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Area de Estudio: Biotecuologia

Propdsito y Méwdo de Estwdio: La importancia de l2 tripsina en muchos procesos bioldgicos y
aplicaciones industriales, han hecho de esta enzima objeto de intenso estudic en vertebrados e
invertebrados. Actualmente la principal forma de produccidn de tripsina €s mediante su obtencién a partis
de tgjido pancreftiov de animales en sacrificio, sin embargo las preparaciones de ripsina obtenidas
contienen actividades trazas de otras enzimas protegliticas que son indeseables en alginos prooesos
industriales o de laboratorio. Adicionalmente lineamientos de organismos internacionales han conducido
2 la necesidud de uwso de tripsina pura de arigen recombinamte. El presente trabajo tebo como objetivo o
de llevar a cabo la produccidn de tripsina de camanrdn empleando un sistema de expresidn que tiene como
hospedero la levadura metilotrdfica Pichia pastoris, Mediante €l empleo de téenicas estindar de biologia
moleculyr se construyeran veciores de expresida partando los ADNc’s que codifican para la tripsina y
tripsindgeno de camardn, los cuales sz emplearon para transformar la cepa GS115 de P pasioris. La
integracion de los vectores en ¢l genoma de la levadura fue verificada mediame PCR. Las cepas
recombinanites construidas 3¢ cultivaron bajo condiciones de indwexién v se realizaron wndlisis de
proteinas extracelulares e intracelulares. Al no detectar 1as productos recambinantes bajo condiciones
habituales de induccidn, s¢ levaron a cabo cstudios para determinar los posibles factores que afectan la
produccidn de las proteinas de interés y se realizd una binqueda de condiciones de fermentaciin que
favorecieran la biosintesis de los productos recombinantes.

Couatribucioues y Couclusiones; Los vectores recombinantes oconstruidos comteniendo la secuencia
complata de tripsina y tripsindgeno de camardn fueron caracterizados satisfactociamente mediante un
andlisis de restriccidn, A pesar de que las cepas wransformadas integraron en su genoma los vectores
recombinantes construkbos, no se detectd tripsina y tipsindgeno de camar(n, Al realiza la isqueda de
los Eactores que afectaban la produccidn de tripsina o tripsindgeno se encoftraron importantes diferencias
(velocidad especifica de crecimiento, actividad de enzimas peroxisomales y proliferacion peroxisomal)
enire las cepas construidas (GS5115-Tr y GS115-Tg) y las cepas control (GS115-22K y GS115-pPICIK).
Los resultados obtenidos sugicren que el gen de AUX de la cepa GS115-Tr pudo haber sido afectado
dursmte la integracidn, k0 cual pudo haber ocurrido par un evento de integracion pooo habitual Por otro
lado se concluye que Las alteraciones encontradas de La cepa GS5115-Tg bajo cundiciones de induccidn son
provocadas por el procducto beterdlogo. Estos resuitados son comparables con los encontrados
recientementc en la literatura donde s¢ menciona de las dificultades encontradas al watar de producir
tripsina, tales como actividad proteolitica contra proteinas enddpgenas del hospedero, inestabilidad de la
proteina, autodigestion de tripsing, etc. A pesar de las dificuttades encontradas fue posible Levar 4 cabo la
biosintesis de tripsindgeno de camardn en Pichia pastorts en inducciones de altas densidades celulares y
empleando sorbitol como fuente de carbono y energia adicional al metanol. Por otro Lado los resultados
obtenidos con o suplemento de sorbitol, sugieren que ¢ste podria ser empleado en fermentaciones que
utilicen este sistema de expresién, para mejorar el aumento de biomasa sin reprimir e promotar de AQX
durante Ia fase de Inducciéa.
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