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Introduccién. La produccion de proteinas recombinantes
a escala econémicamente atractiva es un area de gran auge
debido a sus aplicaciones en tratamiento médicos. La
sintesis de estos productos de alto valor agregado requiere
la optimizacion de condiciones y sistemas de reaccion que
favorezcan la maxima calidad del producto. Por esta razén,
es necesario implementar biorreactores que controlen las
variables que afectan el rendimiento de estos productos:
temperatura, pH, fuente de carbono, agitacién,
concentracion de  oxigeno disuelto (COD) v,
consecuentemente, la velocidad especifica de crecimiento
celular (). El control riguroso de estas variables permite
realizar estudios cinéticos que evallan el efecto de otros
factores fundamentales. Por ejemplo, se ha documentado
gue para una misma cepa bacteriana la presencia
intracelular de un plasmido se traduce en una disminucién
significativa de p dado que los genes plasmidicos redirigen
el metabolismo bacteriano hacia la sintesis de productos
genéticos del plasmido y su replicacién ). Otros factores
que tiene efecto sobre p incluyen el nimero de copias
intracelulares del plasmido y la fuente de carbono utilizada
en el medio de crecimiento. Este ltimo factor afecta la
integridad del plasmido y la inversién energética que
implica a la célula metabolizar una u otra fuente de
carbono. Nuestro grupo se propone implementar
biorreactores de semilote para la sintesis de proteinas
recombinantes, usando un sistema para la produccién de
interleucina humana-6 (hlL-6) en E. coli como modelo. En
esta etapa del trabajo, se reporta el efecto de la presencia
del plasmido pET43.1a y del mismo plasmido con el
inserto del gen de la hlL-6, asi como de la fuente de
carbono sobre la pu de la cepa BL21 de E. coli.

Metodologia. Los experimentos se realizaron en un
reactor de lote de 250 mL de medio de cultivo
semidefinido™, a 37° C, presion atmosférica, COD
aproximada de 7 mg/L. La p se determind para cultivos de
la cepa BL21 de E. coli transformada con el vector de
expresion pET-43.1 a(+), para aquellos transformados con
la construccion pEThIL6 previamente generada en nuestro
laboratorio y para cultivos de la cepa no transformada. Asi
mismo, se determind el efecto de la fuente de carbono
sobre la p de la cepa BL21 de E. coli transformada con
cualquiera de los plasmidos utilizando lotes con medios
semidefinidos a base de glucosa ¢ glicerol.

Resultados y discusion. Durante la etapa de crecimiento
celular la cepa BL21 de E. coli transformadas con el
plasmido pET-43.1a(+) 6 con la construccion pET-IL6
presentaron valores de p significativamente inferiores con
respecto a la cepa no transformada. Estos resultados son
consistentes con reportes previos y sugieren la existencia
de un desgaste metabdlico que implica a la bacteria el
mantener y copiar al plasmido. Por otro lado, el valor de pu
no mostrd diferencias significativas entre los cultivos de la
cepa BL21 de E. coli transformada con cualquiera de los
plasmidos, con y sin el inserto del gen hiL-6, a pesar de
que la diferencia en la longitud de la cadena de
transcripcion de pEThIL-6 representa casi del doble con
respecto al plasmido pET-43.1 a(+) el cual no contiene el
inserto. La evaluacion el efecto de la fuente de carbono
sobre la p de la cepa BL21 de E. coli tampoco mostré
diferencias significativas. A este respecto se ha
reportado®™! que la cuando se utiliza glucosa como fuente
de carbono, la diferencia en la longitud de los plasmidos
provoca un cambio significativo en la 1. Sin embargo esto
no pudo demostrarse en este trabajo, lo que se puede deber
a que la inversion energética que implica el transporte
activo del glicerol hacia el interior de E. coli, tuvo un
efecto mas determinante sobre su metabolismo que la
inversion energética para replicar el plasmido.

Conclusiones.

Bajo las condiciones experimentales usadas en este trabajo
se determind que la presencia intracelular del plasmido
pET43.1a o de la construccion pEThIL6 en la cepa BL21
de E. coli produjo una disminucién significativa en la .
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