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Introducción. Las fitasas catalizan la liberación de 
fosfato del fitato, un compuesto orgánico que se 
encuentra en cereales y granos. La falta de fitasas en 
animales monogástricos ha impulsado la producción de 
estas enzimas a nivel industrial. La mayoría de las fitasas 
que se encuentran en el mercado tienen actividad a pH 
ácido. Recientemente se ha descrito una fitasa de 
Bacillus subtilis (fitasa C) (1) que tiene su máxima 
actividad a pH neutro, pero sus niveles de producción 
son muy bajos. La producción de esta enzima en cultivos 
de Pichia pastoris a alta densidad celular podría ser una 
alternativa para su obtención a gran escala. 

En el presente trabajo, se evaluó la producción de la 
fitasa C recombinante en cultivos de P. pastoris a alta 
densidad celular y una estrategia de purificación del 

medio de cultivo libre de células. 

Metodología. Se empleó una cepa recombinante de P. 
pastoris KM71 Mut

s
 que contiene el gen de la fitasa C de 

B. subtilis fusionado a la secuencia señal del factor alfa 
de Saccharomyces cerevisiae. Se realizaron cinco 
cultivos en biorreactor empleando tres etapas. La primera 
etapa se llevó a cabo a 30ºC y pH 5 en 2 L de medio de 
sales basales con 50 g/L de glicerol, hasta agotar la 
fuente de carbono (19 h). La segunda etapa se inició 
después de una ausencia de alimentación de 45 min y se 
realizó hasta alcanzar la densidad celular deseada para 
el inicio de la etapa de inducción (9-17 h), alimentando 
glicerol al 50% a un flujo de adición ≤ 1 mL/min. La última 
etapa se inició después de 45 min de ausencia de 
alimentación y un ajuste de pH a 6, alimentando con 
metanol constante por 70-130 h. La concentración de 
metanol en el medio de cultivo se mantuvo constante con 
ayuda de un controlador ON/OFF de metanol. Con los 
cinco cultivos en biorreactor, se evaluó el efecto de la 
concentración de metanol (0.5, 1.0 y 2.0 g/L) en el medio 
de cultivo, la temperatura en la etapa de inducción (20 y 
30ºC) y la densidad celular al inicio de la etapa de 
inducción (250 y 350 g/L). Posteriormente, se evaluó una 
estrategia secuencial de purificación de la fitasa C del 
medio de cultivo libre de células mediante microfiltración, 
concentración y diafiltración por ultrafiltración, además de 
una etapa por cromatografía de intercambio aniónico. 

Resultados y discusión. Los tres cultivos realizados 
variando sólo la concentración de metanol en el medio de 

cultivo mostraron un comportamiento similar en la 
actividad de fitasa a lo largo del tiempo de inducción, 
aumentando hasta 4,500 U/L en el mejor caso, y 
disminuyendo en las últimas 12-18 h. El cultivo realizado 
a 1.0 g/L de metanol mostró una productividad 
volumétrica de 63 U/L·h, mientras que en los otros dos 
cultivos fue de 54 U/L·h. En el cultivo a una densidad 
celular de 350 g/L se obtuvo una actividad de fitasa 
máxima de 4,800 U/L y una productividad volumétrica de 
107 U/L·h, valores 1.07 y 1.70 veces mayores que en el 
cultivo a 250 g/L. En el cultivo a 20ºC durante la etapa de 
inducción, se obtuvo una actividad de fitasa máxima de 
12,500 U/L y una productividad volumétrica de 155 U/L·h, 
2.81 y 1.45 veces mayores que en el cultivo a 30ºC. Las 
condiciones de cultivo en la etapa de inducción de 20ºC, 
350 g/L de densidad celular y 1 g/L de metanol en el 
medio de cultivo fueron las que presentaron mayor 
productividad volumétrica y por ende una mayor cantidad 
de fitasa C recombinante (1 g/L) en menor tiempo. En la 
etapa de purificación por ultrafiltración, se obtuvo una 
recuperación del 97.4%, con un factor de purificación y 
concentración de 4.2 y 20.8, respectivamente. En la 
etapa cromatográfica, se recuperaron dos fracciones con 
actividad de fitasa. La primera fracción presentó una 
recuperación del 14.5% con un factor de purificación de 
5.5, mientras que la segunda presentó una recuperación 
del 9.2% y un factor de purificación del 1.4. Las dos 
fracciones con actividad de fitasa mostraron el mismo 
peso molecular por SDS-PAGE (44-52 kDa), mayor que 
el peso molecular teórico (39 kDa), por lo que podrían ser 
dos diferentes formas glicosiladas de la fitasa C. 

Conclusiones. P. pastoris produce y secreta 
eficientemente la fitasa C al medio de cultivo, generando 
100 veces más fitasa C que la reportada para la cepa 
nativa (1). Por lo tanto, este bioproceso representa una 
alternativa para la producción de esta fitasa. 
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