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Introduccién. La proteina Bm86, natural de las células
epiteliales del tubo digestivo de la garrapata Boophilus
micloplus ha demostrado que debido a su alta
inmunogenicidad confiere proteccién alos bovinos contrala
infestacion de este parasito. Ha sido reportado el clongje y
expresion de Bm86 en E. Coli y Aspergillus nidulans pero
con bajos niveles de expresion y recobrado(1). En nuestro
centro se logro el clongje de la proteina Bm86 en la levadura
metilotréfica Pichia pastoris con altos niveles de expresion
(2) y el proceso de producciéon de esta proteina ha sido
descrito por Canales et al (3). La obtencion de altas
densidades celulares y elevados niveles de expresion de
proteinas foraneas requiere mantener una adecuada
concentracion de O, disuelto en el cultivo. El siguiente
trabajo tiene como objetivo la evaluacion a escala de 120 L
de un nuevo esquema de cultivo que permita aumentar la
expresion de la proteina rBm86.

Metodologia. Se trabaj6 con la cepa Pichia pastoris MB9
(Mut®), la cual contiene & gen que codifica para la
produccién de la proteina Bm86. Se determind la
composicion elemental de dicha levadura durante el
crecimiento en glicerol y metanol y se disefié el medio de
cultivo quimicamente necesario(4). Se utilizd un
fermentador modelo BL200 (Bioldfitte, Francia) de 120 L
volumen efectivo con control automético de temperatura (30
°C), agitacion, pH (5.5), nivel de espuma, presion e
indicacién de flujo de aire y concentracion de O, disuelto.
Después de caracterizar la transferencia de O, de
fermentador utilizado y determinar la demanda de O, de este
cultivo(5), se propuso un nuevo esquema de cultivo. Fue
cuantificada la expresién durante el transcurso de la
fermentacion y se realizd6 el proceso de purificacion
evaluandose la calidad del producto final.

Resultados y discusion. Los resultados promedio de 3
fermentaciones de 120 L con el nuevo esquema de cultivo
evidencian que durante la primera fase de crecimiento en
metanol (en la cual se incrementé e flujo de forma
exponencial) se obtuvo mayor velocidad especifica de
crecimiento y mayor rendimiento biomasa/sustrato que en la
segunda fase en la cual se mantuvo constante el flujo de
metanol para lograr mas de 15 % de O, disuelto (Tabla 1).
De forma global durante todo el tiempo de crecimiento en
metanol se obtuvo mayor velocidad de crecimiento y
rendimiento que con el esquema de cultivo actual, en el cual
durante la mayor parte del tiempo de crecimiento en metanol
y expresion de la proteina rBm86 € cultivo estaba limitado
por oxigeno.

Tabla 1. Resultados comparativos de | os 2 esquemas de cultivo

Parametros | Esquema actual Nuevo esquema
rpmy vvm 300-500 rpm, 1vvm 500 rpmy 0.78 vvm
Presién 0.3 atm 0.8 atm
Induccion 1%v/v MeOH a20 | 0.7 %v/v MeOH a 10
gudL Oud/L
Flujo F=0.1244*X*V, ¢/ |F1=140*®0%0 31 h
3h hasta70gu/l  |Fp=35mL/L.h hasta112h

Resultados durante la fase de crecimiento en metanol

O (hh Global: F1:0.034 F2:0.011
0.016 + 0.003 Global: 0.020 + 0.002
Yxs(gndgm) Global: F1: 050 F2:0.20
0.18+£ 0.03 Global: 0.28 £ 0.02
Expresion 1.455 + 0.249 3.12+0.05
(g rBm86/L)

La cinética de expresion evidencié que durante todo el tiempo
de crecimiento en metanol se incrementa la cantidad de
proteina por litro de cultivo y larelacion gramos de rBm86 por
gramo de biomasa.

Conclusiones. Con el nuevo esguema de cultivo se logré

aumentar 2 veces la expresion y la productividad en la etapa de
fermentacion. El rendimiento del proceso de produccion de

rBm86 se duplico, con valores de recobrado de un 20 %. Se

obtuvo un producto final conigual calidad
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