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Introduccion. La agregacion de proteinas recombinantes (PR)
en cuerpos de inclusion (CI) es el principal inconveniente de la
expresion heterdloga en E. coli. Los Cl son agregados dinamicos
que contienen una gran proporcion de PR [1]. Sin embargo, en
bioprocesos industriales los Cl suelen ser la materia prima para
comenzar la purificacion. De hecho, la recuperacion de PR en un
estado nativo y soluble a partir de los Cl depende de sus
caracteristicas [2]. Por lo tanto, el analisis estructural de los Cl se
ha convertido en un importante campo de estudio. El objetivo de
nuestro proyecto es el estudio del efecto de la variacion en el pH
sobre la arquitectura de Cl formados por una Fosfolipasa A2
recombinante (rPLA2) del veneno de la serpiente Micrurus
laticollaris.

Metodologia. La rPLA2 fue expresada en E. coli Origami (DE3)
[3]. Los cultivos fueron realizados en biorreactores de 1.2 L,
usando medio minimo, 37°C y 30% de oxigeno disuelto. La
produccion de rPLA2 fue evaluada bajo 4 estrategias de pH:
cambio de pH de 7.5 a 6.5 u 8.5, sin control (NC) y pH constante.
La concentracion de glucosa y lactato se cuantificaron en un
analizador bioquimico YSI2900. Los acidos organicos se
cuantificaron por HPLC [3]. Los CI fueron obtenidos mediante
ruptura celular, centrifugacion, y lavados con detergentes [8]. Los
Cl fueron visualizados por microscopia de transmisién
electrénica. Las proteinas de los Cl fueron separadas por SDS-
PAGE y 2D. Para definir las caracteristicas estructurales de los
Cl se evalud la resistencia a la degradacion por proteinasa-K o
solubilizacion con agentes caotropicos y las estructuras
amiloides por su union a Tioflavina-T (Th-T). La estructura
secundaria de los Cl fue analizada por FTIR [3].

Resultados. Los cultivos a pH sin control y 7.5 lograron una
biomasa maxima (Xmax) de ~3 g/L después de 11 h, mientras que
a pH 6.5, solo alcanzaron el 66% de Xmax (Tabla 1). A pH 8.5, el
pH basico favorecio la salida de acetato de las células. A pH 8.5,
el rendimiento total de proteina y la productividad de rPLA2 en
forma insoluble fue 20% mayor (Tabla 1). A pH 8.5 los CI
formados fueron mas susceptibles a la degradacioén proteolitica
por Proteinasa-K, unieron menos Th-T (Fig. 2). Ademas, se
solubilizan mas facilmente en agentes caotrépicos.

Tabla 1. Parametros estequiométricos y cinéticos de crecimiento y
produccion de rPLA2 producida en E. coli Origami™.

Estrategia Biomasa
b (h) Yeru(gla) PLOAPTIPLAZI @) Yieusan (gle)

1l
pH maxima (g) Yus (gl0)

pHNC 0.589:0.030 3.30:0.16 0.38:0.02 0.344:0.016 34:3  0.37:0.06  0.1170.015

pH6.5 0.588:0.034 2241019 0.34:0.03 0.353:0.003 38t2  0.30:0.04 0.133:0.008

pH7.5 0.572+0.035 3.00:0.07 0.30:0.01 0.381:0.033 35¢3  0.37:0.05 0.133:0.007

pH85 0.595:0.007 2.5740.05 0.27:0.02 0.465:0.048 46:4  0.52:0.06  0.215:0.034

cultivos
coli.
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Conclusiones. Los cultivos a pH 6.5 y 8.5 mostraron los
valores mas bajos de Xmax, lo que refleja un ambiente
estresante. Sin embargo, el pH 8.5 favorecid la secrecion
de acetato evitando la inhibicion de la sintesis de
proteinas, favoreciendo la acumulacion de rPLA2.
Ademas, los Cl formados a pH 8.5 presentaron una
conformacion mas relajada con menor contenido de
estructuras amiloides. Esta informacién mejorara la
recuperacion de proteinas y el uso de CI en bioprocesos.
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