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Introduccion.

La falta de disponibilidad de enzimas como biocatalizadores para
la generacién de biocombustibles, promueve la busqueda de
estrategias de obtencién?. En este sentido, el empleo de factorias
de alto rendimiento para la expresion de proteinas
recombinantes y el uso de vectores inducibles las vuelve una
fuerte herramienta biotecnolégica. Sin embargo, limitantes como
concentraciones de inductor, tipos de medios, velocidades de
crecimiento de los microorganismos y escala de produccion son
parametros de estudio?. Por lo anterior, el presente trabajo, tiene
como objetivo evaluar dos escalas de produccién de una lipasa
de C. papaya mediante la construccién pPICZaB-Lip expresada
en P. pastoris para la identificacion de condiciones que favorecen
mayor rendimiento.

Metodologia.

Fermentacion a dos escalas: nivel matraz y biorreactor. Para el
primer caso, en un matraz bafleado de 250 mL, se inocul6 25 mL
de medio YPG (10 g/L extracto levadura, 20 g/L Peptonay 40 g/L
Glicerol). Las condiciones del precultivo y cultivo siguieron el
mismo esquema descrito por Rivera et al., 20173. A las 24 h, se
realizd alimentacion con glicerol hasta alcanzar una
concentracion final de 20 g/L. A partir de las 48 h, se procedi6 a
inducir la produccion de la lipasa agregando metanol 3 g/L. En
biorreactor de 3 L, el volumen de medio fue de 2 L. La
fermentacién se programé a una aireacion constante de 1 vvm y
agitacion de 800 rpm. El tipo de medio, preparacion de
preinéculo, alimentacion e induccion fue siguiendo el esquema
empleado en matraz. Antes de las 24 h fue necesaria la adicion
de antiespumante. Para ambas fermentaciones, se colectaron
muestras a diferentes tiempos con la finalidad de evaluar los
parametros de actividad lipasa (hidrélisis de pNPB)?, proteinas
(mg/mL) y biomasa por peso seco (g/L).

Resultados.

De acuerdo a los resultados generados, se confirma que el
sistema P. pastoris es una alternativa como factoria de obtencion
de lipasas. Desde el punto de vista de produccién, el mayor titulo
de actividad lipasa (0.17 U/mL) se obtuvo en biorreactor a las 72
h, mientras que en matraz (0.15 U/mL) a las 48 h (Fig. 1A). La
cinética de proteinas determinada en biorreactor coincide con los
tiempos de actividad lipasa (Fig. 1B). En ambas fermentaciones,
en la primera etapa el medio YPG, favorecio el crecimiento de la
levadura (Fig. 1C), pero fue en biorreactor donde se obtuvo
mayor concentracién de biomasa en menor tiempo (35 g/L en 38
h). ElI comportamiento identificado en biorreactor ha sido
observado en fermentaciones realizadas donde producen lipasa
de Rhizopus oryzae en P. pastoris®. La segunda etapa de
transicion de fuente de C (glicerol a metanol) ocurri6é a partir de
las 48 h. Este procedimiento y tiempo, coincide con el aumento

de la actividad lipasa. Durante la etapa de induccion, sobre la
cual se adicioné metanol, se mejoré el aumento de actividad
lipasa en biorreactor.
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Fig. 1. Produccién de lipasa en matraz y biorreactor. A) cuantificacion
de la actividad enziméatica. B) Determinacion de proteinas y C) cinética
de crecimiento celular.

Conclusiones.
Las condiciones de fermentacion en biorreactor favorecieron
notoriamente la mayor produccion de lipasa. Sin embargo, se
requiere de continuar con la optimizacion de las condiciones a fin
de reducir el tiempo de produccion y aumentar los titulos de
actividad lipasa.
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