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Introduccion. En fermentaciones de E. coli es comdn que
se produzca &cido acético. Para evitar su acumulacion se
puede dosificar el sustrato o disefiar cepas que promueven €l
uso de transportadores de glucosa menos eficiente, que
impidan e sobre flujo glucalitico y permitan la
disponibilidad de precursores para la sintesis del producto
recombinante. El objetivo del trabajo fue comparar la
capacidad de produccion de TrpLE-PI y acido acético entre
una cepa con el sistema de transporte PTS Glucosa' con la
cepa parental en cultivos alimentados.

Metodologia. Se utilizaron las cepas de E. coli
W3110trp*/pWPIA y VH32GalP'/pWPIA (PTSGIU™) que
codifican para la proteina TrpLE-proinsulina La
alimentacion de glucosa en los cultivos alimentados se
establecié de acuerdo a un patrén de flujo exponencial
manteniendo una tasa de dilucién de 0.2h™ y 0.6h™. Se
utilizaron fermentadores NBS Bioflo 110 de 7L, relacion de
in6culo de 10%, 37°C, pH 7.4y 20% OD. Los niveles de
proteina TrpLE-proinsulina se determinaron a través de
SDS-PAGE cuantificada utilizando el software NIH-Image
1.61/fat.

Resultados y discusién. Los resultados mostraron que para
la cepa VH32GaA P, a pesar de no haber una diferencia entre
la cantidad de acetato producido entre los cultivos a tasa de
dilucion de 0.2 y 0.6h™, si hubo diferencia en la cantidad de
glucosa consumida por unidad de volumen, observandose
los mayores consumos a 0.2h™. A pesar de la baja
concentracién de acetato producido a 0.6h™ por VH32GaP",
no hubo un aumento en €l crecimiento y al parecer, méas del
80% de base consumida por VH32GaP" fue utilizada para
neutralizar otros acidos organicos producidos. En relacion al
nivel de expresiéon de proteina recombinante y cantidad de
proteina por unidad de biomasa, no se observaron
diferencias significativas entre tratamientos ni entre cepas.
Vertablal.

Los cultivos realizados a alta densidad celular y altatasa de
dilution propiciaron la la produccién de &cidos organicos.

En VH32GAP" se observaron densidades celulares
moderadamente altas y niveles de acetato por debajo de
3g/L, a pesar de la acumulacién de glucosa. Se observé
también que la produccion de acetato al parecer esta
asociada a la acumulacion de glucosa. En contraste, los
resultados de la cepa W3110trp™ mostraron que a 20g/L de
extracto de levadura la produccion de acetato increment6 a
lo largo de la fermentacion, dependiendo del consumo de
glucosay no de su acumulacién. Lo anterior se establece al
observarse produccion de acido acético ain a nula
concentracion de glucosaresidual.

La velocidad de produccion de é&cido acético difiere
considerablemente para ambas cepas. Mientras que
W3110trp* excreté concentraciones elevadas de acetato,
VH32GdP" produjo menos de 5g/L de acetato.

Las cinéticas mostraron que el crecimiento de VH32GalP"
se limité por e agotamiento de la fuente de nitrégeno,
mientras que la concentracion de biomasa en W3110trp™
aparentemente alcanz6 un limite independientemente de la
concentracion de extracto de levadura en e medio de
cultivo.

Tablal. Parametros cinéticos para los cultivos lote y lote
alimentado de |as cepas VH32GalP*/pWPI A y W3110trp*/pWPIA.

;ﬁigﬁ W3110trp*/pWPIA

(hh 0.6 0.2 lote 0.6 0.2 lote
(D) | 02 | 013 | 06 | 02 | 013 | 06
GV 428 | 681 | 308 | 611 | 772 | 356
Xm(gL) | 112 | 142 | 120 | 103 | 145 | 105
PtL) | 29 | 31 | 308 | 277 | 286 | 24
PR%) | 96 | 119 | 99 | 123 | 114 | 150
Plgl) | 03 | 03 | 03 | 037 | 033 | 039
AL | 19 | 15 | 04 | 1001 | 162 | 727

VH32GaP*/pWPIA

Yx/s 0.26 0.21 0.36 0.17 0.19 0.3
Y p/s 0.07 0.04 0.1 0.05 0.04 0.07
Y p/x 0.27 0.22 0.28 0.27 0.19 0.23
0s 0.73 0.63 1.79 1.58 0.68 2.02
ap 0.05 0.03 0.18 0.08 0.03 0.14

Conclusiones. La ocegpa VH32GAP /pWPIA regula
adecuadamente los flujos glicoliticos para mantener sus
requerimientos energéticos y anabdlicos. La alteracién del

sistema PTS resulté en un incremento de mas del 30% en
biomasa y una reduccion de 3 veces el consumo de base
utilizado para la neutralizacion de los éacidos organicos
producidos. No se encontrd diferencia significativa en el

porcentaje de expresion de la proteina de interés, evaluado
como la cantidad de proteina recombinante por unidad de
proteina total. Estos resultados indican que el alterar el

sistema de transporte de glucosa favorecio la productividad
volumétrica del producto recombinante.

Agradecimiento. Proyecto CONACYT NC-230.

Bibliografia.

1. Nedeman, R, Van Boxtd, (2001). Estimation of specific
growth rate from cell density measurements. Biopro.
Biosystems Eng. vol (24):179-185.



