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Introduccién. Pichia pastoris es un microorganismo
psicrotrofico que 1puede crecer a una temperatura de
12°C (u= 0.04 h') y ha sido ampliamente reconocido
para la expresion de genes heterdlogos. Reportes
recientes indican que los cultivos de P. pastoris a
temperaturas menores de 30°C conducen a un aumento
en los niveles de produccion de proteinas recombinantes,
debido a diversas causas probables como son: un mejor
plegamiento, incremento de la secrecion y disminucion
de la protedlisis (1). Nuestro grupo de trabajo desarrollé
una cepa de P. pastoris productora de una fitasa
termoestable con estructura de hélice (FTEIl), y con
propiedades atractivas para su produccién industrial (2).

En el presente trabajo, se evalu6 el efecto de la
temperatura (20 y 30°C) en un bioproceso para la
produccion de la fitasa FTEIl en cepas de P. pastoris.

Metodologia. Se empled una cepa recombinante de P.
pastoris Mut® KM71, construida previamente en nuestro
laboratorio (2), que produce y secreta la fitasa FTEII
(KM71FTEIl). Se realizaron dos cultivos en un biorreactor
de 5 L empleando tres etapas. La primera etapa se llevo
a cabo a 30°C 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 inici6 después de una
ausencia de alimentacion de 45 min Yy se realizé hasta
alcanzar la densidad celular 350 g h™ de peso humedo
para el inicio de la etapa de induccién (17 h), alimentando
glicerol al 50% (12 mL L™ de Biotina 0.02% y PTM1). La
ultima etapa se inicié después de 45 min de ausencia de
alimentacion, alimentando con metanol por 68 h. La
concentraciéon de metanol en el medio de cultivo se
mantuvo constante a 1 g L™ con ayuda de un controlador
ON/OFF de metanol y la temperatura se fijé a 20 6 30°C
a lo largo de la induccion. Ambos cultivos fueron
evaluados en el consumo de metanol, crecimiento celular
(peso humedo en g L'1), concentracién de proteinas
totales extracelulares (Bradford), niveles de produccién
intra y extracelular de FTEIl por Dot blot, utilizando
anticuerpos especificos contra la FTEIl, asi como la
activi1dad de fitasa en el medio de cultivo libre de células
(uL).

Resultados. El cultivo a menor temperatura (20°C)
presenté una mayor demanda de oxigeno que el cultivo a
30°C, y fue necesario administrar mezclas de aire-
oxigeno para mantener el oxigeno disuelto por arriba del
20%). También presentd mayor consumo de metanol
(1453 vs 254 mL) para satisfacer la consigna de la
concentracién constante de metanol de 1 g L™ en el
medio de cultivo, evidenciando con esto una mayor
actividad metabolica a 20 que a 30°C. Ademas, a 20° C
se incrementd la biomasa en un 53% (520 vs 339 g L),
las proteinas totales secretadas en un 81% (32 vs 18
g L'1) y los niveles de fitasa extracelular hasta en un
129% (78,956 vs 34,541 U L’ ), con una mayor
produccion FTEIl por unidad de biomasa (152 vs 102
U g'1). Por ultimo, los niveles de FTEIl intracelular fueron
de un 8% en el cultivo a 20°C y de un 19% a 30°C,
indicando una mejor secrecién en los cultivos a menor
temperatura.

Conclusiones. El cultivo de la cepa KM71FTEIl a 20°C
en la etapa de induccién fue metabdlicamente mas activo
y mas eficiente en la produccion y secrecion de FTEII
que el cultivo a 30°C, demostrando que la disminucion de
la temperatura favorece la produccion de proteinas
heterélogas en P. pastoris.
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