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Introduccién. P. pastoris es una levadura que se ha
empleado en la expresion de proteinas recombinantes en
numMerosos trabajosl’z; estas enzimas se pueden
expresar, bajo el control del promotor AOX1, inducible
por metanol®. La mayor parte de trabajos se han hecho
en cultivos liquidos (CL)®.

El objetivo de este trabajo fue analizar las diferencias del
efecto de altas concentraciones de metanol, sobre la
produccion de biomasa y la expresion de lacasa, en
medios sélidos (CS) y liquidos.

Metodologia. Se midi6 la biomasa (g, peso seco)
generada, asi como la actividad heteréloga, bajo distintas
condiciones de cultivo: espuma de poliuretano (PUF)
para CS y en matraz agitado para CL, 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); asi como el tiempo en el cual el cultivo permanecié
en crecimiento solo con glicerol como fuente de C. Este
tiempo se incrementd proporcionalmente a la cantidad de
glicerol inicial: (48, 72 y 192h), respectivamente.

Resultados. La utilizacién de concentraciones elevadas
de metanol (63.2 g L™), causé diferencias significativas
entre CL y CS en cuanto a la cantidad de lacasa
heter6loga medida después de 48h de induccién (Fig.1).
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Fig. 1. Valores de actividad enzimatica encontrados con 63.2 g L™ de
metanol. CSA CLA .

En experimentos analogos, se estudié el efecto del
soporte utilizado (CS o CL) sobre la produccion de

biomasa utilizando 90.4 g L™ de glicerol, con y sin
metanol (Tablal.)

Tabla 1. Rendimiento (gramo de biomasa g (X) por gramo de carbono g
(C) de la produccién de biomasa en funcién del tipo de cultivo (CS 6
CL) y presencia o ausencia de metanol.

Rendimiento
Tratamiento [metanol] (g L™) a(X)/g(C)
cL 0 1.17 +0.24°
cL 7.9 0.86 + 0.25°
cs 0 1.48 +0.21°
cs 7.9 1.14 +0.18
Conclusiones. La relaciobn elevada del cociente

Area/Volumen, de un liquido fermentable disperso en
espuma de poliuretano (CS), tiene un efecto muy
favorable sobre la atenuacién del efecto téxico que ejerce
el metanol. Esto repercute en la produccion de lacasa
heteréloga, cuando se utilizan elevadas concentraciones
de metanol (63.2 g L), comparado con el CL. Por otra
parte esta misma caracteristica, permite en los CS una
atenuacion de la toxicidad del metanol en cuanto a la
produccion de biomasa, en presencia de metanol
comparado con el CL.
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