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Introduccion. El sistema termo-inducible es muy utilizado
para la produccién de proteina recombinante (PR) en
Escherichia coli, ya que a 30 °C el promotor se encuentra
reprimido y esto permite al cultivo alcanzar altas
concentraciones celulares antes de inducir la sintesis de
la PR a 42 °C (1). Se ha demostrado que, mediante la
induccion por oscilaciones de temperatura, se obtienen
mayores rendimientos de PR, que cuando se utiliza el
cambio de temperatura escalonado (2). Con base en esta
informacién se disefi6 un quimiostato de dos
compartimentos. En el cual, mediante la induccion
intermitente del cultivo, fue posible alcanzar un estado
estacionario respecto a concentraciones de biomasa,
sustrato y preproinsulina humana (PPIH) (3). Sin embargo,
las variables estudiadas de dicho sistema fueron limitadas.
En este trabajo, se evalud el efecto la velocidad de
recirculacién entre los dos compartimentos y de la
temperatura en cada compartimento sobre la
concentracién de biomasa, sustrato, PPIH y la estabilidad
del pldsmido recombinante.

Metodologia. Se realizaron cultivos continuos de E. coli
BL21 productora de PPIH transformada con el sistema
apL/cl857 (ver fig. 1). Las temperaturas de crecimiento
fueron 32 °C y 35 °C, las de induccién 40 °C y 42 °C y los
flujos de recirculacion 60 ml/min y 120 ml/min.
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Fig. 1 Diagrama simplificado del sistema termo-inducido.

Resultados. La oscilacion continua de temperatura
(desde horas tempranas del cultivo) entre los dos
compartimentos permitié alcanzar el estado estacionario
respecto a concentraciones de biomasa y sustrato (Fig.
2A). Sin embargo, no fue asi para la PPIH, la cual dej6 de
producirse tiempo antes del estado estacionario (Fig. 2B).
Se alcanzo la mayor cantidad de proteina recombinante
cuando (32-42) °C, Frec= 120 ml/min y la mayor cantidad
de preproinsulina en cuerpos de inclusién cuando (32-42)
°C, Frec= 60 ml/min (Fig. 2C). El plasmido result6 inestable
(Fig. 2D) y ademas se observo la desaparicion del

fragmento que codifica a la PPIH en cuatro de las cinco
condiciones (Fig. 2E).
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Fig 2. A) Cultivo continuo, B) Cl purificados, C) Concentraciones
méaximas de PPIH, D) Conteo de células con el plasmido, E)
Electroforesis del producto de PCR para amplificar el gen de la PPIH
(35-42) °C, Frec= 60 ml/min.

Conclusiones. No se produjo PPIH al estado
estacionario. Las posibles causas de este fenédmeno son
la inestabilidad segregacional del plasmido, pérdida del
gen recombinante y degradacion de la PPIH.
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