son enzimas de origen microbiano, el resto corresponde a quimosina o 
renina del cuajo, amilasas de cereales germinados y proteasas de origen vegetal 
(Smith, 1988; Chaplin y Bucke, 1990; Illanes, 1994).
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Los microorganismos son ja fuente preferida de enzimas debido a su alta 
velocidad de sintesis, alto rendimiento de conversion de sustrato en proteina 
enzimatica y alta actividad especifica. Ademas para producirlas existe suficiente 
disponibilidad de materias primas con una composicion relativamente constante, y 
su produccion no esta sujeta a variaciones estacionales. A lo anterior debe agregarse 
que la ingenieria genética ha incrementado las posibilidades de optimizar los 
rendimientos y las propiedades de los catalizadores a través de mutaciones, 
seleccién de cepas o bien mediante la tecnologia del DNA recombinante (Smith, 
1988; Chaplin y Bucke, 1990; Illanes, 1994). 

La enzimas presentan muchas aplicaciones, por ejemplo, como catalizadores 
en procesos industriales, en la medicina, en la investigacién (sobre todo en genética 
molecular e ingenieria genética), como sensores enzimaticos para control de 
procesos, en tratamiento de efluentes y en sintesis organica, entre otras. 

Debido a Jo anteriormente expuesto, en este trabajo se busca aumentar la 
produccioén de la enzima alcohol oxidasa, enzima de particular interés como 
herramienta biotecnologica debido a las amplias aplicaciones potenciales que 
presenta y a las diversas condiciones de reaccién en las que se puede manipular su 
sintesis. 

Esta enzima se produce intracelularmente por levaduras metilotréficas 
encontradas en los géneros Candida, Torulopsis, Pichia y Hansenula (Sudbery y 
Gleeson, 1989), y son Hansenula polymorpha y Pichia pastoris, las levaduras mas 
estudiadas. Estas presentan la habilidad de crecer en metanol como unica fuente de 
carbono y forman microcuerpos llamados peroxisomas, donde se localiza la enzima 
alcohol oxidasa. Esta enzima cataliza el primer paso del metabolismo del metanol, el 
cual comprende los procesos biosintéticos Ilamados anabolismo (asimilacion) y los 
procesos de degradacién o catabolismo (desasimilacién) que dan como resultado 
una liberacién de energia, de tal forma que la levadura puede utilizar este sustrato. 

La sintesis de alcohol oxidasa es reprimida por la presencia de glucosa, sin 
embargo se ha estudiado la posibilidad de manejar medios con mezclas de glucosa y 
metanol que resulten en la acumulacién de la enzima (Duff y Murray, 1988; 
Giuseppin, 1989; Bryers y Yeh, 1990) ya que en metanol la levadura crece muy 
poco. Debido a lo anterior, resulta necesario profundizar en el conocimiento 
fisiolégico de la enzima alcohol oxidasa con el fin de aumentar su produccién. En 
este trabajo se plantea maximizar la produccion de alcohol oxidasa por la levadura 
P. pastoris, definiendo las concentraciones de metanol y glucosa apropiadas, para lo 
cual se levaran a cabo fermentaciones en diversos sistemas de cultivo.
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1.1 ANTECEDENTES GENERALES 

1.1.1 Las levaduras 

Las levaduras son un grupo de microorganismos que filogenéticamente 
pertenecen al reino fungi (Kurtzman, 1988). La clasificacion mas aceptada tiene tres 
subdivisiones: Ascomycotina, Basidiomycotina y Deuteromycotina El término 
“levadura” describe organismos eucaridticos predominantemente unicelulares. Su 
reproduccion vegetativa puede ser por gemacion o fisién (Kurtzman, 1988; Stewart, 
1981) y se conocen aproximadamente 60 géneros y 500 especies (Lachance, 1987). 
Las levaduras pertenecen al reino fungi al igual que los hongos filamentosos. Se 
diferencian de estos por su forma dominante unicelular, y se reproducen con mayor 
facilidad. Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y presentan una 
gran capacidad para sobrevivir en condiciones ambientales diversas, como son: la 
composicién del suelo, temperatura, luz, humedad. etc. Este grupo de 
microorganismos presenta propiedades de interés como son: tolerancia a intervalos 
amplios de temperatura, pH, tension de oxigeno, concentracion de sales y de 
azucares, capacidad para crecer en gran diversidad de sustratos, facilidad de manejo 
y algunas tienen ciclo de vida sexual. 

Los estudios sobre la fisiologia y bioquimica de las levaduras son mas 
antiguos que las disciplinas por si mismas, ya que el estudio del papel de las 
levaduras en diversos procesos nos indican la relevancia de las mismas en el 
desarrollo de la bioquimica. Muchos de estos estudios se Ilevaron a cabo debido a la 
importancia de las levaduras en la produccién de bebidas alcohdlicas y en la 
panificacion. Aunque los requerimientos de las levaduras para su crecimiento no son 
complejos, si son extremadamente sensibles a cambios en las condiciones de 
crecimiento, como pueden ser la naturaleza y concentracién de la fuente de carbono 
y la disponibilidad del oxigeno, que determinan el rendimiento celular y los 
productos de la fermentacién. Como todos los microorganismos, las levaduras 
obtienen de su entorno las sustancias necesarias para la sintesis de su material 
celular y la produccién de energia para llevar a cabo los procesos biosintéticos; de 
acuerdo a lo anterior cuando se cultiva una levadura en un medio sintético éste debe 
de contener todos los elementos esenciales en proporciones adecuadas para su 
crecimiento (Cartledge, 1987). 

La naturaleza del sustrato y las caracteristicas del mecanismo de transporte 
para su utilizacién son de vital importancia para entender el metabolismo de las 
levaduras ya que pueden crecer en una amplia variedad de sustratos (carbohidratos 0 
no carbohidratos) y generan diversos metabolitos. En el caso de produccién de 
proteina unicelular las levaduras presentan mayores ventajas con respecto a las 
bacterias porque ademas de que tradicionalmente son aceptadas en alimentos y 

3



INTRODUCCION 

bebidas contienen bajos niveles de acidos nucleicos y pueden crecer a valores bajos 
de pH. En ocasiones es posible eliminar la esterilizacion de medios y equipo 
(Urakami y col., 1983). Ademas las células de levaduras son mas grandes que las de 
bacterias lo cual representa una ventaja durante las etapas post-fermentativas de 
recuperacion. 

1.1.1.1 Levaduras metilotréficas 

En décadas recientes se ha estudiado la utilizacién de sustratos no 
convencionales como fuente de carbono y energia, tales como las parafinas, los 
n-alcanos, el metano y el metanol para la produccién de proteina unicelular y 
enzimas (Osumi y col., 1975; Windass y col., 1980, Kemp y col., 1988). 
Evidentemente también se han utilizado estos sustratos por el interés de generar 
conocimiento ya que los estudios fisiologicos de estos microorganismos han dado 
resultados por demas interesantes. El crecimiento microbiano en metanol en 
ocasiones se incluye en el estudio del crecimiento en hidrocarburos ya que el 
metanol es el primer producto de la oxidacién del metano. El metanol presenta 
varias ventajas como sustrato: a) alta pureza; b) es completamente miscible en agua y 
por lo tanto no existen problemas de crecimiento en interfases; c) no es explosivo y 
por lo tanto es facil de manejar y almacenar; d) al ser liquido se transporta 
facilmente;, e) debido a su volatilidad se puede remover facilmente del producto 
final, esta ventaja en la recuperacién de producto representa una desventaja durante 
la fermentacién, f) no presenta riesgos de contaminacién y por lo tanto no requiere 
esterilizarse. Sin embargo presenta dos desventajas principales: debido a su 
volatilidad las pérdidas por evaporacion pueden ser importantes y el costo del 
metanol comparado con otros sustratos es mucho mayor pues llega a representar 
cerca del 60 % de los costos totales, comparado con el 40 % para otros sustratos 
comerciales (Sahm, 1977; Cartledge, 1987). 

Como consecuencia del interés cientifico e industrial en los microorganismos 
metilotréficos se han realizado varios estudios relacionados con su aislamiento, 
identificacién y fisiologia. Se han encontrado mas de cien bacterias asimiladoras de 
metanol, las cuales pueden ser metilotréficas obligadas o facultativas. No fue sino 
hasta 1969 que Ogata y colaboradores reportaron por vez primera levaduras 
metilotrficas, especificamente Kloeckera sp. 2201, la cual fue re-identificada mas 
recientemente como una cepa de Candida boidinii. van Dijken y colaboradores 
(1975) aislaron levaduras a partir de muestras de suelo ricas en materia organica. En 
la Tabla 1.1 se presenta una lista de algunas levaduras metilotréficas y solo tres 
hongos que son capaces de crecer en metanol. Es importante sefialar que estos 
microorganismos son metilotréficos facultativos.
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Tabla 1. 1 Levaduras y hongos capaces de crecer en metanol (Sahm, 1977). 

  

1. Levaduras 

Candida boidinii Pichia haplophila 
methanolica lindnerii 
N-16 pastoris 
parapsilosis pinus 
tropicalis trahalophila 

Hansenula capsulata Torulopsis glabrata 
glycozima methanodomerquii 
henricii methanolovescens 
minuta methanosorbosa 
nonfermentans molischiana 
Philodendra nemodentra 
polymorpha nitratophila 
wickerhamii pinus 

2. Hongos 

Gliocladium deliquescens 

Paecilomyces varioti 

Trichoderma lignorum   
  

1.1.1.2 Requerimientos de los microorganismos metilotréficos. 

Debido a que el metanol es uno de los principales subproductos en el proceso 
de refinacién del petroleo se pensd en su utilizacién potencial como fuente de 
carbono para la produccién de biomasa. El desarrollo del proceso para produccién de 
biomasa por microorganismos metilotroficos utilizando metanol como fuente de 
carbono requirié investigaciones exhaustivas acerca del disefio del reactor, las 
condiciones de operacion y el medio de cultivo mas adecuados. El interés en la 
produccién de biomasa fue acompafiado de estudios fisiolégicos de las enzimas 
involucradas en el metabolismo del metanol y por supuesto su produccion. 

El medio sintético usado en el proceso incluye metanol y otros compuestos 
quimicos bien definidos como son fosfatos, sulfatos, amonio o nitrato, magnesio, 

5 

 



INTRODUCCION 

potasio. calcio, sales de fierro y elementos traza; algunos microorganismos requieren 
la adicion de vitaminas. En estudios realizados con las levaduras metilotroficas H. 
polymorpha y C. boidinii se observé que aunque estas levaduras presentaban vias 
metabolicas idénticas (de asimilacién y desasimilacion), el rendimiento celular 
durante el crecimiento en metanol variaba. Estas variaciones se debian a la 
composicion del medio y principalmente al contenido de elementos traza cuya 
limitaci6n produce bajos rendimientos celulares (Egli y Fiechter, 1981 ). 

En el caso de los microorganismos metilotroficos se reporta que hay 
inhibicion por sustrato si la concentracion excede los 10 g/l pero esto depende de las 
condiciones nutricionales, de operacién asi como el microorganismo utilizado 
(Giuseppin, 1989). El intervalo de pH dptimo de crecimiento de levaduras 
metilotroficas es muy amplio. Las temperaturas de operacion para bacterias pueden 
ir de 35 a 42 °C y para levaduras entre 30-32°C., 

El oxigeno también juega un papel muy importante en el crecimiento y 
produccion de las enzimas del metabolismo del metanol ya que las limitaciones de 
oxigeno producen reacciones indeseables en el cultivo. En el medio de fermentacion 
el oxigeno presenta una solubilidad muy baja, cuando proviene del aire su 
concentracion en solucién acuosa es del orden de 6 a 8 ppm (mg/l). Los 
requerimientos de las células pueden variar ampliamente dependiendo del 
microorganismo, pero la demanda para el crecimiento del microorganismo aerobio es 
alta y el oxigeno disuelto es consumido rdpidamente es por eso que debe ser 
suministrado continuamente (Lee, 1992). En el caso de las levaduras metilotréficas 
la limitacion de oxigeno puede causar inactivacién catab6lica lo que implica una 
disminucion en la sintesis de las enzimas del metabolismo del metanol ( Murray y 
col., 1990a; Duff y Murray, 1991). 

Los rendimientos de biomasa obtenidos en general para levaduras y hongos se 
ubican en el rango de Yx/s= 0.2 a 0.4, mientras que las bacterias presentan 
rendimientos mds altos, con valores de Yx/s de 0.4 a 0.5 (Faust y Sittig, 1977). 

1.1.2 Metabolismo de metanol por levaduras 

1.1.2.1 Desasimilacién de metanol 

1.1.2.1.1 Oxidacién del metanol a formaldehido 

De acuerdo a los estudios realizados con las levaduras metilotroficas, éstas 
presentan un catabolismo parecido y todas las enzimas aisladas de estas levaduras
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son muy similares. El metabolismo de metanol inicia en organelos especializados 
llamados peroxisomas donde el metanol es oxidado a formaldehido por la enzima 
alcohol oxidasa y se forma per6xido de hidrégeno en esta reaccion. Este subproducto 
es degradado a H,O y Oz por la enzima catalasa que también se encuentra en los 
peroxisomas. La estequiometria de la reaccién es la siguiente: 

CH30H + 0. ~ HCHO +H,0, 

Aparte del metanol, los alcoholes alifaticos primarios asi como el 
formaldehido en su forma hidratada (metilen glicol) también sirven como sustratos y 
son oxidados in vitro por la alcohol oxidasa de acuerdo a la siguiente ecuacién 
general: 

R-C-OH+ O);, %® R-C=0O+ H,0, 

| | 
H, H 

De esta manera tenemos que en las levaduras metilotrdficas el metanol puede 
ser oxidado a formaldehido por medio de la alcohol oxidasa la cual requiere oxigeno 
para llevar a cabo la reaccién produciéndose H2O y formaldehido. Algunos estudios 
indican que la catalasa no sdlo cataliza la reaccion de H,.O, a HO y O2 sino que 
también tiene una funcién peroxidativa y oxida metabolitos con el H,O, generado, 
en este caso el metanol puede servir como donador de protones (Sahm, 1977). 

1.1. 2.1.2 Oxidacion de formaldehido a formato 

En todas las levaduras metilotréficas estudiadas se ha encontrado la enzima 
formaldehido deshidrogenasa unida al NAD y dependiente de glutatién (GSH). Esta 
enzima es un dimero compuesto probablemente de dos subunidades idénticas y 
requiere glutation para su actividad. En algunas levaduras como C. boidinii, el 
formaldehido y el glutatién forman espontaneamente el hemimercaptal el cual se 
asume es el sustrato verdadero de la formaldehido deshidrogenasa (Sahm, 1977; 
Sibirny y col., 1988). Veenhuis y colaboradores (1983) informan que la formato 
deshidrogenasa de H. polymorpha por si misma puede tener actividad de hidrolasa 
La reaccién de oxidacion del formaldehido a formato se Ileva a cabo en los 
siguientes pasos: 

H H 
| Espontaneo | 

1) H-C=0 + GSH ——» H-C-OH 

| 
GS
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H 

| Formaldehido 
2) H-C-~OH + NAD—————» H-C=0 + NADH, 

| deshidrogenasa | 
GS GS 

Hidrolisis 

3) H-C=0O + H,Q ————® H-C=0+ GSH 

| | 
GS HO 

Recientemente se ha encontrado que la alcohol oxidasa también puede oxidar 
al formaldehido con la siguiente reaccion: 

HCHO + O; + H,O % HCOOH + H,0, 

1.1.2.1.3 Oxidacién de formato a didxido de carbono 

El formaldehido puede salir del peroxisoma hacia el citoplasma donde puede 
ser 1) oxidado hasta CO; por la formaldehido deshidrogenasa; o bien 2) junto con la 
xilulosa-5-P por medio de la dihidroxiacetona sintasa reagruparse para formar 
dihidroxiacetona y gliceraldehido-3-P, los cuales son transportados hasta el 
citoplasma para ser asimilados por el ciclo de la xilulosa monofosfato. 

En las levaduras metilotréficas la glucosa es metabolizada pasando una 
porcion a la y la porcién restante al ciclo oxidativo de las pentosas. En mezclas de 
glucosa y metanol en quimiostato, donde existe limitacién de la fuente de carbono, 
las levaduras metilotréficas pueden asimilar ambos sustratos simultaneamente, 
suponiéndose que mientras la glucosa es metabolizada via glucdlisis y ciclo de las 
pentosas fosfato, el metanol es asimilado por el ciclo de la xilulosa monofosfato, 

En la figura 1.1 se presenta la via para la oxidacién del metanol para levaduras 
metilotroficas.
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Figura 1.1 Via para la oxidacién del metanol por levaduras metilotréficas 
(Duff y Murray, 1988). 

1.1.2.2 Asimilacién de metanol 

Los estudios de la asimilacién de metanol en tevaduras indican que ef metanol 
es incorporado al material celular via las hexosas fosforiladas. Esto sugiere que la via 
de fijacién de formaldehido en levaduras, es similar a la encontrada en ciertas 
bacterias (via ribulosa monofosfato de fijacion de formaldehido). Quayle y 
colaboradores de acuerdo a lo informado por Sahm (1977) encontraron que en las 
bacterias existian tres diferentes vias por medio de las cuales se asimilan los 
compuestos de carbono en nuevo material celular: estas vias son: 

1) Ciclo de la ribulosa difosfato (ciclo de Calvin) 
2) Ciclo de la ribulosa monofosfato 
3) Via de la serina 

En las levaduras crecidas en metanol se forman las hexosas fosfatadas a partir 
de triosas fosfatadas, en contraste con ia via de la ribulosa monofosfato en la cual se 
forman triosas fosfatadas a partir de hexosas fosfatadas. Lo anterior Nevo a 
establecer un via de la xilulosa fosfato para Ia fijacion del formaldehido. donde la 
reaccion clave es una condensacion de tipo transcetolasa de Ia xilulosa 3-fosfato con 
formaldehido para formar gliceraldehido fosfato y dihidroxiacetona. La enzima que 
cataliza la reaccion es la dihidroxiacetona sintetasa. 
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Por lo tanto la via de asimilacién de metanol puede describirse con la 
siguiente secuencia: 

Metanol > Formaldehido ~* Hexulosa fosfato-> Constituyentes celulares 

1.13 Papel de los peroxisomas en el metabolismo del metanol 

1.1.3.1 Estructura y funcién 

El peroxisoma es un organelo esférico con un didmetro entre 0.2 y 1.0 ym que 
se encuentra rodeado por una membrana. Los peroxisomas varian en su contenido de 
enzimas y en su funcién metabdlica dependiendo del tipo de célula y de su medio 
ambiente. Se han determinado varias capacidades bioquimicas en muchos 
peroxisomas de animales, plantas y microorganismos: respiracion (basada en el 
metabolismo de H,O,), procesamiento de compuestos téxicos, oxidacion de acidos 
grasos, catabolismo de sustancias inusuales, oxidacién del exceso de NADH y 
regulacion de la tension de oxigeno (Lazarow y Fujiki, 1985; Becker, 1986). Por 
ejemplo en Candida tropicalis crecida en un medio con acidos grasos como unica 
fuente de carbono se favorece la induccién de peroxisomas y de las enzimas de la B- 
oxidacién peroxisomal (Tanaka y col., 1982). 

En forma similar, las levaduras metilotréficas como H. polymorpha, C. 
boidinii y P. pastoris responden a un medio con metanol con la induccién de 
peroxisomas y de las enzimas peroxisomales del metabolismo del metanol (Aitchison 
y col., 1992), En trabajos realizados con mutantes deficientes en peroxisomas (van 
der Klei y col., 1991), se encontré que las mutantes de H. polymorpha eran 
incapaces de crecer en metanol y que la ausencia de peroxisomas intactos resultaba 
en problemas como la acumulacién de H,O, y formaldehido. De lo anterior resalta la 
importancia que presenta la formacién de estos organelos en el metabolismo de 
metanol. 

Es importante sefialar que bajo ciertas condiciones de cultivo los peroxisomas 
pueden ocupar el 80% del volumen celular, lo cual demuestra que estos organelos 
deben tener una gran capacidad de almacenamiento (Veenhuis y col., 1983; Hoop y 
col., 1991). 

La habilidad para inducir los peroxisomas y las enzimas peroxisomales 
convierte a las levaduras en un sistema muy atractivo para el estudio de la biogénesis 
de los peroxisomas, para la clonacién de genes que codifican para estas enzimas y en 
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la obtencion de mutantes sobreproductoras (Sudbery y Gleeson. 1989; Aitchinson y 
col., 1992; Kiel y col., 1995). 

Varias vias metabdlicas requieren la participacion de enzimas peroxisomales 
que actiian junto con otras enzimas intracelulares, pero ain se conoce poco acerca de 
estas vias. Existe evidencia muy fuerte de que la membrana peroxisomal en las 
células intactas no es permeable libremente a los metabolitos, sino que el transporte 
de éstos es mediado por translocadores especificos. También se han logrado avances 
en el entendimiento de la biogénesis peroxisomal, ya que se sabe que las proteinas 
peroxisomales son sintetizadas en los ribosomas libres e incorporadas 
postranscripcionalmente dentro de los peroxisomas preexistentes, los cuales crecen y 
se dividen (van der Bosch y col., 1992; Subramani, 1993). 

De acuerdo a estudios realizados sobre el metabolismo de compuestos de un 
solo carbono en levaduras, los peroxisomas se adaptan al ambiente en el cual crecen 
los microorganismos. Por ejemplo, en levaduras metilotréficas crecidas en glucosa, 
durante el crecimiento exponencial es dificil detectar a los peroxisomas y su funcién 
fisiolégica es incierta, pero cuando las levaduras crecen en un medio con metanol 
como fuente de carbono se forman un gran numero de peroxisomas ricos en catalasa 
y alcohol oxidasa, esta ultima involucrada en el primer paso de oxidacién del 
metanol (van Dijken y col, 1975; Sahm, 1977). Una respuesta similar se ha 
observado en levaduras crecidas en n-alcanos (octadecano, hexadecano, etc.) donde 
las levaduras utilizan el sistema de #oxidacién de los peroxisomas (Kemp y col., 
1988; Belov y col., 1995). Incluso se ha propuesto una via para el metabolismo de 
alcanos que involucra una alcohol oxidasa “grasa” la cual presentas propiedades 
distintas a la alcohol oxidasa conocida (Kemp y col., 1988). 

Se ha observado que el proceso de proliferacién de peroxisomas se revierte 
rapidamente, ya que algunos estudios indican que al transferir las células crecidas en 
metanol a un medio con glucosa, los peroxisomas desaparecen rapidamente como 
tesultado de una degradacion. Este rapido ajuste de funciones dependiente de las 
condiciones ambientales, indica que la levadura esta provista de un sistema muy 
complejo de biogenesis y desactivacién de los peroxisomas (Veenhuis y col., 1983). 

1.1.3.2 Biogénesis de peroxisomas 

Los peroxisomas en las levaduras aparecen en racimos y existen en una 
asociacion cerrada con el reticulo endoplasmico. Estos microcuerpos estan rodeados 
de una membrana de aproximadamente 7 nm (70 A) que difiere de las membranas de 
otros organelos por sus propiedades fisicoquimicas como son: mayor labilidad, 
contiene menos proteinas y presenta diferencias en sus gradientes de pH y funciones 
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fisioldgicas (Biryuzova y Pomoshchnikova, 1996). El tamafio, numero y 
subestructura de los organelos depende de las condiciones de cultivo. 

En la figura 1.2 se presenta el posible modelo para la formacion de 
peroxisomas por un brote en el reticulo endoplasmico (RE). Las proteinas de la 
membrana del peroxisoma probablemente son sintetizadas en el RE rugoso y 
posteriormente insertadas en la membrana del RE en una region especifica que dara 
lugar al peroxisoma. Las enzimas de la matriz peroxisomal son sintetizadas en el 
citoplasma y transportadas a través de la membrana peroxisomal como péptidos 
individuales. El proceso final de ensamble y activacion de estas enzimas ocurre en el 
organelo y las enzimas peroxisomales activas se encontraran sdlo en el peroxisoma. 
Las enzimas peroxisomales no son glicosiladas y por lo tanto deben de tener otra 
caracteristica estructural para ser transportadas al organelo correcto (Becker, 1986; 
van der Bosch y col., 1992). Algunos investigadores han sugerido la participacion 
del aparato de Golgi en la formacion de los peroxisomas ya que en levaduras, 
especialmente en la fase logaritimica y estacionaria, el RE no esta muy desarrollado. 
Por el contrario, durante esas fases la sintesis de membranas del aparato de Golgi 
(responsable de la formacion de lisosomas. fagocitosis, eliminacion de residuos en la 
célula) se encuentra muy activa (Biryuzova y Pomoshchnikova, 1996). 
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Figura 1.2 Modelo propuesto para la formacion de peroxisomas por brote en el 
reticulo endoplasmico (Becker, 1986). (a) Una region localizada del RE contiene las 
proteinas de la membrana peroxisomal, y empieza a formarse un brote, (b) eventualmente sé va separando el brote, (c) los polipéptidos de las enzimas peroxisomales, que son 
sintetizados en los ribosomas libres del citoplasma. se van adicionando.
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1.1.4 Enzima alcohol oxidasa 

1.1.4.1 Propiedades generales de la alcohol oxidasa 

La alcohol oxidasa se encuentra asociada a la enzima catalasa en el 
peroxisoma. El formaldehido que se genera en el peroxisoma es degradado por las 
enzimas citosdlicas para producir CO, y energia, como ya se habia mencionado 
anteriormente. La alcohol oxidasa ha sido purificada y caracterizada de las levaduras 
Kloeckera sp., C. boidinii, Candida N-16, H. polymorpha y P. pastoris, siendo 
quimica y estructuralmente muy similar para todos estos géneros. 

La alcohol oxidasa es una flavoproteina ya que su grupo prostético es el FAD. 
El peso molecular de la enzima se estima en 600 000 a 670 000 daltones, esta 
compuesta por 8 subunidades idénticas (peso molecular entre 74 000 a 83 000) y 
cada una conteniendo una molécula de FAD. Al parecer es un octamero agregado, 
compuesto por dos tétradas (Sahm, 1977; Miiller y col., 1990). 

Se ha encontrado que esta enzima no es especifica para metanol, sino que 
también puede oxidar al formaldehido y a gran diversidad de alcoholes primarios de 
cadena corta, aunque a menor velocidad que el metanol, como son: etanol, 1- 
propanol, |-butanol, 2-propen-!-ol, 2-buten-1-ol, 2-cloroetanol y 2-bromoetanol. La 
presencia de ramificaciones y el aumento de la cadena disminuyen la actividad 
(Couderc y Baratti, 1980). 

En la tabla 1.2 se indican los porcentajes de actividad relativa de algunos 
alcoholes con respecto al metanol ya que éste es el mejor sustrato para la enzima. Es 
importante sefialar que estos resultados son in vitro ya que la levadura sélo puede 
asimilar metanol. 

La enzima alcohol oxidasa se encuentra presente en cantidades importantes 
durante el crecimiento de levaduras metilotréficas en metanol. En la tabla 1.3 se 
reportan algunas propiedades de la alcohol oxidasa obtenida de diferentes 
microorganismos, donde resalta una ligera variabilidad en los reportes de las 
constantes cinéticas respectivas. 
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Tabla 1. 2 Especificidad por el sustrato de la alcohol oxidasa de 

Pichia pastoris (Couderc y Baratti, 1980) 

  

  

Sustrato Actividad Relativa [ % ] 

Metano! 100 

Etanol 82 

1-Propanol 43 
2-Propanol 2 

1-Butanol 20 

Isobutanol 1.2 
Terbutanol 0 
n-Octanol 0       

Las actividades fueron obtenidas a partir de datos de consumo de oxigeno. 
Las concentraciones de oxigeno y alcohol fueron de 0.93 mM y 10 mM respectivamente. 

Tabla 1.3 Propiedades de la alcohol oxidasa de varios microorganismos 
(Veenhius y col., 1983) 

  

  

          

Fuente K,, [mM] | K,, [mM] K,, [mM] Vmax Peso 
Metanol Etanol_| Formaldehido | metanol | molecular 

HONGOS 
Polyporus sp. 1.52 10.0 a 25.1 300,000 
Poria contigua 0.2 1.0 6.1 20.0 610,000 

LEVADURAS 
Kloeckera sp 2201 1.25 2.5 _ 11.0 570,000° 
Kloeckera sp 2201 0.44 2.5 2.4 8.5 673,000° 
H. polymorpha 0.23 4.4 2.6 11.3 669,000 
H. polymorpha 1.30° 7.2 47 56.3 616,000 
Candida boidinii 2.0 2.62 5.7 3.4 600,000 
Candida N16 2.12 _ _ 3.5 210,000 
Candida 25A 0.019 0.13 _ 2.8 520,000 
Pichia pastoris 1.4° --- - 11.9 675,000 
Pichia sp. 0.5 — 3.5 6.6 300,000 
      
Vmax = [uM/minemgProteina] 
a Determinada por sedimentacién (velocidad de centrifugacion). 
b Determinada por sedimentacion (equilibrio de centrifugacion). 
c Determinada por saturacion de aire. 
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1.1.4.2 Aplicaciones de la enzima alcohol oxidasa. 

La habilidad que presenta la alcohol oxidasa para oxidar una gran variedad de 
alcoholes primarios de cadena corta, ademas de su relativa estabilidad en un amplio 
rango de condiciones, hace posible que esta enzima presente gran numero de 
aplicaciones potenciales en el area de la biotecnologia (Murray y Duff, 1990). 

El uso de esta enzima no solo se limita a los sistemas acuosos ya que también 
se ha utilizado en las conversiones enzimaticas en fase gas y en sistemas donde las 
enzimas se encuentran suspendidas en disolventes organicos con poca agua o incluso 
sin ésta. La transformacidn de sustratos gaseosos por enzimas deshidratadas permite 
que se amplie el rango de reacciones que pueden Ilevarse a cabo por biocatalisis, con 
las siguientes ventajas sobre las reacciones en fase acuosa: 1) las enzimas 
deshidratadas son mas resistentes a la termoinactivacién, por lo que se pueden 
manejar temperaturas elevadas; 2) La difusidn en fase gas es mas grande que en fase 
acuosa; 3) muchos sustratos gaseosos tienen baja solubilidad en agua que disminuye 
aun mas al aumentar la temperatura; por el contrario en fase gas se puede aumentar 
la concentracién de estos sustratos al incrementar la presion en el sistema y 4) la 
separacion de los productos resulta mas facil y menos costosa que en medio acuoso. 
(Barzana y col., 1989). 

La alcohol oxidasa puede ser utilizada en ensayos para cuantificar alcoholes 
(metanol, etanol) y oxigeno el cual se requiere para la reaccién enzimatica, o incluso 
en biosensores. También se usa para la produccién de aldehidos saborizantes. Por 
ejemplo, se han realizados trabajos donde se produce acetaldehido a partir de etanol. 
El acetaldehido es un intermediario importante en la industria quimica en la 
manufactura de Acido acético, butanol, butiraldehido, cloral, piridinas, etc. y presenta 
aplicaciones como aditivo en alimentos (ya que se genera en forma natural en frutas 
impartiéndoles un sabor de frescura). El acetaldehido se produce sintéticamente por 
la oxidacion catalitica de etanol o etileno, pero el interés se enfoca a su produccién 
por métodos bioldgicos, debido a la demanda de los consumidores por los productos 
naturales. De esta manera se pueden emplear ya sea la enzima purificada o la 
jevadura entera para producir acetaldehido “grado-alimenticio” ya sea en fase acuosa 
0 en fase gas. (Armstrong y col., 1984; Herzberg y Rogerson, 1985; Legoy y col., 
1985; Barzana y col., 1989; Duff y col., 1989; Nelles y col., 1990; Chiang y col., 
1991). 

Se han realizado oxidaciones de alcoholes alifaticos y aromaticos de peso 
molecular alto por medio de células de levaduras metilotroficas como P. pastoris y 
C. tropicalis , por ejemplo el hexanal, el dodecanal y el alcohol bencilico. Este 
ultimo es oxidado a benzaldehido el cual es un compuesto importante en la industria 
de saborizantes ya que también es conocido como aceite amargo de almendras 

15



  

INTRODUCCION 

(Kemp y col., 1988: Dutf y Murray, 1989: Murray y Duff. considerado Ja produccién enzimatica de 
(Baratti v col., 1978: Sakai y Tani, 1988; 

1990). También se ha peroxido de hidrégeno y de formaldehido Tani y col., 1988: Nelles y¥ col., 1990). 

1.2 ANTECEDENTES PARTICULARES, 

1.2.1 Metabolismo diauxico de levaduras metilotroficas, 

de carbono y energia ya ha 
cas, y la asimilacién bajo 

) ha sido menos estudiada. 

ensamente en levaduras metilotrofi condiciones mixotrépicas (con otras fuentes de carbono 
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xilulosa monofosfato. En la figura 1.3 podemos observar la interrelacion entre las 
vias metabolicas de la glucosa y el metanol en levaduras metilotroficas. Se han 
realizando estudios para aumentar la produccién de enzimas como la alcohol oxidasa 
en mezclas con metanol aprovechando la mayor velocidad de crecimiento y el 
rendimiento de biomasa que se obtiene con otros sustratos (Brinkmann y Babel, 
1992; Teuygas y Simisker, 1994). 

1.2.2 Fermentaciones de mezclas de sustratos en cultivos continuos. 

En Jos sistemas de cultivo continuo es donde se han realizado la mayor parte 
de las investigaciones del metabolismo diduxico de levaduras metilotrdficas, con 
resultados interesantes que se mencionan a continuaci6n. 

En los estudios realizados con la levadura H. polymorpha, cuando se utilizé 
como sustrato unico el metanol o la glucosa en una concentracion de 5 g/l, las D 
maximas y los rendimientos de biomasa (Yx/s) observados fueron respectivamente 
para metanol de 0.19 h! y 0.39, y para glucosa de 0.51 h” y 0.55 (Bryers y Yeh, 
1990). Cuando se estudiaron las mezclas de glucosa y metanol en una composicion 
fija, y a una concentracién de ambas fuentes de carbono de 5 g/l, todas presentaron 
el mismo patrén de utilizacién, esto es, a bajas velocidades de dilucién ambos 
sustratos son metabolizados completamente. En contraste, a altas velocidades de 
dilucion sélo la glucosa es consumida por las células y el metanol en el fermentador 
mantiene una concentracién constante. La D de transicién a la cual las células 
cambian de crecer en la mezcla de sustratos a crecer en un solo sustrato depende de 
1a composicion de la mezcla en la alimentacion. También es importante sefialar que 
la D a la cual el metanol es completamente utilizado en presencia de glucosa 
aumenta cuando el metanol se encuentra en menor proporcién en la mezcla. 

En las mezclas de sustratos las células pueden utilizar el metanol a 
velocidades de dilucién mayores a la {max obtenida con metanol como tnica fuente 
de carbono y la biomasa es aditiva, es decir que resulta de la suma de la biomasa 
producida en metanol y glucosa, a las velocidades de dilucion donde la levadura 
crece en la mezcla de sustratos. En todas las mezclas probadas hubo un consumo 
total de glucosa a velocidades de dilucién por debajo de 0.46 h" y también se 
encontré que la maxima velocidad de dilucién encontrada fue de 0.51 h"! 
independientemente de la composicién de la mezcla utilizada. Sin embargo hubo una 
reduccién en el rendimiento de biomasa con respecto a la glucosa cuando la 
concentracién de metanol excedié los 0.5 g/l; incluso cuando la proporcién de 
metanol fue de 20 % del total de la mezcla el rendimiento de biomasa (Yws) 
disminuye de 0.55 a 0.35-0.45 (Bryers y Yeh, 1990; Bryers y col., 1991). 
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Figura 1.3 Vias metabélicas empleadas por las levaduras metilotréficas para la 
conversion de glucosa y metanol (Bryers y col, 1991). A=Aldolasa; 
DHA=dihidroxiacetona: DHAK= dihidroxiacetona  cinasa. DHAP=dihidroxiacetona 
fosfato,; DHAS=dihidroxiacetona sintasa; E=ribulosa-5-fosfato epimerasa: FBP=fructosa 
1,6-bifosfatasa: FDH=formaldehido deshidrogenasa. FMD=formato deshidrogenasa: 
F1,6P=fructosa 1,6-bifosfato: F6P=fructosa-6-fosfato: GAP=gliceraldehido-3-fosfato. 
Gl=glucosa-6-fosfato isomerasa: G6P=glucosa-6-fosfato; GS-CH20H=s- 
hidroximetilglutation: GS-CH20=s-formilglutation: GSH=¢lutation reducido; 
HK=hexocinasa: |=ribosa-5-fosfato isomerasa, AOX=alcohol oxidasa: CAT=catalasa: 
PFK=fosfofructocinasa; PPC=ciclo de las pentosas fosfato: Pyr=piruvato: RiSP=ribosa-5- 
fosfato; Ru5P=ribulosa-5-fosfato: SFGH=s-formilglutation hidrolasa: TA=transaldolasa: 
Tl=tnosafosfatoisomerasa. TK=transcetolasa: XuSP=xilulosa-5-fosfato: 6PG=6- 
fosfogluconato: XuMPC=ciclo xilulosa monofosfato. El flujo a través de las vias es 
indicado por las flechas. 
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Los niveles de Jas enzimas asociadas con la conversion de metanol y glucosa 
dependen de la composicion de la mezcla de sustratos y de la velocidad de 
crecimiento. ya que es muy complejo el mecanismo de control. De esta forma 
tenemos que a bajas velocidades de dilucién y alta concentracién de metanol en ja 
mezcla de alimentacion los niveles de las enzimas relacionadas con la oxidacién de 
metanol son altos y los niveles de enzimas relacionados con la oxidacién de la 
glucosa son bajos. Por el contrario, a altas velocidades de dilucion y altas 
concentraciones de glucosa en la mezcla de alimentacion se inducen los niveles de 
enzimas para el metabolismo de glucosa y los niveles de enzimas para la oxidacién 
de metanol se ven reprimidos (Bryers y Yeh, 1990; Giuseppin y col., 1988, Egli y 
col., 1986, Eggeling y Sahm, 1980). 

Estudios similares se han realizaron con mezclas de otros sustratos y metanol, 
como son algunos polioles (glicerol y sorbitol), pentosas (xilosa, arabinosa, ribosa) y 
sorbosa obteniéndose el mismo comportamiento que el encontrado con glucosa. Es 
decir, a bajas_velocidades de dilucion ambos sustratos se utilizan simultaneamente y 
hay un aumento en la actividad de la alcohol oxidasa, mientras que a altas 
velocidades de dilucién sdlo se utiliza el sustrato con el que se obtiene la mayor 
velocidad de crecimiento y por lo tanto hay una disminucidn en la actividad de la 
enzima. La actividad medida en la mezcla de sustratos es menor a la encontrada 
cuando se emplea metanol unicamente. El incremento en la actividad especifica de 
las enzimas que participan en la oxidacién del metanol en la mezcla de sustratos es 
debida al metanol por si mismo (Eggeling y Sahm, 1980; Giuseppin y col., 1988; 
Brinkmann y Babel, 1992; Teugyas y Simisker, 1994), 

También se han realizado estudios a nivel de transcripcion para determinar 
cual es el mecanismo de sintesis de la alcohol oxidasa. Por ejemplo, Bryers y 
colaboradores (1991) Hevaron a cabo cultivos utilizando mezclas de 4 g/l de metanol 
con | g/l de glucosa; la concentracién de enzima intracelular y la actividad especifica 
de alcohol oxidasa y catalasa fueron determinadas con un RNA mensajero especifico 
que codifica para la expresién de alcohol oxidasa. Los resultados indican que la 
actividad de alcohol oxidasa, durante el cambio de una baja velocidad de dilucion a 
una alta velocidad de dilucién, esta limitada no a nivel de transcripcion sino mas 
bien durante el paso postranscripcional, al polimerizarse los monémeros de alcohol 
oxidasa y la subsecuente incapacidad para unirse al flavin adenin dinucledtido. Al 
parecer la formacién de una alcohol oxidasa activa puede estar limitada por 
cualquiera de los pasos de la sintesis de un oct4mero activo. Durante la 
transcripcion, la sintesis del mondémero de alcohol oxidasa se encuentra determinada 
por el nivel de RNA mensajero-alcohol oxidasa especifico (AO-mRNA). Los 
mondémeros de fa proteina alcoho! oxidasa son sintetizados por los ribosomas en el 
citoplasma. Se cree que la alcohol oxidasa es ensamblada postranscripcionalmente en 
su forma octamérica en el peroxisoma, requiriendo para su activacion moléculas de 
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FAD, pero aun no esta claro como se tleva a cabo el transporte de los mondémeros a 
través de la membrana peroxisomal y su subsecuente polimerizacion, y se sugiere 
que durante o quiza directamente después de transportarlos dentro del peroxisoma, 
los monémeros son octamerizados y activados por el cofactor FAD. Generalmente en 
H. polymorpha la alcoho! oxidasa es un homo-octdamero que contiene una molécula 
de FAD unida no covalentemente por mondmero u ocho por octamero, pero esto 
puede variar en las diferentes etapas de crecimiento celular. En contraste, durante el 
crecimiento en glucosa unicamente, la enzima alcohol oxidasa es reprimida y las 
células presentan sdlo un pequefio peroxisoma localizado cerca de la pared celular 
(Bryers y Yeh, 1990; Giuseppin y col., 1988; McNew y Goodman, | 996). 

De esta forma, bajo limitacién de glucosa las enzimas que participan en la 
oxidacién del metanol se incrementan cuando disminuye la velocidad de dilucién. 
Algunos investigadores sugieren que los términos desrepresidn-represién, mas que 
induccion-represion, son los mas adecuados para describir la regulacion de las 
enzimas que participan en la asimilacién del metanol, sin embargo también se ha 
reportado que la actividad de alcohol oxidasa se ve reducida por la glucosa a través 
de dos mecanismos de regulacién: la represién y ta inactivacién catabolica 
(Eggeling y Sahm, 1980, Bruinenberg y col., 1982; Veenhuis y col., 1983; Sakai y 
col., 1987; Murray y col., 1990a). 

La represion se presenta a nivel de control de la sintesis de la enzima y la 
inactivacion catabdlica involucra la inactivacién o degradacion de la enzima. La 
regulacion de la sintesis de la alcoho! oxidasa es controlada a nivel de transcripcion 
(Ellis y col., 1985), pero hay pocos reportes de represién de sintesis de alcohol 
oxidasa por glucosa (Eggeling y Sahm, 1980). El mecanismo alternativo es la 
inactivacién catabolica donde la glucosa induce la inactivacion de las enzimas en la 
levadura, involucrando procesos como la protedlisis total o limitada o bien 
modificaciones covalentes en la enzima o cambios en la conformacién de la 
estructura cuaternaria de la enzima. En los trabajos revisados de inactivacién 
catabolica de alcohol oxidasa, se encontré que cuando las células crecidas en 
metanol son transferidas a un medio que contiene otro sustrato como la glucosa, o el 
etanol, se produce una alteracién que requiere la sintesis de nuevas enzimas y la 
rapida degradacion de otras que ya no se necesitan para el metanol, por lo que los 
peroxisomas desaparecen rapidamente como resultado de la degradacién (Egli y col., 
1986; Tuttle y Dunn, 1995). En H. polymorpha los peroxisomas son secuestrados y 
envueltos en una membrana de origen desconocido para su degradacién, fenémeno 
conocido como “autofagia” (Tuttle y Dunn, 1995). Para P. pastoris se utilizaron 
estrategias morfoldgicas y genéticas para demostrar que existen al menos dos vias 
para el secuestro de peroxisomas dentro de la vacuola en la cual se lleva a cabo su 
degradacion: 1) los peroxisomas son secuestrados en autofagosomas por 
atrapamiento con la membrana, la cual se fusiona con la vacuola, proceso similar a la 
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macroautofagia y 2) atrapamiento de un grupo de peroxisomas por dedos que se 
forman por brotes que sobresalen de la vacuola, proceso analogo a la microautofagia 
(Tuttle y Dunn, 1995). 

En otros microorganismos como Methvlomonas L3, se \levaron a cabo varios 
experimentos con metanol y mezclas de metanol y formaldehido induciendo estados 
transitorios por pulsos de metanol. En estos trabajos se encontré que después de la 
adicién de los pulsos grandes cantidades de metanol desaparecian ya que no era 
detectado. Se cree que lo anterior se debe a la acumulacion de metanol en las células, 
sugiriendo ia existencia de un sistema de transporte activo para metanol. Al parecer 
debido a la alta permeabilidad de la membrana el metanol difunde mas rapido 
cuando es acumulado por las células y por eso es dificil determinar el metanol 
intracelular. Con base en los balances de materia que se realizaron se encontré que el 
metanol intracelular acumulado puede ser mayor que el extracelular. Ademas, la 
acumulacién es mayor cuando se utiliza unicamente metanol como fuente de 
carbono a bajas velocidades de dilucién que en la mezcla con otros sustratos 0 a altas 
velocidades de dilucion (Chu y Papoutsakis, 1987a; Chu y Papoutsakis, 1987b). 

1.2.3 Fermentaciones de mezclas de sustratos en cultivos por lote. 

Reportes previos en cultivos por lote para mezclas de metanol con otros 
sustratos nos proporcionan las siguientes observaciones: 

En cultivos por lote el metanol fue utilizado completamente a concentraciones 
de 10 y 20 g/l, los rendimientos de biomasa fueron muy bajos y conforme aumentaba 
la concentracién de metanol estos fueron disminuyendo, tal vez debido a la pérdida 
evaporativa del metanol. También se observé que la concentracién de metanol por 
arriba de los 20 g/l provoca una disminucién en la actividad de la alcohol oxidasa y 
en la produccién de biomasa debido a la inhibicidn por sustrato. Anteriormente ya se 
habia reportado, para la levadura H. polymorpha, la desaparicién de peroxisomas y 
una reduccién en la actividad de alcohol oxidasa cuando hay exceso de metanol; 
debido a eso se limité el metanol y se busco aumentar la productividad de la 
biomasa adicionando extracto de levadura y/o glucosa al medio base con 10 g/l de 
metanol. El extracto de levadura favorece la produccién de biomasa y la actividad 
especifica de alcohol oxidasa, a una concentracién de 1 g/l con la que se obtuvo la 
maxima actividad especifica de 1290 U/g de biomasa. Concentraciones mas altas 
aumentaron la biomasa pero disminuyeron la actividad especifica, debido al alto 
contenido de carbohidratos solubles en el extracto de levadura. Al adicionar glucosa 
y extracto de levadura se incremento la produccién de biomasa (3 g/l) y también la 
de alcohol oxidasa. La adicién retardada de metanol no aumenta el crecimiento 
inmediatamente porque el metanol se utilizé hasta que todos los carbohidratos 
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solubles se consumieron, incrementando la biomasa pero causando una disminucion 
en la actividad especifica de alcohol oxidasa (Duff y Murray, 1988). 

La regulacion de la sintesis de alcohol oxidasa con mezclas de sustratos 
también ha sido estudiada en la levadura metilotréfica H. polymorpha. En cultivos 
por lote empleando ribosa y metanol se encontré un incremento en la sintesis de 
alcohol oxidasa comparado con ribosa sola (Eggeling y Sahm, 1980; Giuseppin y 
col., 1988), estos estudio concuerdan con otros para mezclas de metanol con otras 
pentosas (D-xilosa, L-arabinosa y D-ribosa) en una relacién de 1.1:1.5 g/l, en 
cultivos por lote y utilizando Pichis pinus. Se encontré que la presencia de estas no 
inhibia la sintesis de las enzimas del metabolismo de metanol. Ademas el metanol no 
afectaba la induccién de las enzimas del metabolismo de las pentosas. Algo 
importante de sefialar es que la actividad encontrada de las enzimas de ambos 
metabolismos era mas baja que la obtenida en levaduras que crecen en estos 
sustratos como unica fuente de carbono. Las pentosas fueron adicionadas al inicio de 
la tase lag partiendo de cultivos crecidos en las diferentes pentosas, donde el tiempo 
de fermentacion varié dependiendo de la pentosa utilizada. Para la D-xilosa y la D- 
ribosa se obtuvo una curva de crecimiento de forma sigmoide, con una fase de 
crecimiento logaritmico. En este caso todo el metanol fue asimilado. Cuando se 
utilizo L-arabinosa, el metanol utilizado sélo fue el 25 % del adicionado al medio, 
mientras que esta pentosa se consumié mas rapido que las otras observandose un 
crecimiento bifasico. En la primera fase logaritmica, con una mayor velocidad de 
crecimiento (0.19 h’), las células utilizan simultaneamente la L-arabinosa y el 
metanol; en la segunda fase logaritmica con una menor velocidad de crecimiento se 
utiliza Gnicamente al metanol ya que Ja L-arabinosa se agota en la primera fase. Estas 
diferencias posiblemente se deban a las diferentes vias de formacion de 
intermediarios que presentan estos compuestos. (Teugyas y Simisker, 1994).: Los 
resultados encontrados en la mezcla de ribosa y metanol concuerdan con los 
obtenidos por Eggeling y Sahm en 1980. En estos estudios se detecté una actividad 
de alcohol oxidasa muy baja, en los sustratos sin metanol esta actividad fue similar 
para todos los sustratos mencionados anteriormente, es decir que a las 
concentraciones ensayadas 0.2-0.4 %, si hay sintesis de la enzima a un nivel basal 
(Eggeling y Sahm, 1980; Teugyas y Simisker, 1994). 

Las observaciones realizadas en cultivos por lote concuerdan con los 
resultados obtenidos en cultivos continuos donde a bajas velocidades de crecimiento 
ambos sustratos se utilizan por completo y a altas velocidades de crecimiento solo es 
metabolizado el sustrato mas facilmente asimilable, por lo que el metanol permanece 
constante ya que no se utilizé. La velocidad de crecimiento a la cual la célula cambia 
la asimilacién de la mezcla de sustratos para utilizar un solo sustrato depende de la 
composicion de la mezcla. 
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En conclusién, para mezclas de glucosa y metanol, los niveles de las enzimas 
asociadas con su conversion dependen de !a composicién de la mezcla y de la 
velocidad de crecimiento ya que es muy complejo el mecanismo de regulacion. 

1.2.4 Modelamiento matematico del metabolismo diduxico. 

Los modelos matematicos han sido ampliamente utilizados para analizar el 
comportamiento de sistemas complejos. En los sistemas bioldgicos es dificil 
construir modelos matematicos por la complejidad inherente de los sistemas vivos. 
Sin embargo la necesidad de mejorar los procesos microbianos para lograr la maxima 
productividad de las sustancias deseadas hace que los modelos sean aplicados 
utilizando técnicas de computacidn y analisis automatico (Nagai, 1979), 

Los modelos matematicos propuestos pueden dividirse en dos grupos: 
estructurados y no estructurados. Los modelos no estructurados apenas implican las 
caracteristicas bioldgicas y fisioldgicas de los sistemas vivos y en consecuencia son 
modelos empiricos 0 descriptivos. Por su parte, los modelos estructurados se dividen 
en dos tipos, 1) modelos en los que se establecen relaciones estequiometricas en base 
a las caracteristicas macroscépicas con respecto al crecimiento, consumo de sustrato, 
respiracién entre otros y 2) modelos que implican caracteristicas microscépicas que 
implican teoria cinética molecular y biologia molecular, estos tltimos resultan muy 
complejos y dificiles de resolver (Nagai, 1979). 

El crecimiento de microorganismos en mezclas de sustratos ya han sido 
estudiados mediante modelos estructurados y no estructurados (Kompala y col., 
1986, Luong, 1987; Turner y col., 1988). 

En el caso de los modelos cibernéticos, éste es un término introducido por 
Ramkrishna y colaboradores y se trata de un modelo estructurado llamado asi porque 
supone que el microorganismo utiliza su maquinaria regulatoria celular para 
conducirse hacia algin objetivo optimo. Por ejemplo, en el caso de metabolismo 
diauxico se introduce una variable que controla la fuente de carbono para los 
diferentes sistemas de sintesis de enzimas, de esta manera el microorganismo 
sintetizara ciertas enzimas al crecer en un determinado sustrato dependiendo de la 
velocidad especifica de crecimiento (Tumer y col., 1988). 

Kompala y colaboradores (1986) propusieron un modelo cibemético que 
posteriormente fue evaluado experimentalmente con éxito para el crecimiento de 
Klebsiella oxytoca en cultivos por lote con mezclas de glucosa, xilosa, arabinosa, 
lactosa y fructosa. Este modelo se basé en la informacién procedente del cultivo en 
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lote de cada uno de los sustratos y resuité adecuado para predecir ef comportamiento 
en las mezclas. Los postulados basicos de acuerdo a estos investigadores son: 

1) En sustratos multiples. en los cuales las velocidades de crecimiento son 
diferentes, los microorganismos prefieren crecer en el sustrato con el que se obtiene 
Ja mayor velocidad: la curva de crecimiento mostrara un comportamiento 
multiauxial. 

2) El crecimiento difiere de la utilizacion simultanea de multiples sustratos (lo 
cual ocurre cuando las velocidades de crecimiento son muy similares) a la utilizacion 
secuencial con periodos lag intermedios. 

3) La velocidad de crecimiento en mezclas de sustratos nunca es mayor a la 
obtenida en los sustratos individuales. 

4) Cuando el microorganismo crece en un sustrato que utiliza lentamente y se 
adiciona un sustrato que utiliza mas rapido, el microorganismo inhibe la actividad de 
las enzimas para el primer sustrato. 

Giuseppin (1989) propuso un modelo de crecimiento y produccion de la 
metanol oxidasa por H. polymorpha para mezclas de glucosa y metanol, donde 
asume una independencia de las vias metabdlicas, y también establece algunas 
suposiciones: 

1) El crecimiento de H. polymorpha en glucosa se describe por la cinética de 
Monod. 

2) El crecimiento de H. polymorpha en metanol se describe por la cinética de 
inhibici6n por sustrato siempre que el metanol que fluye de la célula sea mas alto que 
un valor arbitrario escogido de 99 % del flujo de carbono total; de lo contrario se 
asume una cinética de Monod. 

3) Los coeficientes de rendimiento para glucosa y metanol son constantes e 
independientes. 

4) La velocidad de consumo de glucosa sigue una cinética de Monod. 
5) La velocidad de consumo de metanol en un cultivo en estado estable o casi 

estable sigue una cinética de Monod, o de inhibicién por sustrato de acuerdo al 
punto 2). 

Estos modelos nos permiten obtener una aproximacién al comportamiento 
real del microorganismo, y son de gran ayuda para comprender la fisiologia de estos. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo General 

Determinar las condiciones de fermentacion que maximicen la sintesis de 
alcohol oxidasa por la levadura P. pastoris. 

2.2 Objetivos Particulares 

Establecer las condiciones de ensayo para la enzima alcohol oxidasa en 
medio acuoso. 

Determinar la velocidad de evaporacién de metanol durante la_fermentacién 
con el fin de disefiar una estrategia para su reposicién al medio de reaccién. 

Evaluar y comparar el crecimiento y la produccién de enzima alcohol oxidasa 
de P. pastoris en cultivos por lote utilizando como sustratos glucosa, metanol y una 
mezcla de ambos. 

Mejorar el medio de cultivo para la produccién de alcohol oxidasa de P. 
pastoris, siguiendo un plan factorial. 

Determinar cuales son los componentes que mas influyen en el medio de 
cultivo para la produccién de la enzima alcohol oxidasa. 

Generar un modelo estadistico de produccion de la enzima. 

Comparar los niveles de actividad encontrados en cultivo por lote y continuo. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1 Microorganismo 

Para el desarrollo de este trabajo se utilizo la levadura P. pastoris ATCC 
28485 capaz de producir alcohol oxidasa (EC 1.1.3.13) con actividad especifica de 
37 Ul/mg de proteina (Barzana y col., 1989). La cepa siempre se manejo en 
condiciones asépticas 

3.1.1 Pureza de la cepa 

Para comprobar la pureza de la cepa, ésta se sembré en placas con agar YM, 
mediante la técnica de estria cruzada y se incubé a 30°C, durante 48 horas. 
Transcurrido este tiempo, se observé la morfologia colonial y microscopica. También 
se realizo una tincién de gram para comprobar que no hubiera contaminacién con 
otro microorganismo. De las colonias aisladas se realiz6 la propagacion de la cepa en 
placas con medio YM. 

3.1.2 Conservacién de la cepa. 

La cepa se conservé en placas con agar YM bajo condiciones de refrigeracién 
(4°C). Las resiembras se realizaron cada tres meses. 

3.2 Composicién del medio de cultivo. 

La composicién del medio de cultivo base utilizado en los diferentes sistemas 
fermentativos se presenta en la Tabla 1, de acuerdo a lo informado por Duff y 
Murray, 1988. La esterilizacién de los medios de cultivo se realizé en un autoclave a 
121 °C durante 20 minutos. La adicion del metanol en condiciones asépticas se llevo 
a cabo cuando el medio ya estaba frio. El medio de fermentacion solo varia en la 
composicién de la fuente de carbono con diferentes proporciones de glucosa y 
metanol. 
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3.3 Preparacién del indéculo. 

EI inéculo se generé en matraces con el medio de cultivo apropiado, es decir 
que la fuente de carbono fue la misma para el indculo y para la fermentacion, en el 
caso de los experimentos factoriales todos los indéculos se realizaron con metanol. Se 
emplearon matraces Erlenmeyer de 500 ml con un volumen de operacion de 150 ml, 
los matraces se inocularon con asadas de una colonia de la levadura obtenida de una 
caja de Petri mantenida en refrigeracién, inmediatamente después se midid la 
absorbencia la cual, después de hacer la dilucién adecuada, fue de aproximadamente 
2 umidades. Los matraces se incubaron a 30 ©C y con agitacién a 150 r.p.m en una 
incubadora Innova 4330 (New Brunswick Scientific). Para el inéculo con glucosa se 
dejaron transcurrir 12 horas y para el metanol alrededor de 30 horas, tiempo en el 
cual las células se encuentran en la fase exponencial y con una concentracién similar 
de aproximadamente 5 g de biomasa/l, de tal manera que la concentracién celular 
inicial en el fermentador fue proxima a 0.25 g de biomasa /I. 

Tabla 3.1. Medios utilizados para mantenimiento, indculo y fermentacién de 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

              

P. pastoris. 

Compuesto Mantenimiento Inéculo Fermentacién 

(g/l) (g/) (g/)) 
KH,PO, 2.6 
K HPO, 3.2 17.4 1.74 
Acido citrico 0 6.95 0.695 
(NH,)2SO; 1.5 3.0 3.0 
MgSO,.7H2,0 03 03 0.3 
FeSO,.7H,O0 1x107 1x10 1x10” 
CuSQ,.5H,O 5x10° 5x10° 5x10* 
H;BO; 1x10” 1x10” 1x10” 
MnSO,.H,O 1x10” 1x10” Ix10° 
ZnSQ4.7H,0 7x10" 7x107 7x10 
NaMoO,.2H,O 1x10” 1x10” 1x10” 
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3.4 Equipo utilizado 

3.4.1 Fermentadores 

Para jos cultivos por lote se empleo un fermentador Bioflo IIc (New 
Brunswick Scientific Co.), con capacidad nominal de 6 litros, controles automaticos 
de temperatura, pH, espuma y oxigeno disuelto, con bombas peristalticas integradas 
para la adicion de nutrientes, Acido, alcali y antiespumante. Ademas se emplearon 
los siguientes aditamentos: 

* Filtro de aire con un tamario de poro de 0.2 um para evitar contaminacién del medio. 
¢ Muestreador automatico MX-3 (New Brunswick Scientific. Co.). 
¢ Tanques de suministro de nutrientes. Alcali, Acido y antiespumante. 

Para el sistema de cultivo continuo se empled un quimiostato (New 
Brunswick Scientific Co.) con una capacidad nominal de | litro, con control 
automatico de temperatura y pH. Los aditamentos auxiliares fueron los siguientes: 

Bombas peristalticas (Cole-Palmer Instrument Co. MOD WZIROS7) 
Filtros de aire (Whatman con tamatio de poro de 0.25 ym). 
Flujémetro 

Bajio para el control de temperatura 
Potenciometro para el control de pH. 
Tanques de suministro de nutrientes con capacidad de 13 litros. 
Tanques de | litro para dlcali y antiespumante. 

3.5 Sistemas fermentativos 

La cinética de fermentacion se siguid en los cultivos por lote y en los 
continuos. 

El volumen de operacién para los cultivos por lote fue de 3 litros y para el 
cultivo continuo de 400 ml, en todos los casos el control de pH se realiz6 por la 
adicion de Na,CO; al 5 % (w/v) o HClal 5 % (v/v), y para el control de espuma se 
utilizo una suspensién de antiespumante de silicén al 10 % (v/v). La adicion de 
medio fresco estéril se ajusté de acuerdo a la velocidad de dilucién deseada en el 
caso de los cultivos continuos. Las condiciones generales de operacién de los 
cultivos se presentan en la tabla 4.2. 
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Tabla 3.2 Condiciones generales de operacién 

  

  

Variable Valor 

pH 5.5-6.0 

Temperatura 30°C 
Agitacion 300 rpm 

Aireacion l vvm       

E] cuitivo continuo tuvo como precedente un cultivo por lote con un medio 
de cultivo similar al que se utilizaria en el continuo; se manejaron diferentes 
velocidades especificas de crecimiento las cuales son iguales a las velocidades de 
dilucién de acuerdo a la teorfa del cultivo continuo. La muestra se recolecté después 
de tres tiempos de residencia para asegurarse que el cultivo se encontraba en estado 
estable. 

3.6 Métedos analiticos 

Todas las muestras de fermentacion recibieron el tratamiento que se presenta 
en la figura 3.1. Las determinaciones se realizaron por triplicado, los métodos 
analiticos empleados se describen a continuacion. Para la determinacién de sustrato 
residual y actividad de alcohol oxidasa 4 ml de la muestra se centrifugaron a 5,000 
r.p.m. durante 10 minutos separando el sobrenadante al cual se le determind glucosa 
y metanol residuales; al paquete celular se le determind actividad de alcohol oxidasa 
por cromatografia de gases. 

3.6.1 Determinacién de la concentracién celular 

Durante la fermentacién se realizé una estimacién del crecimiento por 
densidad dptica del medio, leyendo la absorbencia a 610 nm y el crecimiento celular 
se cuantificé por la estimacién del peso seco de la masa celular. 

Procedimiento: la suspension celular (3 mililitros) se filtré a través de una 
membrana de nylon puesta previamente a peso constante utilizando un “kit” de 
filtracion, posteriormente el paquete celular depositado en la membrana se lavé tres 
veces con agua destilada con el fin de eliminar residuos del medio de cultivo y 
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finaimente la membrana se colocd en una estufa a 80 °C hasta peso constante. La 
concentracion celular se estima por diferencia de pesos. 

  

  

Determinacién de la 

concentracion celular: 

* Turbiedad (610 nm) 
* Peso seco     

  

MUESTRA 

      

| 
  

  

Centrifugacion 

5000 rpm. 10 min. 
    

! 
fo 
  

Sobrenadante 
    

Paquete celular 

      

| 
  

Determinacién de 

sustratos residuales: 

* Glucosa (DNS). 

* Metanol (Cromatografia 
de gases)   

  

  
Lavar con buffer de 

fosfatos | mM, pH 7.5     

      

  

Determinacién de 

actividad enzimatica de 

alcohol oxidasa por 

cromatografia de gases     

Figura 3.1 Procesamiento de las muestras de fermentacion. 
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3.6.2 Determinacién de azicares reductores 

Se utilizé el método descrito por Bernfeld en 1951 (Worthington, 1972). 

Fundamento:\os grupos reductores son cuantificados por la reduccion del 
acido 3,5.dinitrosalicilico. La concentracioén de acido nitroaminosalicilico formado 
se determina colorimetricamente. 

Reactivos: reactivo de DNS: | gramo de acido 3,5-dinitrosalicilico se disolvié 
en 20 ml de NaOH 2N y 50 ml de agua, se afiadieron 30 gramos de tartrato de sodio 
y potasio y se llevé a un volumen de 100 ml. 

Procedimiento: a 0.5 ml de la muestra problema se le adicioné 0.5 mi del 
reactivo de DNS, la mezcla se colocé en bafio Maria a ebullicion durante 5 minutos. 
Posteriormente se dejo enfriar y se le adicioné 5 ml de agua destilada. Se leyo la 
absorbencia a 540 nm. Se utilizaron los testigos de concentracién adecuados y el 
espectrofotometro se ajusté con un blanco de reactivos. 

3.6.3 Determinaci6n de metanol 

E! metanol residual se determind por cromatografia de gases. El cromatégrafo 
de gases utilizado fue un Hewlett Packard 5890 Series IL La instrumentacion del 
CG fue la siguiente: 

1) La columna utilizada fue WCOT de silica fundida, con fase estacionaria CP- 
Wax-52 CB. 

ii) Computadora Hewlett Packard como integrador. 
tit) Interfase. 
iv) Tanques de gas para cromatografia de gases de oxigeno, nitrégeno e hidrégeno. 

Se utilizaron otros aditamentos como: jeringas Hamilton de 10 ul y sonicador 
Branson 2200. 

Condiciones cromatograficas manejadas: 
* Temperatura de detector, 250 °C. 
* Temperatura de inyector, 170 °C. 
* Temperatura del horno, 90 °C. 
* Flujo de nitrégeno como gas acarreador, 100 ml/min. 

Se inyecté un volumen de 1 yl en todos los casos y por triplicado. La 
determinacion de metanol se realizé por la técnica de estandar externo realizando 
una curva patron de concentracién contra area bajo la curva de acuerdo a los 
cromatogramas obtenidos. El valor del area de las muestras se extrapola en la curva. 
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3.6.4 Determinacién de actividad de alcohol oxidasa 

Fundamento: la determinacion de ta actividad enzimatica se basa en la 
cuantificacion del acetaldehido producido por la oxidacion del etanol con alcohol 
oxidasa, de acuerdo a la siguiente reaccion: 

alcohol oxidasa 

CH3-CH2-OH + O, CH3- CHO + H,0, 

Procedimiento: para determinar la actividad de alcohol oxidasa el paquete 
celular fue lavado extensamente con buffer de fosfatos | mM, pH 7.5 y 
posteriormente resuspendido al volumen original. Se tomé | ml de la muestra para la 
reaccion, la cual se realizé en un vial sellado de 1.5 ml para evitar la fuga tanto de 
sustrato como de producto. Se utilizé etanot como sustrato, la concentracion final 
del sustrato en el vial fue de 50 mM. EI vial una vez seilado se colocé en un bafto 
Maria a 25 °C con agitacién. El producto de la oxidacién del etanol fue el 
acetaldehido el cual fue cuantificado a diferentes tiempos a! igual que la 
desaparicién de sustrato por cromatografia de gases de acuerdo a lo referido en el 
punto anterior. De igual forma se hicieron curvas patron de acetaldehido y etanol. 

Una unidad de actividad de alcohol oxidasa se define como la cantidad de 
enzima necesaria para producir 1 pmol de acetaldehido por minuto bajo las 
condiciones de ensayo. Dividiendo esta actividad entre el peso seco de la biomasa 
obtenemos la actividad especifica de alcohol oxidasa [U/g de biomasa]. 
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4, RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1 Determinaci6n de fas condiciones del ensayo enzimatico. 

Para la determinacion de la actividad de alcohol oxidasa en las muestras de 
fermentacion se realizo una cinética enzimatica empleando el paquete celular que 
contiene la enzima alcohol oxidasa, con el fin de conocer las condiciones mas 
adecuadas para el ensayo enzimatico. Se utilizd el paquete celular de Ia levadura P. 
pastoris la cual se cultivo en el medio de Murray tanto en presencia como en 
ausencia de extracto de levadura (1g/l). De acuerdo a lo reportado por Duff y 
Murray (1988) su adicién aumenta la produccién de biomasa y la actividad 
especifica de alcohol oxidasa. En ambos medios la fuente de carbono fue metanol 10 
g/l. Las células se cosecharon a las 40 horas de cultivo y se lavaron dos veces con 
buffer de fosfatos | mM, pH 7.5 y se procedié al analisis. 

Por otra parte debido a que en algunos reportes se indica que para el ensayo de 
la actividad de alcohol oxidasa en el paquete celular es necesario permeabilizar la 
pared celular o bien romper la célula (Eggeling y Sahm, 1980; Giuseppin y col., 
1988; Duff y Murray, 1988; van der Klei y col, 1991), se realizaron experimentos 
previos a la cinética enzimatica para determinar la pertinencia de estos tratamientos 
preparativos para el andlisis en cromatografia de gases. 

4.1.1 Permeabilizacién de la pared celular. 

Se utilizé una solucién de la enzima liticasa (SIGMA Chemical Co.) de 2 
mg/ml en buffer tris-HCI pH 7.5 para permeabilizar las células dada su alta actividad 
en levaduras. Para comprobar que realmente la liticasa ataca la pared celular se 
realizaron ensayos de actividad con un método colorimétrico modificado, basado en 
el ensayo de la enzima peroxidasa (Childs y Bardsley, 1975; Pitter y Becker, 1983). 

Este método modificado fue desarrollado por Herzberg y Rogerson (1985) 
acoplando las enzimas alcohol oxidasa y peroxidasa y nos indica visualmente si 
hubo reaccion. El H2O, producido por la primera enzima (en este caso contenida en 
el paquete celular) al degradar el metanol es utilizado para oxidar al compuesto 
cromogeno ABTS  (2,2’-diazino-(3-etilbenzotiazolino-6-acido sulf6nico)] en 
presencia de peroxidasa (la cual se agrega a la muestra como reactivo), 
desarrollandose un color verde el cual se cuantifica 15 minutos después a 420 nm. 
Se realizaron pruebas con las células tratadas con enzima liticasa a diferentes 
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tiempos de incubacién a 30 °C en bafio metabolico y también se corrieron testigos 
de reactivos sin células y con células enteras. Los resultados de esta experiencia se 
muestran en la tabla 4.1. 

Tabla 4.1 Ensayo de actividad con el método de la alcohol oxidasa-peroxidasa. 

  

  

  

    

Muestra Buffer de | Sol. liticasa | Incubacién | Sol.de ABTS | As 620nm 
[ul] fostatos {2 mg/ml] [min] [ul] [Promedio] 

[ul] 
- 200 1800 30 2500 0.0 

200 200 - 30 2500 0.0 
200 200 1800 30 2500 0.452 

- 200 1800 60 2500 0.0 
200 200 - 60 2500 0.0 
200 200 1800 60 2500 0.72 

- 200 1800 90 2500 0.0 
200 200 - 90 2500 0.0 
200 200 1800 90 2500 0.95             

La solucién de ABTS contiene aparte del compuesto cromogeno la enzima peroxidasa y el metanol, 
los cuales se disuelven en buffer de fosfatos 100 mM pH 7.5. Este reactivo se prepara al momento 
de usarse. 

En Ia tabla 4.1 se observa que a mayor tiempo de incubacion con la enzima 
liticasa hay un aumento del color y para los testigos la reaccién fue negativa. Es 
importante remarcar que el testigo con células enteras no desarrollé color, lo que 
indica que la solucién de enzima liticasa si atacé la pared celular, y ademas que al 
aumentar el tiempo de incubacién con esa concentracién de enzima hay una mayor 
permeabilizacion de la pared. 

Es importante sefialar que este método colorimétrico fue empleado solamente 
para comprobar la permeabilizacién de la pared celular con liticasa, debido a que se 
requeria determinar si este tratamiento era necesario para el andlisis de actividad de 
alcohol oxidasa por cromatografia de gases ya que el método colorimétrico para 
actividad resulta laborioso y tardado. 

De esta manera se midié por cromatografia de gases el acetaldehido, producto 
de ia oxidacién del etanol por la alcohol oxidasa del paquete celular, el cual se 
empleé después de tratarlo con liticasa y sin tratar. El tiempo de ensayo enzimatico 
fue de 15 minutos a 25 °C (Barzana y col., 1989). En la figura 4.1 se compara la 
produccién de acetaldehido, medido por cromatografia de gases, con células tratadas 
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con liticasa y sin liticasa a una misma concentracion celular. Podemos observar que 
no hay una gran variacion entre los tratamientos para los tiempos probados por lo 
que se procediO a realizar la cinética enzimatica y los ensayos enzimaticos 
posteriores con las células sin permeabilizar, lavandolas unicamente con buffer. 

4.00 + 

3.50 x 

3.00 + 

>
 

2.50 4 

2.00 } x % a 

1.50 x "4 

1.00 } x 

Ac
et
al
de
hi
do
 
[m
M]
 

0.50 x 

0.00   

0 10 20 30 40 50 60 

Tiempo (min] 

ACon liticasa, 30 min y Sin liticasa 

Figura 4.1 Produccién de acetaldehido por alcohol oxidasa. 
Comparacién de fos tratamientos efectuados a las células. 

4.1.2 Cinética enzimatica. 

Se realizé la cinética enzimatica para determinar la concentracion de sustrato 
mas adecuada para el ensayo enzimatico, para lo cual se manejaron diferentes 
concentraciones de etanol, las condiciones de temperatura y tiempo de ensayo se 
conservaron. En la figura 4.2 se presenta el comportamiento de la velocidad 
especifica de reaccidn para alcohol oxidasa en el medio Murray con y sin extracto 
de levadura. Observamos que en ambos casos se obtiene un comportamiento tipo 
Michaelis-Menten con una ligera inhibicién por exceso de sustrato. La 
concentracién del paquete celular en el ensayo se varié de 0.34 a 0.70 mg de 
biomasa/ml, presentandose actividades especificas entre 167.6 y 170.7 U/g de 
biomasa, valores muy similares para el intervalo de concentraciones de muestra 
probadas. 

Los valores de vmax y de Km, obtenidos empleando la expresién grafica de 
Lineweaver y Burk se presentan en la tabla 4.2; se puede observar que el valor de 
Km concuerda con el obtenido en fase acuosa para otros trabajos, no asi el valor de 
vmax ya que el obtenido por Barzana y col. (1989) fue con la enzima comercial de 
P. pastoris. 
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Figura 4.2 Efecto de la concentracién de sustrato en la actividad 
especifica de alcohol oxidasa en Medio Murray con metanol al 10 

g/l,15 min de ensayo a 25 °C. 

Tabla 4.2 Valores de vmax y Km obtenidos con los dos medios. 

vmax Km 
Medio de cultivo [U/g de biomasa] | [mM etanol] 

Medio Murray con 150 19 
extracto de levadura 
Medio Murray - sin 180 12 
extracto de levadura 

Barzana y col., 1989 1160° 10.8           

a=unidades de actividad enzimatica [U/g de alcoho! oxidasa] 

De acuerdo a los resultados obtenidos se decidio utilizar la concentracién de 
60 mM de etanol para efectuar los ensayos de actividad de alcohol oxidasa, 
concentracién con la que se asegura obtener la vmax de la enzima en el paquete 
celular. Por otra parte se observa que estos resultados contradicen lo obtenido por 
Duff y Murray (1988) los cuales encontraron mayor actividad especifica con el 
medio que contenia extracto de levadura. En este trabajo la actividad especifica fue 
menor en las células crecidas en el medio con con este compuesto, pero es 
importante sefialar que el aumento en la actividad especifica conseguido por Duff y 
Murray (1988) al adicionar extracto de levadura no fue muy grande comparado con 
el medio sin extracto de levadura. Fue en el crecimiento donde estos Investigadores 
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obtuvieron el mayor incremento y por ende en la actividad total. Por lo tanto a pesar 

de que con el medio Murray sin extracto de levadura se obtiene una velocidad 
especifica ligeramente mayor de la enzima alcohol oxidasa. se selecciond el medio 
con extracto de levadura ya que en éste se obtuvo una mayor cantidad de células y, 
por ende, de actividad volumétrica (UA) lo cual coincide con lo informado por Duff 
y Murray (1988). 

4.2 Determinacién del metanol evaporado 

En trabajos anteriores se reportaron bajos rendimientos de biomasa a causa de 
las pérdidas por evaporacion (Faust y Sitting, 1977; Duff y Murray, 1988; Chu y 
Papoutsakis, 1987). Se realizaron testigos utilizando el medio de cultivo con 5 y 10 

g/l de metanol pero sin inocular y bajo las condiciones de operacién que se seguirian 
en las fermentaciones (agitacion, temperatura, pH y aireacién). De esta forma se 
midio la cantidad de metanol evaporado al monitorear el metanol en el medio y con 
esto se pudo conocer la cantidad real de metanol consumido por el microorganismo. 
Los resultados de !a cinética de metanol residual en el medio se presentan en la 
figura 4.3. 

Se observa que la evaporacion es lineal y que aproximadamente a las 44 horas 
se pierde la mitad del metanol adicionado originalmente. La pendiente de la recta 
corresponde a la velocidad de evaporacion del metanol, para 5 g/1 fue de 0.066 g de 
metanol/l*h y para 10 g/l de 0.1 g de metanol/I*h. 

Se encuentra que existe una diferencia en las velocidades de evaporacién para 

ambas concentraciones bajo las mismas condiciones de operacion, esto se debe a la 
diferencia de concentracién del metanol en la solucién ya que entre mds metanol 
haya en el medio se vera favorecida su evaporacion por la aereacion. La aereacion 

favorece la evaporacién del medio, arrastrando moléculas de agua y metanol, no hay 

un equilibrio entre la fase liquida y el aire ya que el sistema en el que se trabajo es 
abierto y se pierde metanol a pesar de que en la salida habia una trampa para 
condensar los vapores. 

Una vez comprobado que el metanol se perdia en el sistema, se procedié a 
reponer el metanol evaporado adicionandolo con una bomba peristaltica a un flujo 

determinado de acuerdo a la velocidad de evaporacién obtenida. Para lo anterior se 
realizé un segundo testigo igual al anterior pero ahora adicionando el metanol 
evaporado y monitoreandolo en el medio de cultivo. En la figura 4.4 se presentan los 

resultados obtenidos. Se observa que la tasa de adicién de metanol fue la adecuada 

ya que la concentracién permanece practicamente constante para los valores de 5 y 
10 g/l. 
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Figura 4.3 Cinética de evaporacion de metanol. 
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Figura 4.4 Monitoreo en el medio de cultivo at adiclonar 
el metanol evaporado, para las concentraciones de 5 y 10 gil 
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4.3 Comportamiento cinético de Pichia pastoris en cultives por lote 

Se llevaron a cabo cinéticas de fermentacion en cultivos por lote utilizando 
como fuente de carbono: metanol, glucosa y una mezcla de ambos. Estos 
experimentos se realizaron para determinar el comportamiento cinético de Pichia 
pastoris en los diferentes sustratos y de esta forma tenerlos como base de 
comparacion para los siguientes experimentos. 

4.3.1 Fuente de carbono: Glucosa 

4.3.1.2 Biomasa y sustrato residual. 

La concentracién de glucosa utilizada fue de 10 g/l sin extracto de levadura. 
La variacion de biomasa y glucosa residual con respecto a la edad del cultivo se 
presenta en la figura 4.5. Se aprecia una curva de crecimiento tipica, practicamente 
sin fase de adaptacién ya que la glucosa se empieza a asimilar rapidamente poco 
después de adicionar el indculo crecido en glucosa _y la fase estacionaria se alcanza 
aproximadamente a las 12 horas. La concentracion celular maxima fue de 3.7 g de 
biomasa/I y el rendimiento celular, Yx/s= 0.37. En lo que respecta a la glucosa, ésta 
se consumié répidamente y su consumo total coincide con el inicio de la fase 
estacionaria. También se realizaron algunos ensayos de actividad de alcohol oxidasa 
los cuales resultaron negativos. 

  12 wet _ =e | Li 1.0 1% x | 
| oo : o, x 

os+ °xX = 
5 é 0.0 3 

  

0 § 10 15 20 25 30 35 40 
Tiempo [h] 

xXBiomasa, x @Glucosa 

Figura 4.5 Cinética de biomasa y consumo de sustrato 
Fuente de carbono: Glucosa 10 g/l. 
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4.3.2 Fuente de carbono: Metanol 

La concentracién de metanol utilizada fue de 10 g/l adicionandose extracto 
de levadura en una concentracion de | g/l para lograr un incremento en la biomasa. 
Se fij6 esa concentracion debido a que a altas concentraciones de metanol se inhibe 
el crecimiento de las levaduras metilotroficas, probablemente por el exceso de 
peroxido de hidrégeno y formaldehido producidos por la alcohol oxidasa en el 
primer paso de oxidacion de metanol (Veenhuis y col., 1983: Duff y Murray, 1988). 
En los trabajos realizados por Duff y Murray (1988) se realizaron cultivos por lote 
con concentraciones de metanol entre 10-50 g/l y solo en los cultivos con 
concentraciones iniciales de 10 y 20 g/ se pudo metabolizar completamente el 
sustrato y ademas en estas concentraciones los rendimientos de biomasa y la 
actividad especifica no variaron en forma considerable. La estrategia utilizada por 
estos autores para incrementar la concentracién de metanol, y que Ja levadura lo 
pudiera metabolizar, fue la adicién por pulsos. Como lo que se deseaba en este 
experimento era tener una cinética en un cultivo por lote tradicional sin 
alimentacion se escogié la concentracién de 10 g/l. 

4.3.2.1 Biomasa y sustrato residual 

La cinética de crecimiento y consumo de sustrato se presenta en la figura 4.6. 
Se puede apreciar una curva de crecimiento tipica en la cual la fase de adaptacién es 
cercana a 10 horas, a pesar de que la fermentacion partié de un indculo crecido en 
metanol. La fase estacionaria no se observa claramente ya que hay un aumento de 
biomasa entre las 45 y 50 horas y posteriormente hay una disminucién de la biomasa 
que permanece constante. 

La concentracion celular maxima fue de 3.8 g biomasa/, y el rendimiento 
celular es de aproximadamente Y,,,.= 0.34, este rendimiento no es exacto ya que se 
adicioné metanol de mas porque se mantuvo constante la adicién con la velocidad 
de evaporacién correspondiente a 10 g/y no se hizo la correccion cuando ya habia 
5 g/l por lo que se adicioné cerca de | g/l de mas. En la figura 4.6 también se obseva 
que la fuente de carbono se consumi6 totalmente cerca de las 40 horas. 

En la tabla 4.3 se presentan los parametros cinéticos calculados en este 
trabajo a partir de los datos obtenidos en glucosa y metanol y se comparan con los 
reportados en la bibliografia. Se observa que el rendimiento de biomasa en metanol 
fue muy parecido al obtenido con glucosa debido a la presencia del extracto de 
levadura el cual favorece el crecimiento ya que contiene sales y vitaminas que 
pueden favorecer reacciones metabdlicas; la [mix eS mayor en glucosa que en 
metanol ya que el microorganismo crece mas rapido en el primero. 
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Figura 4.6 Cinética de biomasa y consumo de metanol. 
Fuente de carbono: Metanol 10 g/l 

Tabla 4.3 Pardmetros cinéticos obtenidos en glucosa y metanol 

  

  

  

  

Pardmetro | pmax [h'] Yus Microorganismo y fuente 

Glucosa 0.22 0.4 Este estudio 
0.51 0.55 H polymorpha (Egli y col., 1986) 
0.52 0.52 H. polymorpha (Giuseppin y col, 1988) 
0.61 H. polymorpha (Brinkmann y Babel, 1992) 

Metanol 0.17 0.38 Este estudio 
0.18-0.19 |0.37-0.39 |. polymorpha (Egli y col., 1986) 
0.21 0.42 H. polymorpha (Giuseppin y col., 1988) 
0.21 H. polymorpha (Brinkmann y Babel, 1992) 

0.18 P. pastoris (Duff y Murray, 1988) 
0.12 P. pinus (Teugyas y Simisker, 1994)           
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Los valores experimentales de tm, obtenidos en este trabajo son muy 
parecidos a los reportados en metanol. mientras que para glucosa los valores 
obtenidos de max Y Yws fueron mas bajos, posiblemente debido a que no se adiciond 
extracto de levadura, compuesto que contiene nutrientes importantes para el 
crecimiento, ya que en la mayoria de los trabajos revisados se adicionan vitaminas al 
medio. 

4.3.2.2 Actividad de alcohol oxidasa 

La actividad de la enzima alcohol oxidasa se presenta en la figura 4.7, en la 
cual se obtuvo una curva muy parecida a la obtenida para el crecimiento. Se 
presenta un aumento exponencial de la actividad alcanzandose un maximo de 
aproximadamente 900 U cerca de las 35 horas de fermentacién, seguido de un 
descenso ligero en la actividad. La actividad de la enzima por volumen de medio fue 
de 300 UA, valor que se encuentra muy por debajo del obtenido por Duff y Murray 
(1988) de 1162 UA, esta diferencia, puede deberse al método de determinacion de 
actividad, ya que ellos realizan la reaccién en presencia de exceso de oxigeno y 
ademas disminuyen el pH hasta 6 para liberar el acetaldehido producido lo cual no 
se realizo en este estudio. 

En la figura 4.8 se aprecia la actividad especifica de la alcohol oxidasa en el 
paquete celular, esta grafica nos indica en realidad un rendimiento de enzima con 
respecto a la biomasa, obteniendo el rendimiento maximo cerca de las 18 horas con 
un valor de 200 U/g biomasa, valor muy bajo comparado con el obtenido por Duff y 
Murray (1988) de 1290 U/g biomasa. 

En la figura 4.9 se presenta la velocidad especifica de sintesis de alcohol 
oxidasa (qp) en funcién de la velocidad especifica de crecimiento (), cuando la 
levadura se cultivé en metano!, se observa que son directamente proporcionales ya 
que se obtuvo una linea recta lo cual indica que a bajas velocidades especificas de 
crecimiento hay menor velocidad de sintesis de enzima y a altas  habra mayor 
sintesis de enzima. Lo anterior nos indica que el crecimiento y por lo tanto la 
utilizacién del metanol estan relacionados directamente con la sintesis de la enzima, 
comportamiento esperado al ser la alcohol oxidasa la primera enzima involucrada en 
la oxidacion del metanol (Schigerl, 1987). 
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Figura 4.7 Actividad de alcohol oxidasa. 
Fuente de carbono: Metanol 10 gil. 

250 

200 - t 

zt 
150 + i t™ z 

~ = 
- i z 

100 + == t — 
£ Wem eet 

§0 + 

0 t T T T T 
0 10 20 30 40 50 60 

Tlem po [h] 

Figura 4.8 Actividad especifica de alcohol oxidasa. 
Fuente de carbono: Metanot 10 gil. 

43



| 

RESULTADOS Y DISCUSION 

35   

30 

    

= = 25} 

é & 20 

2 ° Q 
ss 2 15 ° 
2 a 10 5 

6 
5 eo? 

0 
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 

Velocidad especifica de crecimiento, » {1/h] 

Figura 4.9 Velocidad especifica de sintesis de alcohol oxidasa 
en metanoi. 

4.3.3 Fuente de carbono: Mezcla de glucosa y metanol. 

En esta fermentacién se utilizo una mezcla de glucosa y metanol a una 
concentracion de 10 g/l cada uno; se partié de un cultivo con glucosa al cual se le 
adicion6 el metanol antes de su consumo total. De esta forma, la adicién de 10 g/l de 
metanol se hizo a las 10 horas, en las que se tenia una concentracion de glucosa de 
aproximadamente 4 9/1. 

4.3.3.1 Biomasa y sustrato residual. 

Los resultados de la biomasa y sustrato residuales en la mezcla se muestran 
en la figura 4.10. El crecimiento presenta una clara transicién cerca de las 16 horas 
en las cuales la pendiente de la curva de crecimiento decae de manera notable. Esto 
refleja la mayor afinidad de la levadura por la glucosa. Es importante hacer notar 
que el incremento en biomasa después de las 20 horas fue de cerca de 12 g 
biomasa/l. En la misma figura se muestra tanto el consumo de glucosa como de 
metanol, la glucosa se agoté totalmente a las 14 horas siendo la primera en 
asimilarse, El metanol es consumido totalmente a las 40 horas, 30 horas después de 
su adicion.
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Figura 4,10 Cinética de crecimiento y sustratos residuales. 
Sustratos: Glucosa 10 g/l : Metanol 10 g/l 

Evidentemente al presentar la glucosa una velocidad de crecimiento mayor 
(u= 0.22 h’') fue metabolizada primero, seguida del metanol. Trabajos realizados 
(Eggeling y Sahm, 1980; Egli y col., 1986; Kompala y col., 1986; Giussepin, 1989; 
Bryers y Yeh, 1990) indican que muchos microorganismos emplean dos diferentes 
estrategias para hacer frente a las mezclas binarias de sustratos. Es conocido que 
bajo condiciones de crecimiento con suficiente nutriente, como es el caso de los 
cultivos por lote, los sustratos son utilizados secuencialmente, se metaboliza primero 
el sustrato con el que el microorganismo crece mas rapido, es decir que ocurre un 
crecimiento diauxico. Bajo condiciones de limitacién de sustrato, caso del cultivo 
continuo, los dos sustratos son utilizados simultaneamente a bajas velocidades de 
dilucién y se describe como “crecimiento en mezcla de sustratos” (Egli y col., 
1986). 

En este estudio no se observa muy claramente la diauxia ya que después de 
agotada Ja glucosa empieza a haber un incremento muy pequefio en la biomasa pero 
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no se observa otra curva sigmoide como era de esperarse. ademas de que la 

velocidad especifica de crecimiento es muy baja (u=0.035 h’'). 

En lo que respecta al metanol este se consumid totalmente cerca de las 40 

horas pero no se reflejo en el incremento de biomasa, por lo que el rendimiento fue 

muy bajo (Y=0.15). Es importante sefialar que el metanol se empieza a asimilar aun 

antes de que la glucosa se agote. Algunos estudios indican que el metanol es 

acumulado por las células, especificamente en los trabajos realizados por Chu y 
Papoutsakis. (1987a y 1987b), en los que se trabajo con Methylomonas L3 en 
cultivos continuos con adicién de metanol para inducir estados transitorios rapidos, 

se encontro que después de agregar los pulsos de metanol este desaparecia no por el 

fendmeno de evaporacién sino que era acumulado en las células, aparte de este 

fendmeno de acumulacion de metanol, los autores sugieren la existencia de un 

sistema de transporte activo para metanol. Al parecer la acumulacién de metanol fue 

mucho mas alta cuando se utilizo solamente metanol como sustrato y a bajas 

velocidades de dilucién que cuando se utilizé la mezcla con glucosa. También se 

sugiere que debido a la alta permeabilidad de la membrana el metanol difunde mas 
rapido cuando es acumulado por las células y la oxidacion del metanol no puede ser 

desacoplada de este sistema (Chu y Papoutsakis, 1987a; Chu y Papoutsakis, 1987b). 

Por otra parte es posible que se este formando otro producto el cual no fue detectado 
por cromatografia de gases, este producto puede ser formaldehido, aunque también 

es posible que haya habido limitacion por algun nutriente que se agotd antes de 
poder aprovechar al metanol. 

4.3.3.2 Actividad de alcohol oxidasa 

En las figuras 4.11 y 4.12 se presentan la actividad total y la actividad 
especifica de alcohol oxidasa, respectivamente, en funcion de la edad del cultivo. 

Aunque el perfil de actividad no esta suficientemente definido, la tendencia 

es de tipo campana. Podemos ver que la actividad de alcohol oxidasa se presenté 

cerca de las 15 horas y se fue incrementando hasta alcanzar un maximo de actividad 
total de 390 U y 25 U/g biomasa de actividad especifica a las 25 horas, seguido de 

un descenso en la actividad y una posterior etapa estacionaria, estos valores son muy 

bajos comparados con los obtenidos por Duff y Murray (1988) con 10 g/l de 

metanol, 5 g/l de glucosa y 2 g/l de extracto de levadura, con 1845 U/g biomasa y 
4200 UA. 
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La actividad de alcohol oxidasa se presenta cerca de las 15 horas, 
inmediatamente después de que se acaba la glucosa. lo cual puede resultar engafioso 
al suponer que la sintesis de alcohol oxidasa se ve reprimida por la presencia de 
glucosa como se informa en trabajos anteriores (Sahm, 1977: Veenhuis y col, 
1983). Se logro detectar actividad después de agregado el metanol (10 h) pero ésta 
no pudo ser cuantificada con la técnica empleada en este trabajo. 

Esta disminucion en la actividad de la enzima alcohol oxidasa en mezclas de 
metanol y glucosa ya habia sido reportada anteriormente (Eggeling y Sahm, 1980; 
Duff y Murray, 1988; Brinkmann y Babel, 1992: Teugyas y Simisker, 1994). 

En el caso de esta fermentacion el descenso en la actividad no se debié a la 
presencia de glucosa ya que esta ya habia sido consumida totalmente, esta 
disminucion a pesar de haber metanol esta relacionada con el crecimiento tan bajo 
que se obtuvo ya que de acuerdo a los resultados obtenidos en la fermentacion con 
metanol como unica fuente de carbono, la sintesis de la enzima estaba relacionada 
directamente con la velocidad de crecimiento, de esta manera tenemos que después 
de las 20 horas la velocidad especifica de crecimiento fue muy baja casi cercana a 
cero por lo que la actividad enzimatica también disminuyé. Ahora bien el hecho de 
que la actividad permanezca constante después de desaparecido el metanol del 
medio confirma que este puede ser acumulado en las células y por eso se mantiene la 
actividad. Es importante sefialar que los valores de actividad de alcohol oxidasa 
estuvieron muy por debajo de los obtenidos en metanol como unica fuente de 
carbono. 

En la siguiente fermentacion el metanol se agregd desde el inicio de la 
fermentacién con la mezcla de sustratos, esperando que se presentara actividad de 
alcohol oxidasa atin en presencia de glucosa. Esta suposicién fue confirmada 
experimentalmente. La disminucién de la actividad de alcohol oxidasa puede 
deberse a la represion o a la inactivacion catabdlica (Eggeling y Sahm, 1980; 
Bruinenberg y col., 1982; Veenhuis y col., 1983; Tani y col., 1988; Murray y col., 
1990). La primera es a nivel de control de la sintesis de la enzima y la segunda 
involucra la inactivacién o degradacién de la enzima. pero hay pocos reportes de 
represion de sintesis de alcohol oxidasa por glucosa (Eggeling y Sahm, 1980). 

Puesto que se tenian evidencias de que habia actividad de alcohol oxidasa 
aun en presencia de glucosa, se dicidié disminuir la cantidad de glucosa para 
permitir un incremento en la actividad y buscando no afectar el rendimiento 
obtenido para metanol como unica fuente de carbono. Para esto se decidié agregar 
desde el principio el metanol junto con la glucosa para que la levadura se adaptara a 
ambos sustratos y asi utilizarlos de manera simultanea. 
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4.4 Producci6n de Ia alcohol oxidasa en mezclas de glucosa-metanol. 

Los resultados anteriores nos indican que hubo consumo de metanol en 
presencia de glucosa, por lo que se procedié a determinar la concentraciones 
optimas de glucosa y metanol con las cuales podemos obtener 1a mayor actividad 
total de alcohol oxidasa (U/1). Para ello se propuso realizar un disefio factorial. Los 
disefios factoriales son ampliamente utilizados en experimentos en los que 
intervienen varios factores para estudiar su efecto conjunto sobre una respuesta. Los 
resultados son entonces utilizados para encontrar los componentes 0 condiciones 
que més afectan dicha respuesta y asi proponer otra serie de experimentos en donde 
algunos componentes se incrementan, y otros se disminuyen, hasta llegar a un nivel 
Optimo de cada componente (Montgomery, 1991, Saucedo-Castafieda, 1991; Trejo- 
Hernandez, 1992). 

Se eligieron metanol, glucosa y extracto de levadura como los componentes 
que mas influyen en ei medio para la produccidn de la alcohol oxidasa de acuerdo a 
los criterio siguientes: 

* Es necesaria la presencia de metanol para que se induzca la sintesis de la enzima 
alcohol oxidasa ya que es Ja primera enzima que participa en el metabolismo de 
metanol. 

* El crecimiento celular en metanol es muy limitado por lo que se utilizé una 
segunda fuente de carbono que incremente la produccién de biomasa; esta fuente 
fue la glucosa. Los experimentos realizados anteriormente y la informacion revisada 
indicaron que esto es factible. 

* De acuerdo a la bibliografia, la adicion de extracto de levadura da como resultado 
un incremento en la produccién de biomasa y en la actividad especifica de la alcohol 
oxidasa, pero en exceso reduce esta actividad. 

Una vez escogidos los factores, se realizo un plan factorial completo de la 
forma 23 » caso especial de disefio factorial general 2k , donde k son los factores de 
interés que se estudian a dos niveles (inferior y superior). 

El objetivo de este experimento fue evaluar la influencia relativa de estos tres 
factores en la actividad de la enzima alcohol oxidasa. De acuerdo a la bibliografia y 
a los experimentos realizados anteriormente se determinaron las unidades de 
variacion para cada componente considerando la concentracién del medio original. 
De esta forma se establecié el nivel superior y el inferior para cada componente, de 
acuerdo a la tabla 4.4. 
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Tabla 4.4 Relacion entre los valores de los niveles codificados y los valores 
reales de los factores. 

  

  

  

        

Factores Unidades | Valor Intervalo | Nivel de los factores 
Central -1 +1 

A Metanol g/l 10 3 (30 %) 7 13 
B Glucosa g/l 4 2 (50%) 2 6 
C Extracto de levadura g/l 1 0.3 (30%) | 0.7 1.3       

En la tabla 4.5 se establece la matriz de experiencias con los valores de los 
niveles codificados para los diferentes factores. Se procedio a sustituirlos por los 
valores reales y se prepararon los medios. 

Tabla 4.5 Matriz de experimentos con los valores de los niveles codificados 
para los diferentes factores. 

Ensayo Niveles de los factores 
No. B 

1 

2 

3 
4 

5 

6 

7 

8 

  

Una vez establecida la composicién de los medios, se procedié a realizar 
cultivos por lote partiendo de un indéculo de metanol 10 g/l, se tomaron muestras 
cada hora hasta llegar al consumo total de glucosa. 

El efecto de los factores fue modelado de acuerdo al siguiente polinomio 
(Montgomery, 1991; Saucedo-Castafieda, 1991 ): 
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Y= f+ PiX1 + 2X2 + fBX3 + PX1X2 + PSX1X3 + HX2X3 + {®X1X2X3 

donde Y es la respuesta, X1, X2 y X3 corresponden a los valores codificados de 
concentracién de metanol, glucosa y extracto de levadura, f es un término 
independiente que corresponde al valor de la respuesta cuando los factores se 
encuentran en su nivel central (centro del dominio experimental), fi a £% son los 
coeficientes correspondientes a los diferentes factores y sus interacciones. Para 
ajustar los valores experimentales se realizé una regresion multiple. 

4.4.1 Comportamiento cinético en los diferentes medios de cultivo. 

La figura 4.13 muestra las cinéticas de crecimiento en los diferentes medios. 
Para cada fermentacién se partié de un indculo crecido en metanol 10 g/l como 
fuente de carbono en agitacién a 250 r.p.m. y a 30 °C. Se realiza la cosecha a las 30 
horas de cultivo, cuando la levadura se encuentra en su fase exponencial. Lo 
anterior se hizo con el fin de tener un indéculo similar y de esta forma partir de una 
misma concentracién de biomasa. En la figura 4.13 se aprecia que en la mayoria de 
los casos esta concentracién inicial es de aproximadamente 0.2 g biomasa/1. 

Debido a lo anterior, la fase de adaptacién en todos los casos fue de 
aproximadamente 5 horas. Se observa que las cinéticas de biomasa son muy 
similares variando unicamente los valores de biomasa maxima. En los medios 5s,7y 
8 se observa el crecimiento diauxico, no asi en los otros donde se obtuvo una curva 
de crecimiento tipica. El medio con el cual se obtuvo la mayor biomasa de 3.4 g 
biomasa/l fue el medio 8 en el cual todos los factores estan en su maximo nivel 
seguido del medio 7 con 3.2 g biomasa/l (en este medio el metanol se encuentra en 
su nivel mas bajo). Como se esperaba, el caso contrario se obtuvo con el medio | en 
el cual los factores se encuentran en su nivel mas bajo, con una concentracién de 
biomasa de 0.275 g biomasa/1. 

En la figura 4.14 se presenta una comparacién de Ia actividad total de la 
enzima alcohol oxidasa a ios diferentes tiempos de fermentacion, obtenida con los 
medios propuestos. Se observa que la mayor actividad total de la enzima se logré con 
el medio 5 el cual contenia 7 g/l metanol, 2 g/l glucosa y 1.3 g/l de extracto de 
levadura. Los medios 4 y 8 presentan perfiles parecidos y un maximo de actividad 
total mayor a las 12 horas. Estos medios contenian al metanol y la glucosa en sus 
niveles mds altos variando el extracto de levadura. Por el contrario, el medio con el 
que se obtuvo la menor actividad total fue el medio 7 que contenia 7 g/l de metanol, 
6 g/! de glucosa y 1.3 g/I de extracto de levadura. Se observa que desde el inicio de la 
fermentacién se detecta actividad de alcohol oxidasa. y que esta actividad, al 
contrario de lo que se esperaba, presenta variabilidad. Posiblemente esto se deba al 
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efecto de la dilucion en el medio del inéculo con actividad de alcohol oxidasa yala 
presencia de glucosa en el medio, es decir que el indculo ya traia un actividad 
determinada y al pasarlo a un volumen mayor va disminuyendo, ya que la presencia 
de glucosa afecta inmediatamente la actividad de la alcohol oxidasa, en concordancia 
con lo observado en experimentos anteriores a este trabajo. 
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Figura 4.13 Efecto de la composicién de fos diferentes medios 
de cultivo en el crecimiento de P. pastoris. 
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Se observa que en el caso de los medios 4, 5 y 8 se logran actividades 
cercanas a las obtenidas con metanol como unica fuente de carbono y | g/l de 
extracto de levadura. 

4.4.2 Efecto de los factores. 

Para realizar el analisis del experimento factorial se tomaron !os valores 
maximos de actividad de alcohol oxidasa (U/l), no se tomaron las productividades 
porque lo que realmente interesaba era la actividad total (U/) independientemente 
del tiempo ya que el proceso de purificacién es mas costoso que el de fermentacién. 
En Ia tabla 4.6 observamos los resultados del experimento factorial. 

Tabla 4.6 Resultados del experimento factorial. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

Actividad de alcohol 
Numero Factor Combinacién de| _oxidasa [U/l]. Replicas 
deensayo| A B Cc tratamientos I tf 

1 - - - qd) 173.162 171.753 
2 + - - a 120.535 116.442 
3 - + - b 103.429 100.535 
4 + + - ab 181.831 188.327 
5 - - + c 237.141 242.632 
6 + - + ac 130.771 135.058 
7 - + + be 64.12 61.515 
8 + abe 207.831 203.74                 

El efecto relativo de los factores sobre la actividad total de alcohol oxidasa se 
presenta en la figuras 4.15. Observamos que la mayoria de los factores y sus 
interacciones presentan efecto sobre la actividad de alcohol oxidasa, excepto la 
interaccién de metanol con extracto de levadura, el principal efecto positivo es la 
interaccién de metanol con glucosa, y los unicos efectos negativos son de la glucosa 
y Su interaccion con el extracto de levadura. 
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Figura 4.15 Efecto de los factores 

en la actividad de alcohol oxidasa 

En la tabla 4.7 observamos los efectos ordenados y sus puntos de probabilidad 
que nos permitirén construir la grafica de probabilidad normal e histograma de 
efectos que corresponde a la figura 4.16. 

Tabla 4.7 Efectos ordenados y puntos de probabilidad. 

  

  

  

Orden (j) Efecto Estimacién Pj 

(j - 0.5)/7 
7 ab 48.38 0.9285 
6 abe 14.11 0.7857 
5 a 8.14 0.6428 
4 c 7.92 0.5000 
3 ac 0.86 0.3571 

2 be -12.54 0.2142 

l b -13.51 0.0714           
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Figura 4.16 Grafica de probabilidad normat 

e histograma para los efectos. 

En la figura 4.16 observamos que los efectos importantes que se descubren en 

este andlisis son los efectos principales de metanol con glucosa y glucosa. Los 
efectos que se ubican en una linea recta son despreciables y los efectos grandes estan 

alejados de ella, en realidad en esta grafica el efecto principal mas evidente es el de 
metanol con glucosa, sin embargo siempre es necesario examinar cualesquiera 

interacciones que sean importantes. 

Para confirmar la significancia de los efectos principales se procedié a realizar 
un andalisis de varianza., el cual se resume en la tabla 4.8. De este analisis de varianza 

encontramos que a excepcion de la interaccién metanol-extracto de levadura toda los 
demas fuentes de variacién presentan diferencia altamente significativa al comparar 

con los valores de F de tablas, lo cual indica que influyen en la actividad de alcohol 
oxidasa. 
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Tabla 4.8 Analisis de varianza para la actividad de alcohol oxidasa. 

  

  

          

Fuente de Suma de Grados de Media de F 
variacion cuadrados libertad cuadrados calculada 

A 1060.2838 1 1060.2838 120.0069 (**) 
B 2920.4837 i 2920.4837 330.5515 (**) 
Cc 1004.7949 1 1004.7949 113.7265 (**) 
AB 37443.4110 1 37443 4110} 4237.9890 (**) 
AC 11.7923 l 11.7923 1.3347 (NS) 
BC 2515.6745 1 2515.6745 284.7336 (**) 
ABC 3185.1349 1 3185.1349 360.5058 (**) 
Error 70.6800 8 8.8351 
Total 48212.2570 15 
  

(*) Diferencia significativa, si F catcutada > F tablas $%25.32 

(**) Diferencia altamente significativa, si Featcutada >F tablas 14= 11.26 

(NS) No hay diferencia significativa, si F catculada © F tablas 5%=5.32 

De esta manera tenemos que el modelo propuesto para predecir la actividad 
de alcohol oxidasa en funcién de los factores es el siguiente: 

  

  
Y= 152.42 + 8.14X1 - 13.51X2 + 7.92X3 + 48.38X1X2 - 12.54K2K3 + 14.11 X1X2X3 
  

donde las variables codificadas X1, X2 y X3 representan a metanol, glucosa y 
extracto de levadura respectivamente. La suma de cuadrados del modelo es: 

SSModelo = SSA + SSB + SSc + SSaB + SSBc + SSABC 

y el coeficiente de regresion 

R? = SSModelo/SST = 48129.7828/48212.257 = 0.99 

De modo que el modelo explica alrededor del 99 % de la variabilidad en la 
actividad de alcohol oxidasa en UA. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

Los residuos de este experimento se generan empleando el modelo de 
regreston, de acuerdo a la formula: 

ej= Ycalculada- Yexperimental 

En la tabla 4.9 observamos los residuos ordenados y puntos de probabilidad 
para los datos experimentales de alcohol oxidasa, y en la figura 4.17 tenemos la 
grafica de los residuos con respecto a la actividad de alcohol oxidasa predicha por el 
modelo, observamos que no presentan algun patron y ademas los residuos son muy 
pequefios por lo que el modelo propuesto es adecuado para predecir la actividad de 
alcohol oxidasa. 

También se realizo la grafica de probabilidad normal e histograma de 
residuos, figura 4.18, se observa que la distribucion de los errores es normal ya que 
es practicamente una linea recta, unicamente en los extremos hay desviaciones 
moderadas las cuales no tienen mucha importancia en el andlisis de varianza. La 
normalidad es importante porque al no haberla se ve afectado el modelo propuesto y 
por consiguiente e] andlisis de varianza para la prueba F ya que las desviaciones de 
la normalidad hacen que el nivel de significancia verdadero difiera de los valores 
especificados (Box y col., 1987; Montgomery, 1991). 

Para comprender mejor el comportamiento de Ia actividad de alcohol oxidasa 
(UA) en funcién de los factores involucrados, se procedié a construir la grafica de los 
efectos principales e interacciones. En la figura 4.19 se encontré que los efectos de 
A (metanol) y C (extracto de levadura) son positivos y el efecto de B (glucosa) es 
negativo. Si consideramos solo estos tres efectos principales, podemos correr los 
factores A y C a su nivel mds alto y el B a su nivel bajo para aumentar 1a actividad de 
alcohol oxidasa. Sin embargo como se mencion6 anteriormente siempre es necesario 
examinar las interacciones que sean importantes, ya que los efectos principales no 
tienen mucho sentido cuando estan implicados en interacciones significativas. 

En lo que respecta a las interacciones recordemos que solo AB y BC tenian 
efecto en la respuesta. Sin embargo también se construyé la grafica de AC para 
observar que a cualquiera de los niveles trabajados en esta interaccién no se aprecia 
un incremento muy importante en la actividad. La interaccién AB indica que para 
obtener actividades altas es necesario, ya sea aumentar ambos compuestos (glucosa y 
metanol) o bien disminuirlos. En lo que respecta a la interaccioén BC el extracto de 
levadura tiene poco efecto a bajo nivel de glucosa, pero un gran efecto positivo en el 
nivel alto de glucosa. 

Por lo tanto, las mayores actividades se obtienen al parecer cuando C se 
encuentra en su nivel més alto y A y B pueden estar en cualquiera de los dos niveles. 
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Tabla 4.9 Residuos ordenados y puntos de probabilidad para los datos de 
actividad de alcohol oxidasa. 

  

  

                

  

Orden | Numero de Y Y Residuo Pk 
k ensayo calculada | experimental ej (k - 0.5)/16 
16 4 185.9374 181.831 4.1064 0.9687 
15 5 240.7449 237.141 3.6039 0.9062 
14 2 119.3469 116.442 2.9049 0.8437 
13 7 63.6759 61.515 2.1609 0.7812 
12 6 132.0559 130.771 1.2849 0.7187 
11 8 204.9269 203.74 1.1869 0.6562 
10 3 101.1234 100.535 0.5884 0.5937 
9 ] 171.5989 171.753 -0.1540 0.5312 
8 7 63.6759 64.12 -0.4440 0.4687 
7 2 119.3469 120.535 -1.1880 0.4062 
6 1 171.5989 173.162 -1.5630 0.3437 
5 5 240.7449 242.632 -1.8870 0.2812 
4 3 101.1234 103.429 -2.3055 0.2187 
3 4 185.9374 188.327 -2.3895 0.1562 
2 8 204.9269 207.831 -2.9040 0.0937 
1 6 132.0559 135.058 -3.0020 0.0312 
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4 

Figura 4.17 Grafica de residuos contra la actividad teérica de 

Actividad de alcohol oxidasa [U/l] 

alcoho! oxidasa. 
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@ histograma de residuos, 

El andlisis de las graficas de efectos principales e interacciones genera 
resultados que permiten decidir a que niveles se manejaran los componentes para la 
construccion de curvas de isorrespuesta para la actividad de alcohol oxidasa. Estas 
curvas se muestran en las figuras 4.20 y 4.21, son una proyeccién del polinomio 
propuesto anteriormente. Como sdlo es posible representar dos factores a la vez, a los 
factores que no se representan se les dio el valor de +1 para extracto de levadura y-l 
para glucosa, de acuerdo a lo encontrado en las graficas de efectos principales. Las 
curvas estan limitadas a los valores de los niveles inferior y superior.
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Figura 4.21 Efecto de metanol y extracto de levadura sobre la 
actividad de alcoho! oxidasa. Curvas de isorrespuesta. 

A: contomo de la superficie de respuesta y B: superficie de respuesta. 
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En la figura 4.20 se presentan las curvas de isorrespuesta para el efecto del 
metanol y la glucosa sobre la actividad total. y en la figura 4.21 para el efecto del 
metanol y el extracto de levadura. Los analisis de estas curvas nos indican que los 
mejores resultados de actividad total (aproximadamente 240 UA) se obtienen con 7 
g/l de metanol, junto con 2 g/l de glucosa y 1.3 g/l de extracto de levadura de 
acuerdo con ambas figuras. Podemos observar que estos resultados concuerdan con 
los obtenidos experimentalmente, y que son valores cercanos a los de metanol como 
unica fuente de carbono. De esta manera encontramos que en este trabajo fue posible 
producir la enzima alcohol oxidasa con mezclas de glucosa y metanol alcanzando 
niveles altos y se logré aumentar el crecimiento al utilizar glucosa y extracto de 
levadura. 

Posteriormente se decidié realizar un cultivo continuo con uno de los medios 
para observar el comportamiento en funcidn de la velocidad de dilucion. 

4.5 Comportamiento cinético de P. pastoris en cultivos continuos. 

Se realizé un cultivo continuo con la composicién obtenida de uno de los 
experimentos factoriales, 13 g/l de metanol, 6 g/l de glucosa y 0.7 g/l de extracto de 
levadura. En la figura 4.22 se observa que a bajas velocidades de dilucién se obtuvo 
la maxima biomasa con un valor de 3.5 g biomasa/l y se logré un consumo casi total 
de metanol y completo de glucosa, este rendimiento es parecido al encontrado para 
los cultivos por lote con glucosa, metanol y mezcla de ambas. Al incrementarse la 
velocidad de dilucién (D) la biomasa disminuye hasta alcanzar un punto en el que se 
presenta el] lavado (D = 0.5 h''). Este valor es muy parecido al reportado para H. 
polymorpha en mezclas de glucosa y metanol (0.46-0.51 h’'), (Eggeling y Sahm, 
1980; Egli y col., 1986; Giuseppin y col., 1988; Giuseppin, 1989; Bryers y Yeh, 
1990). En estos trabajos también se encontré que la glucosa es completamente 
consumida a velocidades de dilucién por debajo de 0.46 h” , mientras que para este 
trabajo el valor fue de 0.35 h-! . 

Se puede observar que a bajas velocidades de dilucién los sustratos se 
aprovechan, pero eso no se refleja en un incremento de biomasa, lo cual sugiere una 
acumulacion de metanol en las levaduras como se habia indicado anteriormente. 
También observamos que conforme aumenta el valor de D el metanol ya no se 
consume. Al parecer a altas velocidades de dilucién solo la glucosa es metabolizada, 
pero atin hay actividad de alcohol oxidasa porque una parte del metanol se esta 
utilizando. 
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Fig. 4.22 Fermentaci6n de Pichia pastoris 

en cultivo continuo. Medio de cultivo: 

Metanol 13 g/l, Glucosa 6 g/l, EL 0.7 g/l. 

En lo que respecta a la actividad total de alcohol oxidasa, esta fue 
disminuyendo conforme aumentaba la velocidad de dilucién de acuerdo a la figura 
4.23, pero es importante sefialar que no desaparecié aun a altas velocidades de 
dilucién, y que los maximos valores de actividad son muy parecidos a los 
encontrados en metanol como unica fuente de carbono (320 UA), también se debe 
notar que en cultivo continuo a bajas velocidades de dilucién, se logro mayor 
produccion de Ja enzima que en los cultivos por lote para las mezclas de sustratos. 

Los estudios realizados con mezclas de sustratos metanol y glucosa también 
explican que la actividad de alcohol oxidasa durante el cambio de una baja 
velocidad de dilucién a una alta, se ve limitada, no a nivel de transcripcién sino mas 
bien durante el paso postranscripcional, al polimerizarse los monomeros de alcohol 
oxidasa son incapaces de unirse al FAD. Durante el crecimiento en glucosa como 
Unica fuente de carbono la enzima se ve reprimida completamente, pero bajo 
limitacion de ésta y en presencia de metanol las enzimas que participan en la 
oxidacién del metanol se incrementan cuando disminuye la velocidad de dilucién. 
De acuerdo a lo anterior los términos desrepresién-represién resultan mas 
adecuados para describir la regulacién de las enzimas que participan en la 
asimilacion del metanol (Bryers y Yeh., 1990; Chu y Papoutsakis, 1987b) 
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Fig. 4.23 Fermentacién de P. pastoris en cultivo continuo. 
Efecto de la D en la actividad total. 

Metanol 13 G/l, Glucosa 6 g/l! y Ext Lev 0.7 g/l 

Como ya se habia sefialado anteriormente, al comparar los valores obtenidos 
de actividad con otros trabajos (Sahm, 1977; Duff y Murray, 1988), se encontré que 
los valores determinados este estudio estuvieron un orden por debajo de los 
informados en bibliografia, por lo que se sugiere que el método de determinacién de 
actividad pudo ser la diferencia.



CONCLUSIONES 

5. CONCLUSIONES 

Para la determinacion de actividad de alcohol oxidasa no se requiere 
permeabilizar !a pared celular de la levadura P. pastoris, se pueden utilizar las 
células enteras. 

La presencia de extracto de levadura no afecta los valores de vmax y Km de 
la alcohol oxidasa en el paquete celular 

La evaporacion de metanol sigue un comportamiento lineal en el rango de 
concentraciones trabajado por lo que es necesario reponerlo y asi determinar 
parametros reales. 

Los rendimientos de biomasa (Yx/s)en metanol fueron muy similares a los 
obtenidos en glucosa debido a la adicién de extracto de levadura al medio. Los 
rendimientos respectivos para metanol y glucosa fueron de 0.34 y 0.4 y para la 
mezcla de ambos fue de 0.32. El alto rendimiento en metanol se debe a la presencia 
del extracto de levadura, el cual favorece el crecimiento del microorganismo en 
metanol, sin embargo el crecimiento continua siendo lento en este sustrato. 

Con metanol 10 g/l como unica fuente de carbono se obtuvo una actividad 
total maxima de 950 U y una actividad especifica maxima de 200 U/g biomasa; para 
la mezcla de metanol con glucosa cada una a una concentracién de 10 g/l los valores 
fueron de 380 U y 25 U/g biomasa, con glucosa no se detecté actividad de alcohol 
oxidasa, 

En las mezclas de glucosa y metanol para cultivo por lote las actividades 
encontradas siempre estuvieron por debajo de las obtenidas unicamente con 
metanol. 

En todos los experimentos factoriales desde el inicio de la fermentacién se 
detectdé actividad, observandose en varios medios el crecimiento diduxico. 

La interaccion de metanol con glucosa presenta el efecto mas importante en 
la actividad de alcohol oxidasa. Los demas efectos, salvo la interaccién de metanol 
con extracto de levadura también son significativos pero en menor grado. 
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El modelo generado predice satisfactoriamente la actividad de alcohol 
oxidasa obtenida en los experimentos factoriales con un coeficiente de correlacion 
de 0.99. 

El medio con el que se obtuvo la mayor actividad contenia glucosa 2 g/l, 
metanol 7 g/l y extracto de levadura 1.3 g/l, lo cual concuerda con lo obtenido en las 
curvas de isorrespuesta y también al maximizar la respuesta de acuerdo con el 
polinomio obtenido, el valor de actividad fue de 240 UA. 

En el cultivo continuo realizado con el medio que contenia 13 g/l de metanol, 
6 g/l de glucosa y 0.7 % de extracto de levadura, se encontré que a bajas 
velocidades de dilucion se logré la mayor asimilacion de metanol, la mayor 
produccién de biomasa y de actividad de alcohol oxidasa. A altas velocidades de 
dilucién solo se consumio la glucosa aunque también hubo presencia de actividad si 
bien, a bajos niveles. 

En el cultivo continuo a bajas velocidades de dilucién con la mezcla de 
sustratos se obtuvieron valores de actividad cercanos a los obtenidos tnicamente 
con metanol (300 UA). 

68



RECOMENDACIONES 

6. RECOMENDACIONES 

Dado que el ensayo de actividad de alcohol oxidasa se realizé en medio 
acuoso, y se determino la produccién del acetaldehido acumulado por medio de 
cromatografia de gases, el medio acuoso interfiere en la definicion de los picos de 
integracion. Se recomienda desarrollar otra técnica mas adecuada para la 
determinacion. 

Los resultados del disefio factorial nos indican Jos componentes que mas 
afectan la respuesta de interés y permiten proponer una nueva serie de experimentos 
en donde algunos componentes se incrementen y otros se disminuyan hasta llegar al 
nivel Optimo de cada uno, para lo anterior es posible maximizar el polinomio pero a 
otros niveles codificados para encontrar un medio con el que se obtenga mayor 
actividad y posteriormente comprobarlo experimentalmente. 

Es recomendable comprobar experimentalmente los valores de actividad del 
medio con el que se obtiene la respuesta cuando los valores se encuentran en su nivel 
central. 

De igual forma se sugiere realizar un cultivo continuo con el medio con el 
cual se obtuvo la mayor actividad de alcohol oxidasa. 

Es recomendable profundizar los estudios con el sistema de cultivo continuo 
ya que proporcionara mayor informacién en funcién de la velocidad especifica de 
crecimiento, Esto ayudaria a la construccién de simuladores que puedan predecir el 
comportamiento de la levadura P. pastoris y modelos de produccién de la enzima 
alcohol oxidasa. 

También se sugiere manejar otros sistemas de cultivo con los cuales se 
favorezca la produccién de Ia enzima; por ejemplo, un cultivo alimentado lineal o 
exponencialmente. En el caso de los cultivos exponenciales es posible alcanzar un 
estado estable parecido al cultivo continuo bajo ciertas condiciones, lo cual seria 
adecuada para trabajar a velocidades de dilucion bajas donde se consume el metanol 
y se produce mayor cantidad de enzima. 
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ANEXO 1 

Disefio de experimentos 

Optimizacién de medios de cultivo. 

En la optimizacién de la composicién de los medios de cultivo para 
fermentaciones es importante definir como primer paso el objetivo del disefio, ya sea 
para la produccién de un metabolito de interés o bien para mejorar las condiciones 
de crecimiento del microorganismo. Se siguen varias etapas para la optimizacién de 
los medios de cultivo, de acuerdo a la Figura 5. 

1) Medio de referencia.- se parte de un medio de referencia obtenido ya sea 
por referencias bibliograficas o bien desarrollado en laboratorio. En fermentaciones 
realizadas en laboratorio se debe probar que con este medio crece el microorganismo 
de interés. 

2) Medio de produccién basico.- En muchos casos si este medio ya fue 
desarrollado para microorganismos similares debe probarse como primera opcidn. 
Este medio debe incluir todos los elementos requeridos por el microorganismo para 
su crecimiento y produccién del metabolismo de interés. 

3) Disefios experimentales.- Estos tipos de experimentos detallados 0 cortos 
son comunmente Ilamados disefios factoriales o disefios factoriales fraccionados 
(Box y col., 1987; Montgomery, 1991). Son matrices factoriales en las que se debe 
tomar en cuenta el numero de factores (denominando asi a los componentes del 
medio) los cuales son establecidos por el experimentador y también se deben de 
definir los niveles de concentracién de cada factor. El nivel bajo se denota como “-” 
(algunas veces -1) y el nivel alto “+” (0 bien +1). 

En el disefio de experimentos se deben de tomar en cuenta las etapas 
siguientes: 

Definicién de las variables para cada matriz.- En esta etapa se considera el 
tamafio del experimento, el volumen de trabajo y la disposicién del material para la 
realizacion de los experimentos, las condiciones operacionales uniformes a menos 
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que se consideren como factores, el parametro que se va a medir y el tiempo de 
duracion del experimento. 

Tamaiio de la matriz.- Este depende del numero de factores que se van a 
considerar. Aqui se debe de tomar en cuenta el numero de replicas requeridas con el 
fin de que la informacién obtenida sea confiable. 

Realizaci6n de la matriz de experimentos.- la determinacion de los valores 
alto y bajo de los factores se fijan basicamente por la experiencia del investigador. 

Una vez realizado el experimento factorial se deben de calcular los efectos de 
cada factor y las interacciones con otros factores. El efecto de un factor unico se 
denomina efecto principal. Las interacciones entre factores significan el efecto 
causado por la combinacién de los efectos de cada factor. La interaccién puede ser 
positiva o negativa o sin ningun efecto. El andlisis de estos datos nos permitira 
proponer una nueva composicion que conileve al mejoramiento de la respuesta. 

78 

 



  

Medio de 

referencia 

Y 
Medio base 

de produccién 

v 

  

  

  

  

ANEXO 1 

  

        

  

      

  

  

  

      

Definir las variables 

  

  

  

  

  

        

  

  

    

  

  

  

  

    
  

  

Diseo | -———_____________. para la matriz 
experimental | 000s t 

Definir ef tamafio 

de la matriz 

Realizar la matriz 

de experimentos 

Composiciéa Medio Medio 
el medio <—_—_—_—-_—-/ suficiente- |<———— mejorado recomendada mente 

| mejorado 

Fermentaciones >| Matriz 
aescala de disefio 

laboratorio | 

Medio C TT Correr todas las 
t————| suficientee —— *°™ ‘+———  combinaciones 

mejoradas A mente de la matriz 
mejorado 

y 
Medio < | Correruna (4 Disefio |, 

t—-——_ suficiente- fermentacién simplex 

mente 

mejorado 

: ¥ 
<—_—-—_ Medio Correr una “ ! Correr una 
— suficiente- fermentacién mds fermentacién inicial Condiciones mente 

recomendadas mejorado   para produccién 

  

      

  

      

  

      

  

      

    
      

  

              

  y/o planta piloto 
  

Diagrama de flujo de la ruta experimental para opti 

ay ug a oo 
medio de cultivo y condiciones de operacién. BlBiuy, ‘eg 

79


	Portada 
	Índice
	Resumen 
	1. Introducción 
	2. Objetivos 
	3. Materiales y Métodos 
	4. Resultados y Discusión 
	5. Conclusiones 
	6. Recomendaciones 
	Bibliografía
	Anexos



