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Introduccion. Generalmente, la induccion del gen
heterélogo en Pichia pastoris, se realiza con el promotor
AOX1 y metanol. Sin embargo, el riesgo que implica el uso
del metanol y la complejidad del control del proceso a nivel
industrial ha dado a Ilugar a buscar promotores
alternativos. Uno de ellos es el promotor GAP que regula
la expresion de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
de forma constitutiva. La optimizacién de las condiciones
de cultivo ha demostrado que también influye en la
produccion de la proteina heterdloga e impacta en la
fisiologia de la levadura (1).

El objetivo de este trabajo fue optimizar las condiciones de
cultivo para incrementar la productividad volumétrica
constitutiva de la fitasa FTEIl en P. pastoris y determinar
el impacto del proceso de optimizaciéon en la respuesta
fisiologica del hospedero.

Metodologia. Se disefiaron y realizaron 7 experimentos (5
cultivos iniciales, 2 rondas de optimacion) empleando la
cepa KM71GAHFTEINl y el método Simplex con
combinaciones de dos niveles cada uno de los cuatro
factores a optimizar: concentracion inicial de la fuente de
carbono y temperatura, pH y velocidad especifica de
crecimiento en la etapa de lote alimentado con glicerol,
con el fin de incrementar la productividad volumétrica
extracelular de fitasa. Todos los cultivos se realizaron en
un biorreactor de 7 L, en dos etapas: un cultivo en lote
empleando glicerol como fuente de carbono, seguido de
un cultivo en lote alimentado con glicerol. Ademas, se
determinaron  parametros fisiologicos  bioquimicos
(velocidad especifica de crecimiento, p, rendimiento
celular proveniente del glicerol, Yws; rendimiento de
produccion extracelular de fitasa/biomasa, Ypx; y el
rendimiento de produccion extracelular de fitasa
proveniente de glicerol, Yps). También se determinaron los
niveles relativos de expresion de los genes FTEIl y GAP,
al final de la etapa de lote alimentado por RT-qPCR
mediante el método de cuantificacion relativa 224,

Resultados. En la primera etapa de optimacion (cultivos
A-E), la productividad volumétrica méxima fue de
309 U/L h. La produccion volumétrica extracelular de
fitasa fue de 5,687 a 12,747 U/L de cultivo. Las
condiciones de cultivo de los dos siguientes experimentos

(cultivo F y G), condujeron a una productividad volumétrica
de 328 y 384 U/L h, respectivamente. La produccion
volumétrica extracelular de fitasa fue de 18,914 a 19,945
U/L de cultivo. El Yws fue desde 0.37 g/g hasta valores
entre 0.41 y 0.51 g/g. El Ypx inicié en 55 U/g, hasta llegar
a un valor de 152 U/g. Por ultimo, el Yus fue desde 19
hasta 67 U/g. Durante el proceso de optimacion, la
concentraciéon inicial de glicerol y el pH en el lote
alimentado con glicerol fueron oscilando entre 30-50 g/L y
4-6, respectivamente. Sin embargo, la temperatura y la
velocidad especifica de crecimiento disminuyeron. Los
niveles de expresion del gen GAP en el cultivo A fueron
mayores que en el cultivo G, sin embargo, los del gen
FTEIl fueron practicamente constantes. En ambos
cultivos, los niveles de expresion del gen GAP fueron
mayores que los de FTEIl, a pesar que los dos genes
estan regulados por el mismo promotor.

Conclusiones. Con el proceso de optimacién se llegaron
a producir 19,945 U/L y 384 U/L h de fitasa, lo cual es 3.5
y 1.9 veces mayor que el cultivo de menor produccion y
productividad volumétrica extracelular de fitasa. La
concentracion inicial de glicerol y el pH en la etapa de lote
alimentado con glicerol no mostraron un gran impacto en
la productividad volumétrica extracelular de fitasa,
mientras que la temperatura y la velocidad especifica de
crecimiento  influyeron de forma inversamente
proporcional. El proceso de optimacion generé un
aumento de los tres rendimientos (Yws, Ypx, Yps). La
disminucién de la velocidad especifica de crecimiento
resultd ser el factor que mas influyd en el aumento del Ypix
y por lo tanto en la eficiencia celular para producir la fitasa
recombinante de forma extracelular, por lo que es posible
gue exista una limitacién del proceso de secrecién a mayor
velocidad especifica de crecimiento y no en la
transcripcion del gen heterélogo.
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