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Introduccion. El escalamiento es una actividad de importancia
fundamental para convertir el conocimiento generado en
instituciones através de lainvestigacién en unarealidad préctica
con valor comercial. Laoptimizacion del proceso de fermentacion
permite mejorar laeficienciay los rendimientos en laproduccion a
gran escala de insulina e cultivos de E. coli recombinante. El
escal amiento de bioprocesos presenta desafios en € control delas
condiciones de fermentacién, tales como velocidad especifica de
crecimiento, estabilidad de cepas y expresion de proteinas
recombinantes.

Metodologia. Se utilizé la cepa deE. coli W3110 con d plasmido
TrpLE-Met-Proinsulina. Se realizaron fermentaciones de lote
alimentado de 10L, 25L y 100L de volumen de trabajo. Los
parédmetros controlados durante lafermentacion fueron OD, pH,

temperatura y la velocidad especifica de crecimiento (). Se
determiné densidad 6ptica (absorbancia), peso hiumedoy seco,
concentracion de glucosa (método enzimético), concentracion de
triptofano (espectrofluorometria), proteina total (Bradford) y
proteina TrpLE-M et-Proinsulina (SDS-PAGE). Serecuperaronlos
cuerpos de inclusion incubando con lisozima, homogeneizandoy
centrifugando las células.

Resultados y discusién.  Se realizaron un total de 49
fermentaciones. Se determinaron las condiciones 6ptimas paralas
etapas de crecimiento celular y expresion de proteina
recombinante. Lavelocidad especifica de crecimientosecontrold
mediante |a adici6n exponencia mente ascendente de glucosaen un
valor de 0.2h*. Tal estrategia se escal6 a un volumen de
fermentacion de 100L. Laconcentracion de biomasafinal y el %
de proteina recombinante en relacion a proteina total se
mantuvieron constantes en las 3 escalas de 23g/l y 28%,

respectivamente. Al pasar de 10 a 100L la concentracion de
proteina total y TrpLE-M et-Proinsulina aument6 en un 100%
(figural) y laproductividad (mgprolnsulina/lh) y el rendimiento
de prolnsulina sobre biomasa (mg/g) mejoraron en un 50%, asi
como la cantidad de cuerpos de inclusién obtenidos aument6 en un
40%. Finalmente, el proceso de centrifugacion se escal 6 de una
operacion discontinua en equipo de laboratorio a un proceso
continuo a nivel planta piloto.

Conclusiones. Se realizaron estudios de escalamiento ascentente
en las etapas de fermentacion y recuperacion de cuerpos de
inclusion.
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Fig.1. Expresion de proteina total y Trp-LE-Met-proinsulina en los
diferentes volumenes de érmentacion. Eje Y representa unidades
relativas.

Se definieron las condiciones 6ptimas de fermentacion, incluyendo
la estrategia de adicién de inductor (triptofano), velocidad de
crecimiento y politica de adicién de fuente de carbono. Mediante
tal estrategiaselogro alcanzar niveles de cuerpos de inclusion del

orden de 14gpeso-himedo por litro de cosecha, mejorandose asi la
productividad del proceso. En laobtencion de los cuerpos de
inclusion se redujo el tiempo de operacién de 24 a 12h y se
estandarizaron las condiciones de operacion anivel plantapiloto.
Se estandarizaron y documentaron las metodologias para la
medicion de triptofano, proteina total y cuantificacion de

preproinsulina. Se simul6, con el programa Bio-pro, laplantade
produccion del procesos de obtencion de insulina, obteniéndose los
balances de materiay energia.
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