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Introduccion. Los avances en tecnologias como la
vacunacioén especializada con ADN vy la terapia génica,
han generado una alta demanda de ADN plasmidico. La
produccion de ADN plasmidico se realiza generalmente
empleando a E. coli en cultivos a alta densidad celular
con el objeto de mcrementar los rendimientos
volumétricos del proceso Lo anterior no puede ser
logrado mediante cultivos por lote ya que existen
limitaciones técnicas y la produccion de metabdlitos
(especialmente el acetato) afectaria el desempefio de
E. coli en el cultivo. Una soluciéon al inconveniente
anterior es el empleo de una cepa de E. coli mod|f|cada
en su sistema natural de transporte de sustrato (PTS) la
cual presenta un muy bajo sobreflujo metabdlico. Esto
permite utilizar altas concentraciones de sustrato inicial,
obteniendo altas densidades celulares en cultivos por lote
con una muy baja acumulacién de acetato en el medio de
cultivo®. El presente trabajo pretende explorar dicha
estrategia para incrementar la productividad de
ADN plasmidico en los cultivos de E. coli.

emple6 como modelo de
una vacuna experimental contra

Metodologia. Se
ADN plasm|d|co

parot|d|t|s La cepa bacteriana empleada fue Ila
W3110 PTS GalP® (denominada VH33) y su cepa
parental (W3110). Se usdé un medio de cultivo

quimicamente definido con glucosa como fuente de
carbono (a concentraciones de 5, 50 y 100 g/L) y
ampicilina como presion de seleccién. Los cultivos se
realizaron en biorreactores de laboratorio de 1 L, en
condiciones completamente aerobias, temperatura de
37 °C y pH de 7.0. La biomasa se determiné mediante
peso seco. El ADN plasmidico fue extraido mediante un
kit comercial (Qiagen), y se cuantific6 por
espectrofotometria. La cuantificacién de glucosa residual
se llevd a cabo con un analizador bioquimico YSI. El
acetato se cuantific6 mediante HPLC.

Resultados y discusion. En el cuadro 1 se resume el
desempeiio de la cepa modificada a diferentes
concentraciones de glucosa inicial. El cultivo de dicha
cepa no mostré acumulacion de acetato, inclusive a una
concentracion de glucosa inicial de 100 g/L, aunque a
esta concentracién la velocidad especifica de crecimiento
(w) y el rendimiento biomasa sustrato (Yx;s) mostraron un

decremento del 48 % y del 35 %, respecto a los cultivos
con 5 g/L de glucosa. En contraste, se observd una
acumulacion de 0.6 g/L de acetato en los cultivos de la
cepa W3110 a concentraciones de glucosa tan bajas
como 5 g/L. Los maximos rendimientos volumétricos de
los cultivos con 100 g/L de glucosa fueron similares a los
de otros procesos de producciéon reportados
previamente1.

Cuadro 1. Desempefio de la cepa VH33 con glucosa como
fuente de carbono en el medio de cultivo.

Glucosa (g/L) 5 50 100
w 025 0.26 0.14
(" (£12 %) (£ 10 %) (£ 2 %)
Yxis 0.57 044 0.37
(gbiomasa/gg\ucosa) (i 7 %) (i 1 %) (i 3 %)
Xmax 3.0 235 39.6
(g/L) (£6%) (7 %) (£5%)
Pmax 10.22 76.81 93.61

(£15 %) (£ 9 %) (2 32 %)

124 479 3.88
(£ 26 %) (£ 17 %) (+ 47 %)

(mgplésmido/l—)
Productividad
(mgplésmido/(l-h))

Conclusiones. El empleo de una cepa modificada en su
sistema de transporte de glucosa permitié alcanzar altas
densidades celulares sin acumulaciéon de acetato en el
medio de cultivo. Por lo tanto, la estrategia de cultivo
propuesta es viable para obtener altos rendimientos de
ADN plasmidico en cultivos por lote.
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