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Introducciéon. La creciente demanda de proteinas
recombinantes para uso farmacéutico ha llevado a
profundizar en el estudio de diferentes estrategias para
mejorar la produccién de las mismas, uno de estos
aspectos son los métodos de induccién. La induccion
térmica ha despertado gran interés debido a las multiples
ventajas que presenta con respecto a los demas métodos
de induccion. Sin embargo este tipo de cultivos se
realizan en modo lote debido, entre otros factores, a la
sobrecarga metabdlica a la que es expuesta la célula, lo
que conlleva a una disminucion en la velocidad de
crecimiento. No obstante, investigaciones recientes
empleando nuevas estrategias de induccién por
temperatura realizadas en cultivos en lote alimentado han
mostrado que las células pueden continuar creciendo aun
después de la etapa de induccion si son sometidos a
periodos de “recuperaciéon” a bajas temperaturas (30 °C)
Bl Teniendo en cuenta estos resultados se propone
disefiar un sistema de produccion continuo de proteina
recombinante inducible por temperatura, que permita
evaluar el efecto de la velocidad de crecimiento sobre la
produccion de proteina recombinante.

Metodologia. Se empleé la cepa bacteriana BL21 (B F-
dem ompT hsdS (rs mg) gal: Strategene Cat:200133)
transformada con un plasmido de alto nimero de copias
que contiene la secuencia de codones que codifican para
el gen de la pre-proinsulina humana (HPPI) bajo el
control del sistema Ap -cI857. Se us6 un medio de cultivo
quimicamente definido con glucosa como fuente de
carbono y ampicilina como presion de seleccion. El
sistema de cultivo consisti6 en dos biorreactores
interconectados, en uno de los cuales se mantuvo una
temperatura de 42 °C y un volumen de operacion de 0,5
L, mientras en el otro se mantuvo una temperatura de 35
°C y un volumen de operacion de 0,7 L. Ambos reactores
se mantuvieron en condiciones completamente aerobias
y pH de 6.8. La concentracion de biomasa se determiné
mediante peso seco. La cuantificaciéon de proteina se
realizé por densitometria. La cuantificacion de glucosa
residual se llevd a cabo con un analizador bioquimico
YSI. La concentracion de acidos organicos se realizo
mediante HPLC.

Resultados. En la figura 1 se muestra la cinética
obtenida en un esquema de induccidn por oscilaciones
de temperatura entre 35°C y 42°C, en un sistema de
cultivo de dos compartimentos. Se observa que el cultivo

llega a un estado estacionario después de 90 horas de
cultivo. Se evaluaron dos diferentes velocidades de
crecimiento: 0,06 h™' (0,3 ymax) y 0,16 h™ (0,7 ymax). Se
observd que a bajas velocidades de crecimiento, el
porcentaje de proteina recombinante en la fraccion
insoluble (cuerpos de inclusion) es del 20%, mientras que
a altas velocidades de crecimiento disminuye a 9%.
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Fig. 1. Cinética de un cultivo inducido por oscilaciones de temperatura.

Conclusiones. Empleando una estrategia de induccion
térmica por oscilaciones en la temperatura es posible
realizar cultivos continuos, los cuales se emplearon como
herramienta de estudio. El empleo de un sistema
continuo termoinducido por oscilaciones de temperatura
permitié determinar que la velocidad de crecimiento tiene
un efecto relevante sobre la composicién de proteina
recombinante.
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