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Abstract 

The methylotrophic yeast Komagataella phaffii is considered a highly successful expression 

host for the large-scale production of recombinant proteins. The presence of the strong, yet 

tightly regulated, promoter PAOX1 is one of the main reasons for this success. Typically, 

methanol is used to induce PAOX1 activity. It also serves, at least in the wild type strain, as a 

source of carbon and energy. However, there are problems with the use of methanol on an 

industrial scale, which have prompted researchers to explore ways to minimize the amount 

of methanol used. Two popular strategies are a) the use of Mut (“Methanol utilization”) 

strains, which are compromised in their production of alcohol oxidase (AOX) and thus their 

ability to consume methanol and b) addition of secondary carbon sources to support growth 

and to reduce methanol requirement. The need to systematically study the influence of the 

different Mut phenotypes and of different secondary carbon sources on recombinant protein 

expression has been acknowledged in the literature. In this work, we tried to determine the 

optimal Mut phenotype and suitable secondary carbon sources by studying the production of 

a model recombinant protein, β-galactosidase. We observed significantly higher specific 

expression rates in a Mut+ (high AOX) strain compared to Muts (little AOX) and Mut- (no AOX) 

strains, suggesting that the Mut+ should be the strain of choice for production of (at least non-

secreted) recombinant proteins.  Moreover, this observation led us to hypothesize that a 

downstream metabolite of methanol is involved in induction of PAOX1. It was found that the 

metabolites formate and formaldehyde do act as potent inducers of PAOX1. Since these 

compounds have several advantages over methanol in industrial protein production 

processes, this observation has important practical implications for large-scale production of 

recombinant proteins. The second goal of this work was to identify the best secondary carbon 

source. Comparable recombinant protein production was observed when either glycerol (a 

repressing carbon source) or sorbitol (a non-repressing carbon source) was used as the 

secondary carbon source along with methanol in continuous culture. This demonstrates that 

it is irrelevant whether a non-repressing or a repressing carbon source is used to support 

growth. Again, this result has significant practical implications, as it allows the secondary 

carbon source to be chosen solely on the basis of industrially relevant parameters. 
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सार 

मिथाइलोट्रोफिक खिीर कोिागाटाला िाफि को पुनः संयोजक प्रोटीन के बड ेपैिाने पर उत्पादन 

के मलए एक अत्यधिक सिल अमिव्यक्ति िेजबान िाना जािा है। प्रबल एवि ्सख्िी से 

ववननयमिि होने वाले PAOX1 प्रिोटर की उपक्थथनि, इस सिलिा के िुख्य कारणों िें से एक 

है। आििौर पर,PAOX1 गनिववधि को प्रेररि करने के मलए िेथनॉल का उपयोग फकया जािा 

है। यह, कि से कि जंगली प्रकार के उपिेद िें,काबबन और ऊजाब के स्रोि के रूप िें िी कायब 

करिा है। हालांफक, औद्योधगक पैिाने पर िेथनॉल के उपयोग के साथ सिथयाएं हैं, क्जसने 

शोिकिाबओं को इथिेिाल फकए गए िेथनॉल की िात्रा को कि करने के िरीके िलाशन ेके 

मलए प्रेररि फकया है। दो लोकवप्रय रणनीनियााँ इस प्रकार हैं १) Mut (“िेथनॉल उपयोग”) 

उपिेदों का उपयोग, जो अल्कोहल ऑतसीडजे (AOX) के उत्पादन िें प्रनिबधंिि है कारणवश 

उनकी िेथनॉल उपिोग करने की क्षििा िें िी मसमिि हैं िथा २) ववकास का सिथबन करने 

के मलए एवं िेथनॉल का उपिोग घटाने के मलए अप्रिान काबबन स्रोिों का उपयोग। पुनः 

संयोजक प्रोटीन अमिव्यक्ति पर ववमिन्न Mut िेनोटाइप एव ंअप्रिान काबबन स्रोिों के प्रिाव 

को व्यवक्थथि रूप से अध्ययन करने की आवश्यकिा है क्जस ेसाहहत्य िें थवीकार फकया गया 

है। इस शोि कायब िें, हिने एक िॉडल पुनः संयोजक प्रोटीन, β-galactosidase के उत्पादन 

का अध्ययन करके इष्टिि Mut िेनोटाइप और उपयुति अप्रिान काबबन स्रोिों को ननिाबररि 

करने का प्रयास फकया। हिने Muts (कि िात्रा िें AOX) और Mut- (शनू्य िात्रा िें AOX) 

उपिेदों की िुलना िें Mut+ (अधिक िात्रा िें AOX) उपिेद िें िहत्वपूणब रूप से ववमशष्ट 

अमिव्यक्ति दरों का अवलोकन फकया, जो यह संकेि करिा है के Mut+ पुनः संयोजक प्रोटीन 

(कि से कि गरै-स्राववि) उत्पादन के मलए अधििाननि उपिेद होना चाहहए। इसके अनिररति, 

इस अवलोकन ने हिें यह अनुिान लगाने के मलए प्रेररि फकया फक िेथनॉल का अनुप्रवाह 

metabolites PAOX1 के उत्प्रेरण िें शामिल है। यह पाया गया फक िॉरिेट एव ंिॉिबलाडहेाइड 
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metabolites PAOX1 के प्रबल उत्प्रेरक के रूप िें कायब करि े हैं। चूफंक इन यौधगकों के 

औद्योधगक प्रोटीन उत्पादन प्रफियाओं िें िेथनॉल की िलुना िें कई िायदे हैं, इसमलए इस 

अवलोकन का, पुनः संयोजक प्रोटीन के बड ेपैिान ेपर उत्पादन के मलए िहत्वपूणब व्यावहाररक 

ननहहिाथब हैं। इस शोि कायब का दसूरा लक्ष्य उच्िि अप्रिान काबबन स्रोि की पहचान करना 

था। जब continuous cultures िें िेथनॉल के साथ क्ललसरॉल (एक दिनकारी काबबन स्रोि) 

या सोर्बबटोल (एक गैर-दिनकारी काबबन स्रोि) का उपयोग फकया गया िब हिें सिान पुनः 

संयोजक प्रोटीन का उत्पादन प्राप्ि हुआ था। यह दशाबिा है फक यह अप्रासंधगक है फक ववकास 

का सिथबन करने के मलए एक गैर-दिनकारी या दिनकारी काबबन स्रोि का उपयोग फकया जाए 

या नहीं। फिर से, इस पररणाि के िहत्वपूणब व्यावहाररक ननहहिाथब हैं, तयोंफक यह औद्योधगक 

रूप से प्रासंधगक िापदंडों के आिार पर अप्रिान काबबन स्रोि को पूरी िरह स ेचनुने की अनुिनि 

देिा है। 
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to the transformed cells. B. Schematic representation of the knock-out 
cassette after integration into chromosome 4 at the AOX1 locus. 
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S3.1 Chemostat set up. Culture volume inside the reactor was kept constant 
by maintaining the overall weight of the reactor vessel using a mass 
balance. 
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S3.2 Effect of number of washing steps on accurate determination of cell 
dry weight. Washing of the cell pellet is required to remove medium 
components that can lead to significant overestimation of cell dry 
weight. It was decided to wash the cell pellets twice with distilled water 
before drying them to constant weight. 
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Nomenclature 

 

  

AOX Alcohol oxidase 

PAOX Alcohol oxidase promoter 

FLD Formaldehyde dehydrogenase 

FDH Formate dehydrogenase 

MU Miller units 

Mut Methanol utilization type 

PCR Polymerase chain reaction 

D Dilution rate (h-1) 

𝒑𝒆 Concentration of extra-cellular protein (units l-1) 

𝒑𝒊 Specific activity of protein (units gdw-1) 

𝒓𝒑𝒆
−  Degradation rate of extracellular protein (units l-1 h-1) 

𝒓𝒑𝒊
−  Specific rates of protein degradation (units gdw-1 h-1) 

𝒓𝒑𝒊
+  Specific rates of protein production (units gdw-1 h-1) 

𝒓𝒑𝒊
→  Specific rates of protein secretion (units gdw-1 h-1) 

𝒓𝑺 Substrate uptake rate (g gdw-1 h-1) 

µ Specific growth rate (h-1) 

Y Biomass yield (gdw g-1) 

𝒙 Cell density (gdw l-1) 
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