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Introduccién. El acido shikimico (AS) es un compuesto
de interés industrial ya que es clave para la sintesis del
inhibidor de neuraminidasas llamado oseltamivir, el cual
tiene actividad antiviral especifica contra la influenza. El
método actual de produccién del AS no es escalable,
debido a que es obtenido a partir de su fuente natural
(hoja de estrella de anis chino). Mediante ingenieria
genética se han disefiado racionalmente cepas con
mutaciones en la via del corismato en la que un
subproducto es el AS (1).

En este trabajo se evalud la produccion de AS en las
cepas de E. coli PB12 y VH33 mutantes en los genes
PTS’, galp” aroEB, aroG™, aroL y aroK, de los cuales
los dos primeros codlflcan para proteinas del sistema
de internalizacion de glucosa y los demas para enzimas
de la via del corismato, bajo diferentes condiciones de
induccion con IPTG.

Metodologia. Las condiciones de induccion (tiempo de
induccion y concentracion del inductor), se analizaron
segun un modelo factorial 3X4 (Tabla 1). Las cinéticas se
realizaron en matraces bafleados de 250 ml, con 25g/L
de glucosa, con un volumen de trabajo de 100ml, a
200rpm y 37°C. La mejor condicion hallada en el modelo
factorial se evalud en un bioreactor de 1L, con 25¢g/L y
100g/L de glucosa. La concentracion de AS y algunos
de sus derivados se evaluaron mediante HPLC usando
una columna aminex(1).
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Tabla 1.Disefio experimental factorial.
Resultados y discusién. Los tratamientos realizados
mostraron que la  produccion AS, depende de la
concentracién y el tiempo de induccién, ya que en cada
tratamiento se observaron cambios en la produccién de
AS. Los valores obtenidos de AS de la cepa VH33 van
desde 0.1g/L para el tratamiento “m” con el menor
rendimiento producto/sustrato (Yp;s), hasta 3.5g/L para el
tratamiento “a”. El Yps que se obtuvo con el mejor
tratamiento para VH33 fue de 0.14mol/mol que es 57%
menor al reportado (2) para cultivos en lotes
alimentados. La cepa PB12 bajo el tratamiento “”
produjo 2g/L. Sin embargo, bajo los tratamientos “a” y “g”
se obtuvieron entre 10 y 11.5 g/L, se obtuvo un Yp;s de
0.5 mejorando un 50% comparado con lo reportado (2).

Ademas, se observo una baja producciéon de DHS y acido
galico. Comparando el tratamiento “a” y “g”, se escogio el
tratamiento “a” pues requiere menor concentracion de
inductor y se adiciona al inicio de la fermentacion, por lo
que fue evaluado en el fermentador de 1 L. En el
reactor se produjo el 25% de AS de lo obtenido en

matraces (figura 1).
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Fig. 1. Cinética de crecimiento, consumo de glucosa y

produccion AS.
Los cultivos en matraz aun en la fase estacionaria
producen AS, mientras los cultivos en reactor presentan
una produccidon de AS asociada al crecimiento. La
maxima concentracion de AS obtenida fue de 14.5g/L en
el reactor con 100g/L de glucosa bajo las condiciones
de induccién del tratamiento “a”.
Conclusiones. Las modificaciones en la via del
corismato y en el sistema de transporte de glucosa de la
cepa PB12, permitieron la acumulacion de 11.5 g/L de AS
en matraces y de 14.5 g/L en reactor bajo el tratamiento
“a”. En matraces con el tratamiento “a”, la transformacién
del sustrato hacia AS mejoré en un 50% comparado con
lo reportado. La mejor condicion de induccion evaluada
para la cepa PB12 mejoré en un 40% la produccion de
AS obtenida previamente.
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