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Introduccién. Una aplicacion del lactato es la obtencion
de plasticos biodegradables a partir de su polimerizacion
a polilactato (PLA), cuyas propiedades fisicas y de
degradacién estan conferidas por una elevada proporcién
del isémero L (1). La produccion biotecnolégica actual de
lactatos es a partir de lactobacilos, los cuales requieren
medios de cultivo complejos, que resultan caros para la
obtencion a gran volumen de PLA. Escherichia coli
fermenta azucares, en medios minerales simples, a una
mezcla de productos de fermentacion, incluyendo el D-
lactato a partir de piruvato y la enzima esteroespecifica
LDHA.

El objetivo del presente trabajo fue integrar en E. coli no
fermentativa (MG1655 ApflB, AadhE, AfrdA, AldhA)) el
gen que codifica para la LDH (enzima esteroespecifica
para L-Lactato de Bacillus subtilis), bajo el control del
promotor nativo del gen IdhA y evaluar la produccién de
L-lactato en medio mineral.

Metodologia. La integraciébn cromosomal de Idh de
B.subtilis en E. coli no fermentativa se llevé a cabo por el
método reportado en (2). La cepa lactogénica generada
(MG1655 ApflB, AadhE, AfrdA, Aldh::Idhgs) se caracterizé
en mini-fermentadores (200 mL) no aireados, en medio
mineral-40 g/L de glucosa, 37, 150 rpm controland ose
a pH de 7 por medio de la adicion de KOH 2N. Mediante
HPLC se cuantificaron la glucosa y los productos de
fermentacion, y el L-lactato se confirmé con el analizador
enzimatico esteroespecifico para L-lactato.

Resultados y discusién. Los resultados obtenidos con
el analizador bioquimico y por HPLC indican que la cepa
modificada es capaz de producir L-Lactato épticamente
puro a partir de glucosa, demostrando que la integracion
de Idh de B.subtilis es funcional. La cepa convierte el
95% de la glucosa en L-lactato con tan solo 1.5 g/L de
células en 48 h (Fig.1), s6lo una minima fraccién (2 g/L)
es transformada a acetato y succinato (datos no
mostrados). La cepa progenitora (E. coli MG1655)
cultivada en las mismas condiciones presenta una
velocidad de crecimiento de 0.42 h*, mientras que la
cepa L-lactogénica crece a 0.29 h™, probablemente
debido a que la interrupcién en el gen que codifica para
la piruvato formato liasa (pfIB) disminuye la generacion
de Acetil-CoA y de ATP en la via de sintesis de acetato.
En la cepa obtenida se inactivaron los genes que
compiten por la disponibilidad del piruvato, por lo tanto la
Unica via para regenerar NAD" y mantener el equilibrio
redox es a través de la enzima heterologa.
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Fig. 1. Caracterizacion de la cepa L-lactogénica en medio
mineral-glucosa 40 g/L en condiciones de fermentacion.

Los lactobacilos presentan productividades volumétricas
entre 1 y 4 g/L h de lactato en cultivos lote en medios
ricos. En este trabajo el L-lactato se obtuvo 6pticamente
puro con una productividad volumétrica de 1.33 g/L h
durante la fase de crecimiento. Trabajos previos (3) han
demostrado que es posible generar cepas de E. coli
productoras de L-lactato al reemplazar el gen IdhA de
E.coli B con el gen Idh Streptococus bovis. Estos autores
obtuvieron un rendimiento de 0.61 g, actato/dcLucosa Y
una productividad volumétrica de 0.70 g/L h en medio
rico-glucosa. Esto demuestra que E.coli modificada es
una alternativa que permite competir con tecnologias
actuales de produccién de L-lactato, pero empleando
condiciones y medios de cultivo simples.

Conclusiones. La cepa lactogénica es en términos
practicos homofermentativa y produce L-lactato a partir
de glucosa con rendimientos del 95% respecto al tedrico.
La presencia de acetato es atribuible a que la cepa estéa
empleando vias alternas de generacién de acetil CoA y
acetato.
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