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Introduccién. La heterogeneidad en la concentracion de
O, disuelto en reactores operados a gran escala es
causada por un mezclado deficiente y ocasiona distintos

efectos fisioldgicos en los microorganismos (1). E coli

responde a periodos de anaerobiosis durante su transitar
por regiones no aireadas, utilizando las rutas de
fermentacion acido-mixta que originan la acumulacion de
acidos organicos. Una de las estrategias para contender
con la formacion de subproductos y mejorar la
produccion de proteina recombinante es la modificacion o
eliminacién de los genes que codifican para las enzimas
que intervienen en la produccion de acidos organicos. La
cepa mutada de E. coli (denominada VAL24), expresa la
proteina verde fluorescente (GFP) y tiene eliminados los
genes IldhA y pfiB e interrumpido el gen poxB que
codifican para las enzimas que generan lactato, formato y
acetato, respectivamente (2).

En este trabajo se presentan resultados de la evaluacion
del desempefio de la cepa VAL24 cultivada bajo
gradientes de O,, simulados en un sistema de
escalamiento descendente de dos reactores de 1 L de
tanque agitado interconectados y con distintos tiempos
de circulacion (tc).

Metodologia. Los t. evaluados fueron de 50s, 100s y
150s. El desempeio de VAL24 se compard con la cepa
parental W3110. Se determind: crecimiento de biomasa
por espectrofotometria, consumo de glucosa vy
acumulacion de metabolitos extracelulares (acetato,
lactato, formato y etanol) por HPLC. La expresién de
proteina recombinante se evalu6 por fluorescencia y por
densitometria con geles de poliacrilamida
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se determind la
viabilidad celular por citometria de flujo utilizando yoduro
de propidio como marcador.

Resultados y discusion. Los parametros cinéticos y
estequiométricos obtenidos en los cultivos de las cepas
VAL24 y W3110 se resumen en la Tabla 1. Se observo
una disminucion en la velocidad especifica de
crecimiento (u) en las dos cepas al ser expuestas a la
anaerobiosis intermitente, sin embargo, el efecto negativo
en el crecimiento fue mayor en VAL24 que en W3110.
La cepa parental acumulé mayor cantidad de &acidos
organicos, lo que se tradujo como un desperdicio de

carbono de 32, 53 y 55% para los t. de 50, 100 y 150s,
mientras que VAL24 desperdicid 30, 39 y 25% del
carbono en los respectivos t.. La viabilidad de la
poblacién de VAL24 disminuyo a 60, 50 y 40% de células
viables para los t; de 50, 100 y 150s, respectivamente.
En contraste, W3110 no mostr6 wuna reduccion
significativa en la viabilidad excepto en el t; de 150s
donde presentd 70% de células viables al final de la
cinética (Tabla 1).
Tabla 1.Comparacion del desemperio para las cepas.

cepa tc Xmax H Yx/s gs % Cel.
(s) (g/L) (h-1) (9/9) | (9/9*h) | viables
] 2,1 0,45 0,36 1,23 87
VAL24 50 1,8 0,39 0,33 1,19 64
100 1,2 0,13 0,21 0,64 50
150 0,7 0,10 0,11 0,03 40
0 2,0 0,40 0,34 1,19 80
w3110 50 1,7 0,35 0,32 1,11 80
100 1,1 0,29 0,16 1,78 82
150 1,2 0,28 0,20 1,43 70

La proteina recombinante producida (Figura 1) en la cepa
VAL24 fue mayor en todos los t; con respecto a W3110.
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Figura 1.- Comparacién de GFP producida para tiempos finales
de W3110 (a) y VAL24 (b) en geles de SDS-PAGE para los
distintos .

Conclusiones. Los parametros cinéticos y
estequiométricos disminuyeron conforme aumento el t..
El desperdicio de carbono para la generacién de acidos
organicos fue menor en VAL24 con respecto a la cepa
parental. Las concentraciones de proteina recombinante
fueron mayores en VAL24 a las alcanzadas por la cepa

W3110 para todos los t..
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