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Introduccion. La termoinduccion de  proteinas
recombinantes (PR) en E. coli requiere del calentamiento
del cultivo (>37°C), lo cual desencadena en las células la
respuesta de choque térmico (1). Las PR tienden a
agregarse en cuerpos de inclusion (Cl), cuyas
caracteristicas estructurales difieren cuando se modifican
las condiciones de cultivo (2). Los cultivos por lote
alimentado, con la adicion de un sustrato limitante (por
ejemplo: glucosa), generan una alta densidad celular y
elevadas productividades. Sin embargo, las deficiencias
de mezclado en la escala productiva propician la
formacién de una zona de alta concentracion de glucosa
cercana al punto de adicién (3,4). A su paso por esta
zona, las células despiertan una respuesta
transcripcional y metabdlica para contender con el estrés
generado (3). Sin embargo, se desconoce como dichas
respuestas impactan en la produccién de PR y su
agregacion en Cl en cultivos termoinducidos.

El objetivo de este trabajo es analizar la arquitectura de
los Cl en E. coli W3110 termoinducible productora de
rHUGM-CSF en cultivos de alta densidad celular ante
gradientes de concentracién de glucosa, reproducidos en
un modelo de escalamiento descendente.

Metodologia. La cepa de E. coli W3110 es propiedad de
Probiomed S.A. de C.V. y contiene un plasmido con el
gen codificante para rHUGM-CSF (factor estimulador de
crecimiento de granulocitos y macréfagos) bajo la
regulacion de un promotor termoinducible. Los cultivos
control de alta densidad celular inician en fase lote en un
STR de 1.2 L de volumen inicial en medio minimo (1),
seguida por la alimentacién exponencial de glucosa. La
produccion de rHUGM-CSF se induce mediante
calentamiento de 30°C a 39°C (Fig. 1). Para la
reproduccién de la zona de adicion de glucosa se disefid
un sistema de dos reactores interconectados STR-PFR
(Fig. 2). En dicho sistema se realizara un cultivo como se
indic para los cultivos control, con el punto de adicion de
glucosa a la entrada del PFR (Fig. 2). El crecimiento se
analiza por turbidimetria (600 nm) y la glucosa mediante
un analizador bioquimico (YSI2900). Los Cl obtenidos se
analizan en geles SDS-PAGE y sus caracteristicas
estructurales mediante susceptibilidad a la degradacion
por proteasa K y FTIR-ATR (2). La presencia de
proteinas de choque térmico sera determinada por
inmunodeteccion de DnaK y GroEL.

Resultados. El cultivo control crece ajustandose al
modelo de alimentacion exponencial alcanzando 40 g/L.

La glucosa inicial se consume durante el lote y se
mantiene cercana a 0 g/L el resto del cultivo (Fig. 1).
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Fig. 1. Cultivo control por lote alimentado de E. coli W3110 rHUGM-
CSF. Se muestra la concentracion de biomasa (circulos negros) y de
glucosa (circulos vacios). También se presenta la concentracion celular
de acuerdo al modelo de alimentacién exponencial (linea continua) y la
temperatura (linea punteada). Las lineas verticales sefialan el inicio de
la fase de alimentacion exponencial y de termoinducion (30-39°C).

El sistema STR-PFR propuesto mantiene un flujo piston

dentro del PFR (Fig. 2), lo que permite la reproduccion de
la zona de adicion de glucosa (4).

Condiciones de operacion:
Vol. Inicial =1.2 L

Vol. PFR=0.1L
trprr=40s

Bo > 10 (4)

PFR
Fig. 2. Esquema representativo del sistema de dos
compartimentos STR-PFR.

Conclusion. Se logré un cultivo de alta densidad celular

STR

de E. coli produciendo rHuGM-CSF, que sera
reproducido en el sistema caracterizado de dos
compartimentos STR-PFR.
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