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Introduccion. La peroxidasa de nabo PodC tiene
diversas aplicaciones biotecnolégicas como la remocion
de compuestos fendlicos de agua contaminada (1), mas
su produccion a partir de tejidos vegetales no es
econdémicamente viable. Sin embargo, el gen podC fue
anteriormente clonado en la cepa E.coli Rosetta 2 (DE3)
(2), lo cual ha permitido su produccion en cultivo
sumergido. El objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto de diferentes condiciones de crecimiento sobre las
variables cinéticas de la cepa productora de la enzima
recombinante PodC, lo cual podria permitir mejorar el
rendimiento de su proceso de produccion.

Metodologia. Se determind el efecto de la construccion
pET28b::podC en la cepa Rosetta 2 y el efecto de la
induccion con 2% (v/v) de lactosa a la mitad de la fase
exponencial en medio Luria-Bertani (LB) sobre el tiempo
de duplicacion (Td) y constante de velocidad especifica
(K). Se prepararon pre-indculos a partir de un stock de la
cepa parental o la cepa transformante; inoculando el
medio fresco para alcanzar Agy de 0.01, incubando a 37
°C y 200 rpm. Se tomaron muestras cada hora hasta las
12 h. El efecto de la glucosa (0.05% y 0.5% v/v) y MgSO,
(I mM y 2 mM) sobre el crecimiento de la cepa
transformante fue estudiado mediante un disefio factorial
2%, las variables respuesta fueron K y Td. Los datos
obtenidos fueron analizados con los programas
GraphPad Prism y JMP (v.8).

Resultados. La cinética de crecimiento de la cepa
parental y la transformante (Fig. 1) muestran un
crecimiento dialxico, donde se observan dos fases
exponenciales separadas por una fase de
desaceleracion, debido al consumo subsecuente de un
nutriente  diferente al inicialmente (3). Este
comportamiento podria asociarse al consumo inicial de
los nutrientes del medio LB y subsecuentemente
consumo de algun producto del metabolismo bacteriano,
pudiendo ser el acetato (4). Se observd que la
construccion pET28b::podC tiene un efecto negativo
sobre el crecimiento de E. coli Rosetta2, ya que el Td de
la cepa transformante (1.29+0.02 h) fue mayor al de la
cepa parental (1.10+£0.01 h), ademas de un menor valor
de K (0.54+0.01 h™* vs 0.63+0.01 h™, respectivamente).
La induccién con lactosa provocé un efecto negativo
sobre los pardmetros cinéticos K y Td durante la segunda
fase de crecimiento. El andlisis estadistico mostro que la

glucosa y su interaccibn con el MgSO, afectaron
significativamente el crecimiento. El mejor tratamiento se
obtuvo con 0.5% (v/v) de glucosa y 1 mM de MgSO, (K=
0.72+0.04 h™ y Td=0.95+0.03 h). Estos resultados
podrian mejorar el rendimiento volumétrico de la enzima
PodC en el proceso de escalamiento de la fermentacion.
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Figura 1. Cinética de crecimiento de las cepas parental y transformante
en medio LB. Se observa que tiene un crecimiento con dos fases
exponenciales. Las lineas rojas muestran el final de la primera fase y el
inicio de la segunda. Se muestran los resultados de tres experimentos
independientes por duplicado.

Conclusiones. Se observé un comportamiento diadxico
entre la cepa parental y transformante. La
suplementacion del medio LB con 0.5% (v/v) de glucosa
y 1 mM de MgSO, aumenta la K y disminuye el Td de la
cepa transformante productora de la enzima
recombinante PodC, en comparacion con los valores
obtenidos en el medio LB sin suplementar.
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