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Introduccion. Debido a su uso en la manufactura de
plasticos biodegradables de alta calidad, conocidos por el
nombre genérico de polilactatos (PLA), la demanda de
lactato se estd incrementando sustancialmente. La sintesis y
las propiedades fisicas y de biodegradacion del PLA
dependen de la relacion usada de los enantidmeros
opticamente puros [1]. Las bacterias lacticas tienen
requerimientos nutricionales complejos, consecuentemente
no pueden crecer en fuentes simples de carbono y sales
inorganicas de nitrégeno [1] [2]. Por lo que los medios para
la produccion deben ser suplementados con fuentes de
nitrogeno complejas (extracto de levadura, solidos de licor
de maiz, harina de soya, etc.), esto incrementa de manera
significativa el costo de produccion y purificacion del
producto. Escherichia coli produce D-lactato como parte de
una mezcla de productos de fermentacion y crece bien en
medios minerales.

El objetivo de este trabajo fue obtener cepas de E. coli capaz
de producir D-lactato opticamente puro en medios minerales
con alta productividad y rendimiento.

Metodologia. Basados en antecedentes y evidencias
metabolicas, se evalud el efecto de la interrupcion en E. coli
MG1655 de los genes que codifican para: a) piruvato
formato liasa (pfIB) b) alcohol deshidrogenasa (adhE) c)
fumarato reductasa (frdA), sobre las velocidades especificas
de crecimiento, de consumo de glucosa y de produccion de
D-lactato y otros acidos organicos. Las cepas CL1 (E. coli
MG1655 ApflB AadhE) y CL3 (E. coli MG1655 ApflB
AadhE Afrd) fueron evaluadas por duplicado en
minifermentadores sin aireacion (pH.7), 100 rpm de
agitacion usando medio mineral glucosa 4%.

Resultados y discusion. Se obtuvieron cepas interrumpidas
en las vias que compiten por piruvato y cofactores reducidos,
y cuya Unica via para crecer en anaerobiosis es la produccion
de D-lactato. En la cepa CL1 se abatid por completo la
produccion de formato y etanol, y se redujo drasticamente la
produccion de acetato y succinato, y dicha cepa tiene un
rendimiento de produccion de lactato de 95% con respecto
al teoérico (1 gra/ grgn). La interrupcion de la piruvato
formato liasa trae como consecuencia una reduccion del 36%
en la velocidad especifica de crecimiento, atribuida a la
reduccion en la poza de AceCoA y a la reduccion del
rendimiento de ATP por mol de glucosa debido a la
incapacidad de la célula para producir acetato como la cepa

silvestre. Se ha reportado que la disminucion de ATP
incrementa el flujo glucolitico [3], en este caso como
respuesta de la a la disminucion de dicho rendimiento
debido a la reduccion de la produccion de acetato, la cepa
CL1 aumenta 80% su flujo glucolitico. En consecuencia, la
productividad volumétrica alcanzada fue de 1.1 gp,./L.h,
productividad comparable a la obtenida por bacterias lacticas
en medios ricos [1]. La cepa CL3 presenta una velocidad
especifica de crecimiento igual a CL1 y flujo glucolitico
mayor y en ella se abatid la produccion de succinato
(mediante la inactivacion de frdA), y de tal manera se
aumento la productividad volumétrica a 1.66 gi,./L.h con
rendimiento del 95%.

Tabla 1. Comparacién de parametros cinéticos y rendimientos de
las cepas evaluadas

Parametro MG1655 CL1 CL3
W (h™ 0.38 0.25 0.25
Qo (ga1/ gowe-h) 4.44 7.96 8.8
Oract (8Lact/Edwc-h) 0.097 5.32 5.23
Q (gra/L.h) 0.31 111 1.66

Rendimiento global de conversion de glucosa a lactato
(% del tedrico)  MG1655=40 CL1=95 CL3=95

Conclusiones. Se obtuvo una cepa de E. coli en la que se
elimino la produccion de formato, etanol y succinato, capaz
de producir D-lactato opticamente puro con un rendimiento
del 95%. Debido a la limitacion de ATP en esta cepa se
increment6 el flujo glucolitico. Esto permitié conseguir altas
productividades especificas y volumétricas de D-Lactato
usando medio mineral-glucosa 4%.
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