PRODUCCION DE CUTINASA ANCUT 3 DE Aspergillus nidulans EN Pichia pastoris PX33 EN
BIORREACTOR DE 1 L.
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Introduccién. Las cutinasas (ec 3.1.1.74) son enzimas
hidroliticas con estructura de af hidrolasas, que comparten
actividad sobre sustratos de esterasas y lipasas en algunos
casos. Se han explorado aplicaciones en diversos campos
biotecnoldgicos, incluidas la sintesis de compuestos de quimica
fina, produccién de biodiesel y degradacion de poliésteres (1). El
grupo de trabajo ha caracterizado el sistema cutinolitico de
Aspergillus nidulans (2) y ha propuesto que cada una de las
cuatro enzimas que lo componen tiene un papel Unico en la
fisiologia fungal. Por sus propiedades, las aplicaciones de las
mismas son diferentes. Se ha demostrado también que la
cutinasa ANCUTS3 tiene capacidad de degradacion de diversos
poliésteres: polibutilensuccinato, acido polilactico,
policaprolactona y polietilentereftalato (3). Por lo tanto, resulta
de interés el lograr producir la misma en fermentaion sumergida,
bajo condiciones controladas. En trabajos previos se logro
escalar la produccion a nivel de biorreactor de 1 L empleando

como criterio de escalamiento el KLa para la enzima ANCUT1,
tras determinarlo de manera experimental a nivel matraz (4). El
sistema de expresion de P. pastoris ha sido empleado para
numerosos casos de expresion heteréloga, y para cutinasas
existen pocos ejemplos.

En virtud de que se cuenta con las clonas conteniendo los genes
de cada una de las cutinasas en el mismo vector (pPICZa A)y
la misma cepa hospedera, P. pastoris X33, se decidid explorar la
misma metodologia de analisis para determinar las condiciones
de produccién de ANCUT3 en biorreactor de 1 L a fin de poder
producirla eventualmente a mayor escala. En este vector de
expresion el control de la misma se ejerce por la presencia de
metanol como inductor en el medio de cultivo. Se exploraron las
cantidades del mismo a emplearse, asi como el tiempo de
adicién y el efecto del control de pH sobre la produccion de
enzima y crecimiento, en comparacion con glicerol.

Metodologia. En términos generales se emplearon los medios
de cultivo sefialados por el manual de Invitrogen(5). El
seguimiento del crecimiento se hizo por densidad optica, se
cuantifico proteina por el método de Bradford y se verifico la
produccioén de la enzima en zimogramas y geles SDS PAGE. Se
hicieron pruebas a nivel matraz con diferentes volumenes de
llenado y velocidades de agitacion para obtener diferentes
coeficientes de transferencia de oxigeno. Los mejores
resultados se probaron en un biorreactor Applikon con dos
bafles, volumen nominal de 1.5 L y volumen de llenadode 1L,
de la Unidad de Bioprocesos del Instituto de Investigaciones
Biomédicas.

Resultados. El comportamiento de la produccion de enzima
respondié al efecto de las variaciones en el coeficiente kLa. En

matraz se determind que la concentracion de metanol a emplear
era de 0.5% y que el kLa idéneo era 96 '

Tabla 1. Comparacion de resultados obtenidos en matraz y en
biorreactor.

PARAMETRO MATRAZ BIORREACTOR
TIEMPO 48 H 21H
PULSOS 1 2
METANOL

J (h-1) 0.384 0.214
Actividad 501 524
volumétrica

(U/mL)

Actividad 4316 6237
especifica

(U/mg)

Qp (U/L/h) 10431 24950

Conclusiones. Los resultados obtenidos muestran que los
niveles de produccion en el biorreactor son mayores que en el
matraz. Por otra parte, cabe destacar que el comportamiento
cinético de la fermentacion es diferente al obtenido con ANCUT1,
lo que implica que factores relacionados con la secuencia
genética insertada afectan la capacidad de crecimiento y
demanda de oxigeno.
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