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Introducción. Las lacasas catalizan la oxidación de un 
amplio rango de compuestos, incluyendo difenoles, 
polifenoles y fenoles sustituidos1. Estas enzimas se 
pueden producir en forma recombinante empleando  
Pichia pastoris como hospedero, bajo el control del 
promotor AOX1, inducible con metanol2. 
Tradicionalmente, los cultivos de P. pastoris se realizan 
en medios  líquidos. Este estudio se centra en la 
posibilidad de utilizar el soporte sólido para realizar 
cultivos de alta densidad celular sin la utilización de 
oxígeno puro.  

El objetivo de este trabajo fue comparar la fisiología de P. 
pastoris y la producción de una lacasa de Trametes 
versicolor recombinante en cultivo líquido (CL) y cultivo 
sólido (CS). 
 
Metodología.  Se midió la biomasa (g peso seco/L) 
generada, así como la actividad de lacasa, bajo distintas 
condiciones de cultivo en espuma de poliuretano (PUF) y 
matraz agitado, modificando tres variables: cantidad de 
glicerol inicial (12, 50 y 100 g/L); cantidad de metanol 
usado como inductor (0, 7.9 y 31.6 g/L), así como el 
tiempo en el cual el cultivo permaneció en crecimiento 
solo con glicerol como fuente de carbono. Este tiempo se 
incrementó proporcionalmente a la cantidad de glicerol 
inicial (48, 72 y 192 h, respectivamente). 
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Fig. 1. Cinética de crecimiento de la cepa GS115(55), con 100 
g/L de glicerol y en ausencia de metanol. La curva se construyó 
aplicando el modelo logístico: ▲▲▲▲ (CL),  � (CS). 

Resultados y discusión. El caldo de cultivo se encontró 
disperso en el PUF en multitud de láminas con grosor < 
100 nm (A/V ≈ 200/cm). La variación de la concentración 
de glicerol entre 12 y 100 g/L, causó grandes diferencias 
en el valor de biomasa máxima obtenida (Figura 1), tanto 
en CL (31.9 g/L), como en CS (50.4 g/L). En 
experimentos análogos se estudió el efecto del soporte 
de crecimiento sobre el rendimiento de enzima: Yp/x  
(U/L)/g (Tabla1.) 
 

Tabla1. Rendimiento de enzima en función del tipo de cultivo. 
CL/L: Biomasa recuperada del matraz en agitación e inoculado 
en nuevo CL para inducción.  CS/S: Biomasa recuperada del 
CS en PUF e inoculado sobre nuevo CS en PUF para 
inducción. CS/L: Biomasa recuperada del soporte sólido e 
inoculado en CL para inducción. Los valores de Y p/x (U/L)/g 
con distinta letra mostraron diferencias significativas ( p˂0.002). 

Conclusiones. La relación elevada del cociente 
Área/Volumen del caldo de cultivo disperso en CS, 
favorece el crecimiento de las levaduras, especialmente 
si So > 50 g/L, pero presenta barreras al metanol como 
inductor (CS/S). Estas barreras se resuelven con 
agitación (CS/L). Por lo tanto, las capas finas de 
levaduras tienen barreras diferentes para la difusión al 
oxígeno en comparación con los sustratos solubles en 
agua, como el metanol. Esto es importante para el diseño 
de futuros soportes sólidos dedicados al cultivo de las 
levaduras. 
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Tratamiento  [glicer ol]  [metanol]  Y p/x  
CL/L  100 7.9-31.6 0.14±0.03a 

CS/S 100 7.9-31.6 0.07±0.006b 

CS/L 100 7.9-31.6 0.15±0.04a 


