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Introduccion. Se han tratado de incrementar la
concentracion y la productividad de proteinas
Cry en B. thuringienss mediante cultivos en
lote utilizando medios de cultivo con altas
concentraciones de nutrientes; pero se presentan
problemas de desincronizacion, limitaciones por
transferencia de masa y la acumulacién de
&cidos orgénicos, lactato y acetato (1). En
condiciones aerdbicas hemos encontrado
concentraciones de hasta 11.9 g de lactato . En
este estudio se investigb la dindmica de
acumulacion de estos &cidos y de intermediarios
del ciclo de Krebs en cultivos por lote
alimentado (CLA), con alimentacion
intermitentemente y en cultivos por lote (CL),
asi como su efecto sobrelaesporulaciény sobre
laexpresion del gen crylAc.

Metodologia. Se realizaron fermentaciones en
CLA con aimentacion intermitente utilizando
una cepa de Bt HD73 acristalifera con una
fusion  transcripcional  crylAc-lacZ.  Se
hicieron determinaciones de &cidos organicos
mediante HPLC, glucosa en un analizador
bioquimico (Y Sl), conteo celular y de esporas
en una cdmara de Neubauer y actividad de ?-
ga.

Resultados y discusion. En los CLA las
concentraciones mas altas detectadas fueron de
de 55, 53.7 y 12 g/L de citrato, acetato y lactato
respectivamente, con una eficiencia de
esporulacion del 20 % y una actividad de ?-gal
de 2530 Ul/mL. Mientras que en €l cultivo en
|ote se obtuvieron concentraciones de 4.08, 4.09
y 1 gd/L, de citrato, lactato y acetato
respectivamente, una eficiencia de esporulacion
dd 61 % y 348 Ul/mL de ?-gd. La
acumulacién de acetato se present6 antes de la
acumulacion de citrato, ésto nos hace suponer
que existe a principio de la fermentacion un
desacoplamiento entre la glicolisis y €l ciclo de

Krebs y después un cuello de botella en ese
ciclo. Debido a que no existen reportes de la
acumulacion de este &cido, se planted la
hipétesis de que el citrato afectaba la
esporulacion y expresion de cry. Se reaizé un
cultivo en lote adicionando un pulso de citrato,
en este cultivo se observé unaesporulacion de 6
% y 306 Ul/mL de ?-gal y un desplazamiento
en €l inicio del incremento de la actividad de ?-
ga que sefala la activacion del promotor del
gen CrylAc (Fig 1)
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Fig. 1 Cinética del cultivo en lote con adicién de
pulso decitrato, la flecha sefiala la adici 6n del

pulso

Conclusiones. Se encontr6 que el citrato se
acumulé en mayor cantidad que el acetato y
lactato. La presencia de citrato en estas
concentraciones provoco la disminucion en la
eficiencia de esporulacién. Ademés el citrato
retardo la activacion del gencrylAc,
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