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Introduccion. El acido shikimico (AS) es un compuesto
de interés industrial clave para la sintesis del inhibidor
de neuraminidasas (oseltamivir), el cual es utilizado para
el tratamiento de la influenza. Las perspectivas sobre los
métodos de produccion de AS apuntan a la utilizacion de
bacterias recombinantes y reactores de gran escala. Un
problema comin en estos sistemas es la apariciéon de
gradientes de las variables ambientales fundamentales
(pH, Oxigeno disuelto, entre otros). En un trabajo anterior
del grupo se observé que, durante el crecimiento y etapa
productiva de la cepa de E. coli PB12-SA22, el pH
CAMBIA, lo cual podria afectar la produccion de AS.

En este trabajo se pretende entender la interaccién entre
la cepa PB12-22 y diferentes condiciones de pH y su
efecto sobre la producciéon de AS, evaluando para esto,
tanto el comportamiento metabdlico como el
comportamiento de los transcritos de genes clave del
metabolismo.

Metodologia. Se realizaron cuatro fermentaciones a
diferentes condiciones de pH (6, 7, 8 y sin control de pH),
en estas se tomaron muestras para la cuantificacion de
metabolitos y analisis de la expresion de mensajeros (4
puntos durante la cinética para los transcritos). Los
metabolitos (Glucosa, AS y subproductos) fueron
analizados mediante la técnica de HPLC con una
columna aminex acidos organicos. ElI analisis
transcripcional se llevé a cabo mediante la técnica de
PCR en tiempo real (1). Las fermentaciones se llevaron a
cabo en reactores de 1L a 37°C, 30% de oxigeno
disuelto (2). Se utilizaron la cepas de E. coli PB12-22
mutantes en los genes PTS’, galp+ aroEB, aron'b, aroLy
aroK, los cuales favorecen la acumulacion de AS.

Resultados.
Tabla 1. Comparacion de parametros cinéticos a diferentes
condiciones de fermentacion.

PB12-22 PB12-22 PB12-22 s;B::';frzol
pH8 pH6 pH7 de pH
Glucosa giL 3713 46£4.0 63.8 3 41.48 14
AS glL 5.00£0.8 14.5¢0.4 142304 | 1546306
Biomasa g/L | 16.10:1.0 | 16.11#25 | 16.6:1.9 | 17.40¢1.7
DHS g/L 0.45:0.12 | 1.45:0.1 2.8£0.3 1.800.1
Yes molimol | 0.135:0.05 | 0.310.03 | 0.22$0.03 | 0.38£0.05
asols 0.14£0.02 | 0342005 | 0.27:0.03 | 0.43£0.05
Yys alg 0.43:0.04 | 0.3520.06 | 0.26:0.06 | 0.41£0.07
Qs glL*h 1.0 £0.1 1.30.2 1.8£0.3 1.240.1
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Fig. 1. Cinética de los metabolitos y biomasa para las diferentes
condiciones de fermentacion.

Los resultados de PCR cuantitativa mostraron que la
condiciéon en la cual no se controla el pH, los valores de
los mensajeros analizados estuvieron por encima de las
demas condiciones, particularmente la ruta de las
pentosas y el ciclo de los acidos tricarboxilicos. Se
observé también una mayor expresion del gen galP bajo
la condicién sin  control de pH, favoreciendo asi la
asimilacion de la glucosa del medio a la célula.

Conclusiones. El valor maximo de AS y Y se encontro
al no controlar el pH debido a que el metabolismo se
mantuvo mas activo en esta condicién. Se encontré que
existe una relacién directa entre el pH y la produccion
de AS: valores mayores a 7 tienen un efecto negativo
en la produccién y valores por debajo tienen poco efecto.
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