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Oxigeno disuelto, APA 45/47 kDa, morfologia agregacion.

Introduccién. Streptomyces lividans es una bacteria
filamentosa del género de las Actinobacterias,
ampliamente reportada para la producciéon de proteinas
heterélogas [1,2]. S. lividans en cultivos sumergidos
presenta una morfologia que va desde micelio disperso
hasta pellets [3]. Se ha reportado que estas diferencias
morfolégicas afectan la produccion de proteinas
recombinantes [3]. Sin embargo, no se conoce como las
variaciones en la hidrodinamica presente en el matraz
afectan la morfologia y consecuentemente Ia
productividad. La glicoproteina APA de 45/47 kDa ha
sido reportada con alto nivel inmunogénico asociado a su
patron de glicosilacién [4,5], y es una alternativa para la
produccion de una nueva vacuna contra tuberculosis y
kits de diagnostico. En este trabajo se evaluaron los
cambios morfoldgicos inducidos por la geometria del
matraz: Matraces Erlenmeyer convencional (MC),
bafleado (MB) y con resorte de acero inoxidable (MR).
Asi mismo, se determind como estas diferencias
morfolégicas afectan la produccion de la proteina APA.
Metodologia. La cepa silvestre de S.lividans 1326, fue
transformada con el plasmido plJ6021, que contiene el
gen de la proteina APA. Los cultivos se llevaron a cabo
en 3 matraces (por triplicado): MR, MB y MC. Se tomaron
muestras del cultivo para cinética de crecimiento (peso
seco), produccion de proteina (SDS-PAGE y Western
Blot) y morfologia de agregacién (microscopia y analisis
de imagenes). La potencia volumétrica (P/V) presentes
en matraces de diferente configuracion (convencionales y
bafleados), se determinaron a partir de la ecuaciones
propuestas por Buchs et al [6] y Peter et al [7]. Para el
caso de matraz con resorte, la P/V se determind,
extrapolando los resultados de las otras dos
configuraciones y el diametro del pellet obtenido en los
tres sistemas.

Resultados. Se observaron diferencias en cuanto al
tamafio del agregado en todos los matraces, siendo
agregados celulares mas pequerios los presentes en los
MR (O. 020 +0.014 mm?) y los mas grandes en MC (2.11
+ 1.2 mm ) Estas diferencias se vieron reflejadas en la
produccion especifica de la proteina APA donde se
obtuvo 0.03 mg/mL, 0.02 mg/mL y 0.003 mg/mL para
MR, MB y MC respectivamente. No se observaron
diferencias significativas en la biomasa final para las tres
diferentes geometrias de matraz. Sin embargo la
velocidad especifica de crecimiento si se VIO mod|f|cada
quiza
los ag
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Fig. 1. Agregados formados por S. lividans a las 72 horas de cultivo

(40X) en A) Matraz Convencional , B) Matraz Bafleado C) Matraz con
Resorte. La barra de referencia equivale a 0.250mm.
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Fig.2. Western Blot de la produccién de la proteina APA, en cada
geometria de matraz. (1) Matraz con resorte (2) Matraz Bafleado y (3)
Matraz convencional

Tabla 1. Parametros cinéticos y P/V de los cultivos en matraces con
diferente geometria.

Velocidad
de Rendimiento | P/V
crecimiento] Biomasa | Prot Total| % APA Y pix (WIL)
(h™ (g/L) (mg/mL) | (mg/mL) | (mgAPA/gX)
0.16 0.30 + 12 2.64
MR 3.7+0.15 0.01 (0.036) 0.0104
0.14 0.29 + 9 2.54
MB 3.5+0.17 0.04 (0.026) 0.0075
0.09 0.13 2.8 0.22
MC 3.2+0.20] 0.03 (0.003) 0.0011
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Conclusiones. La geometria de matraz, que se puede
asociar a P/V tiene efecto en la morfologia de
agregacion, resultando agregados mas pequefios en
matraces con mayor P/V. Las diferencias en morfologia
de agregacion se reflejan en la productividad de APA,
siendo mayores para agregados mas pequefios.
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