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1. Resumen
La influenza estacional es una enfermedad aguda causada por el virus de la
influenza. Existen 3 diferentes tipos de virus de la influenza A, By C, siendo los Ay
B responsables de las epidemias anuales recurrentes. Los virus del tipo A infectan
a varias especies y son divididos en diferentes subtipos de acuerdo a las
diferentes combinaciones de proteinas en su membranamientras que el virus tipo
B posee menor diversidad génica con solo una cepa y solo infecta a humanos.
Contrario al tipo B, la gran diversidad génica y el alto numero de especies
hospederas del tipo A hace de este, un virus recurrente en las pandemias.
Ejemplos de esto son aquellos brotes producidos por el virus AHIN1 en 1918 y
2009, AH2N2 en 1957 y AH3NZ2 en 1968. Actualmente existe la posibilidad de una

nueva pandemia por parte del subtipo H5N1.

El virus AH5N1 es endémico en aves, sin embargo, recientemente se han
encontrado casos de infecciones en humanos con una mortalidad cercana al 60%.
En caso de que éste llegara mutar para tener una transmisién humano-humano
efectiva, seria la causa de una nueva pandemia.Si bien la mejor defensa para la
influenza es la vacunacion, la produccién por los métodos actuales no seria
suficiente para abastecer a la poblacién, es por esto que la primera linea de
defensa en caso de una pandemia de influenza son los antivirales. Existen 2 tipos
de antivirales disponibles para el tratamiento de la influenza, las adamantanos y
los inhibidores de la neuraminidasa. Ambos actuan inhibiendo diferentes enzimas

durante en el ciclo de replicacion del virus. La OMS recomienda el uso de
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inhibidores de la neuraminidasa para el tratamiento de una infeccién adquirida por
este virus. Dentro de este tipo de compuestos el fosfato de oseltamivir, conocido
comercialmente con el nombre de Tamiflu, ha probado disminuir la severidad de la
infeccion e incrementar la probabilidad de supervivencia. La principal restriccion de
este compuesto, involucra su limitada capacidad de produccion y la venta a un
precio considerablemente alto para varios paises. Debido al complejo y largo
proceso de manufactura, los productores no pueden satisfacer la demanda y se

ven obligados a usar sus reservas.

La semisintesis de tamiflu requiere como molécula base acido shikimico el cual es
extraido a partir del fruto del anis estrella chino lllicium verum. El proceso es
extremadamente laborioso y toma alrededor de un afio para completarse, mas aun
las cantidades que se llegan a obtener a partir del fruto son extremadamente bajas.
Por esto, en orden para producir las cantidades necesarias para combatir una
pandemia se debe buscar otra fuente para obtener acido shikimico u otro proceso

de sintesis.

Buscando suplir la demanda de acido shikimico (AS)se ha considerado su
produccion a partir de microorganismos recombinantes, principalmente en E. coli a
partir de procesos fermentativos, recurriendo a la ingenieria de vias metabdlicas.
Esto consta del conjunto de técnicas de biologia molecular y la seleccion racional
de diversos genes blancos para la modificacién genética, su objetivo es encontrar
genes especificos o la manipulacion ambiental para inducir un aumento en el la

produccion y rendimiento de un compuesto de interés.
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En este contexto, el grupo del trabajo del Dr. Francisco Bolivar del Departamento
de Ingenieria Celular y Biocatalisis, Instituto de Biotecnologia, UNAM, se ha
desarrollado una cepa de E.coli sobreproductora de AS denominada
PB12SA22.En el presente trabajo se describe la utilizacion de un sistema de
células en reposo con la finalidad de incrementar la produccion de este

compuesto.

1. Introduccion
La influenza es una enfermedad viral, una de las enfermedades infecciosas mas
comunes causante de estados febriles agudos y cuyos sintomas varian desde una
fatiga moderada hasta la falla respiratoria y muerte. Cada afio en todo el mundo
brotes o epidemias de influenza ocurren durante finales de otofio o principios de
invierno. En cada epidemia usualmente solo una cepa del virus es responsable de
la enfermedad. La influenza es diferente al resfriado comun, es causado por un
virus diferente y produce sintomas que son mas severos y ataca a células que se

encuentran en vias respiratorias bajas(WHO, 2009).

El virus de la influenza humana es un retrovirus que pertenece a la familia
Orthomyxoviridae, consiste en los géneros: influenza A, B y C, y Thogovirus. En
humanos, solo aquellos de los tiposA 'y B son de interés epidemiolégico. El tipo B
posee una menor diversidad génica que el tipo A y es menos comun en las
infecciones. Los principales antigenos determinantes de la influenza A son la

hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA), glicoproteinas transmembranales.
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Basado en la antigenicidad de estas glicoproteinas, el virus de la influenza A se
subdivide en dieciséis H (H1-H16) y nueve N (N1-N9) subtipos. Cerca del 95% de

las infecciones son causadas por el virus tipo A(Kamps y otros, 2006).

El virus de la influenza se transmite principalmente en aerosoles, que al respirarse
infecta a células de la mucosa y las vias respiratorias, €éstepenetra en la
membrana plasmatica entrando en las células de faringe, laringe o pulmones. Se
ha observado que aquellos de influenza aviar y humanos H5N1, H3N2 y H1N1

infectan preferentemente a células que se encuentran en vias respiratorias bajas.

Los sintomas de la enfermedad son repentinos y empiezan uno o dos dias
después de la infeccion. Al igual que el resfriado comun la fiebre, malestar general,
y congestion nasal son los sintomas de la infeccion, con la diferencia de que la
fiebre llega a una temperatura mas elevada ademas de que el malestar general y

fatiga son mas severos(Zambon, 1999).

2.1 Situacion actual
Cada afio a pesar de los esfuerzos por incrementar la tasa de vacunacion en la
poblacion méas vulnerable, factores impredecibles determinan el costo de una
epidemia. Nuevas epidemias de influenza se generan cada 1 a 2 afios por algun

cambio en las proteinas de su superficie.

En contraste a las epidemias las pandemias son eventos raros que ocurren cada

10 a 50 afos. En los ultimos 100 afos han ocurrido 4 pandemias de influenza. La
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pandemia de 1918 fue causada por un virus H1IN1 aparentemente de origen aviar,
las cepas subsecuentes causantes de una pandemia H2N2 en 1957, H3N2 en
1968 y HIN1 en 2009, fueron virus recombinantes que contienen genes de aves y
en el dltimo de cerdo (Tabla 1).Las pandemias de influenza recorren el mundo y

no hay forma de prevenir su propagacion.

Tabla 1. Pandemias de influenza en el dltimo siglo.

Afo Cepa (region de los Resultado Muertes
primeros brotes de la Pandemia
detectados)
1918 H1N1 (Espafia) Devastadora 20-50 millones
1957 H2N2 (China) Moderada 1-4 millones
1968 H3N2 (China) Moderada 1-4 millones
2009 H1N1(México) Leve 13 000

(Modificado de Influenza Report. Flying Publisher 2006).

Expertos en salud han estado monitoreando a la cepa altamente patégena H5N1.
La cepa H5N1 fue encontrada en Hong Kong en 1997, causando 18 casos y 6
muertes. Desde mediados del afio 2003 este virus ha causado los brotes més
severos en aves de corral hasta el momento. A finales de ese mismo afo, se
llegaron a identificar infecciones en personas que estuvieron expuestas a aves
enfermas. Desde entonces mas de 440 casos han sido reportados, donde cerca
del 60% de los infectados han muerto. En la mayoria de los casos las personas
eran nifios sanos y adultos jovenes. Afortunadamente el salto de aves a humanos,
humanos a humanos, y su sustentabilidad en estos no son efectivos. El temor de

esta cepa se debe a que en caso de aumentar su transmisibilidad, podria ocurrir



un evento similar o mas severo al de 1918(Kamps y otros, 2006).

El monitoreoconstante de una cepa ayuda a la prevencion de forma que la
produccion de vacunas se realice antes de que este empiece a circular alrededor
del mundo, sin embargo la mas reciente pandemia ha demostrado que la cepa que

infecta puede no ser aquella para la que se esté preparando

En retrospectiva, la pandemia de influenza humana causada por el virus A/H1IN1
de 2009 fue mucho mas sutil que el panico inicial generado por los medios, sin
embargo, este evento no debe ser considerado trivial. Si bien la mejor defensa
ante la aparicion de un nuevo virus es la vacunacion, la produccién de una vacuna
tardaria al menos 6 meses después del aislamiento de la cepa circulante. Dada la
capacidad de produccion actual, la oferta durante esos meses estaria limitada a un
poco mas de mil millones de dosis monovalentes. Ya que se requiere de 2 dosis
para la inmunidad, solo se vacunarian alrededor de 500 millones de personas, 9%
de la poblacién mundial. Aun cuando la vacunacién es la mejor estrategia para el
tratamiento de la infeccidn, su produccion por los métodos actuales no se llevaria
a cabo con la velocidad necesaria para contender contra una nueva pandemia, es
por esto que los farmacos antivirales forman parte importante de la primera

defensa(Osterholm, 2005).

2.2 Farmacos antivirales
Para su tratamiento los antivirales incluyen los inhibidores del canal proteico M2

(amantadina y rimantadina) y los inhibidores de neuraminidasa (NA) (oseltanivir y
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zanamivir). De estos 2 tipos de antivirales se ha encontrado que los inhibidores de
M2 son propensos a generar cepas resistentes al antiviral en al menos 30% de los
individuos. En base a estos hallazgos la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
recomienda el uso de inhibidores de la neuraminidasa como primera opcidn para

el tratamiento, cuando no exista vacuna disponible(Kamps y otros, 2006).

2.3 Acido shikimico y oseltamivir fosfato
Tamiflu® es el nombre comercial del farmaco antiviral oseltamivir fosfato (OSF),
comercializado por Hoffman La Roche en forma de capsulas o suspension
oral.(Roche, 2008)El proceso de sintesis de esta molécula es extremadamente
laborioso tomandoll reacciones para llevarse a cabo en un tiempo de 6 a 8
meses. No solo el proceso es tardado, durante las reacciones se llegan a manejar
azidas que son compuestos explosivos demandando de la sintesis extremo

cuidado(Abrecht y otros, 2007).

Auln con las dificultades que presenta la sintesis de OSF; la produccion solo se ve
limitada por el compuesto del cual parte, el acido shikimico (AS). Este es un
metabolito comun en plantas y bacterias precursor de diferentes compuestos
aromaticos. ElI AS se obtiene en su mayoria a partir del fruto de la planta
proveniente de China lllicium verum, comdnmente conocido como anis estrella.
Considerando que la planta tarda alrededor de 6 afios en dar frutos, solo se
obtiene alrededor del 10% del peso del fruto como AS, y que la sintesis de OSF
tiene un rendimiento cercano al 22%(Abrecht y otros, 2007)se ha buscado

obtenerlo a través de otras fuentes. Como alternativa para sustituir la fuente de
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AS diversos grupos de investigacion han enfocado sus esfuerzos para obtener
éste compuesto a partir de microorganismos recombinantes tales como

Escherichia coli mediante ingenieria de vias metabdlicas.

2.4 Ingenieria de vias metabdlicas
La ingenieria de vias metabdlicas (IVM).Se define como el mejoramiento de las
propiedades celulares y de la capacidad de formacién de un compuesto de interés.
Para el caso de la produccion del AS la IVM ha permitido aumentar la produccion
de este compuesto en diferentes microorganismos, de estos E. coli ha sido el
ejemplo mas exitoso. Es asi que se ha logrado una produccién de 84g/L en
fermentadores de 10L con un rendimiento de 0.33 molSA/molGlc utilizando
sistemas de fermentacién lote-alimentado, la maxima produccion reportada para

este sistema de células recombinantes(Chandran y otros, 2003).

En el Instituto de Biotecnologia, UNAM,en el grupo del trabajo del Dr. Francisco -
Bolivar del Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis, se ha desarrollado la
cepa E.coli sobreproductora de AS: PB12.SA22 (PTSglc* AaroL AaroK:cm aroG™
tktA aroB aroE) (Escalante y otros, 2010), con el rendimiento mas alto reportado
hasta el momento en cultivos de 500mL en sistemas de fermentacion en lote. Con
la finalidad de incrementar la produccion de AS en esta cepa, ademas de la
manipulacion genética se haconsiderado la modificacion de las condiciones de
fermentacion. Es asi que el objetivo de esta tesis es probar a la cepa PB12.SA22
en un sistema de células en reposo como alternativa para mejorar la produccion

de AS.
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2. Generalidades

3.1 Estructura de virus de la influenza
Los virus de la influenza es unvirus de acido ribonucleico (ARN) de apariencia
variada con un diametro promedio de 120nm. Proyecciones de HA y NA cubren la

superficie de la particula. (Figura 1).

PB1, PB2, PA

HA

NP

NA

M1
M2

NS2

NS1

Figura 1Estructura del virus de la influenza. (Tomado de Influenza Report. Flying Publisher 2006-

2009)

El genoma del virus Ay B consiste en 8 fragmentos separados de ARN cubiertos
por la nucleocépside. Juntos forman la proteina ribonucleica (PRN), y cada

segmento codifica para una proteina funcional:
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a) Proteina de la polimerasa B2 (PB2)

b) Proteina de la polimerasa B1 (PB1)

c) Proteina de la polimerasa A (PA)

d) Hemaglutinina (HA)

e) Proteina de la nucleocapside (NP)

f) Neuraminidasa (NA

g) Proteina M (M): La proteina M1 construye la matriz. Solo en el virus tipo A,
M2 actlia como un canal idnico para mantener el pH del endosoma.

h) Proteinas NS1y NS2: Aun se desconoce su funcién.

La polimerasa de ARN es responsable de la replicacion y transcripcion del virus. El
complejo proteico se forma partir de PB2, PB1 y PA. Tiene una actividad
deendonucleasa y esta unida a PRN. Se cree que las proteinas NS1 y NS2 tienen
una funcion reguladora de promover la sintesis de compuestos virales dentro de la
célula infectada. Se propone que NS1 actia formando un dimero con el acido
ribonucleico mensajero (ARNm) humano, inhibiendo su exportacion del nicleo a
los ribosomas. La funcion hipotética de NS2 consiste en transportar PRN del
nacleo al citoplasma para acelerar la produccién del virus. La envoltura del virus
es una bicapa lipidica que se origina de la célula productora, con HA, NAy M2 en

la superficie, la bicapa cubre la matriz formada por M1(Kamps y otros, 2006).

3.2 Ciclo de replicacion
El virus de la influenza se une a la superficie celular fijando HA al acido sialico de

las glicoproteinas y glicolipidos de la superficie celular. Se propone que de
13



acuerdo al enlace entre la galactosa y el acido sialico en la membrana plasmatica,
ya sea a2, 3 0 a2, 6 el virus infecta a diferentes células en el tracto respiratorio.
Después de la adherencia del virus, éste entra en la célula mediante un proceso
de endocitosis. Una vez internalizado, moléculas de clatrina forman el endosoma
que abriga al virus. Posteriormente el contenido del endosoma es digerido por la
disminucién del pH. Cuando cierto nivel es alcanzado la disminucion del pH se
detiene por accion de la proteina M2, esto induce la liberacion parcial del complejo
PRN. El flujo de protones del endosoma a la particula viral lleva a la desconexion
de sus proteinas. Su agregacion se ve interrumpida y el complejo PRN no se
adhiere mas a la proteina M1. La liberacion del endosoma se completa de 20 a 30

min después de su sujecion a la célula.

PRN es transportado al nucleo donde el complejo de polimerasa se une al ARN, lo
rompe por su actividad de endonucleasa y se lleva a cabo su elongacion. EI ARN
viral es transportado a los ribosomas. Algunas de las nuevas proteinas virales
sintetizadas son transportadas al nacleo donde se unen al ARN viral para formar el
complejo PRN. Otras de las proteinas sintetizadas son llevadas al aparato de
Golgi donde son glicosiladas. Estas proteinas modificadas se llevan a la superficie
de la membrana. Cuando se llega una concentracién suficiente en la membrana
plasmatica, PRN y M1 se agregan para formar la particula viral. Finalmente la
particula es excretada de la célula y liberada por la actividad de NA. El tiempo de
entrada a la produccion de un nuevo virus toma aproximadamente 6 horas (Fig.

2).
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Virus de influenza
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Figura 2 Mecanismo de replicacion del virus de la influenza. (Modificado de Experts view in

molecular medicine 2001 Cambridge University Press).

3.3 Riesgo de una pandemia
Los virus de ARN generalmente tienen una tasa de mutacion muy alta, ya que la
ARN polimerasa carece de la habilidad de corregir los errores generados durante
la duplicacién del material genético. Cuando ocurre un cambio significativo en
alguna de las proteinas de superficie en el virus ya sea HA o NA, nadie tiene
inmunidad ante este nuevo virus. Si ademas el virus logra una transmision de
humano-humano relativamente eficiente es cuando ocurre una pandemia. Estos

nuevos virus se generan por dos vias diferentes:

a) Por mutacion en alguan virus animal que ahora tiene la capacidad de infectar
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al humano.
b) Por algun evento de recombinacion de virus de diferentes especies en

algun hospedero que llegue a trasmitirlo al humano(Cortés y otros, 2011)

3.4 Mecanismo de accion de antivirales actuales
De los antivirales existentes los mas viejos, los adamantanos (amantadina y
rimantadina) actian blogueando el canal proteico formado por la proteina viral M2.
Debido a la ausencia de esta proteina en los virus pertenecientes al tipo B, los
adamantanos no tienen un efecto antiviral en estos. La rapida diseminacién de
resistencia en afos recientes ha disminuido la utilidad de este tipo de farmacos.
Los inhibidores de NA actian bloqueando la proteina que libera al virus de la
célula, limitandolo a un solo ciclo de replicacion y evitando la propagacion de
particulas virales a células no infectadas. De estos compuestos el oseltamivir es
comercializado en forma de tableta y zanamivir como inhalable(Urban, 2009)(Fig.

3).
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2001 Cambridge University Press).

La produccion actual de OSF se lleva a cabo a partir de AS. Este compuesto es un
intermediario de la via del acido shikimico (VAS), la ruta metabdlica por la cual se
sintetizan aminoacidos aroméaticos a partir del metabolismo de carbohidratos

(Herrman & Weaver, 1999).

3.5 Via del acido shikimico
Los aminoacidos aromaticos, fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr), y triptéfano (Trp),
son formados en la VASa partir de los precursores eritrosa-4-fosfato (E4P) y
fosfoenolpiruvato (PEP). La secuencia metabdlica convierte a éstos precursores

en corismato, producto de la via y precursor comun a los tres aminoacidos
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aromaticos. Esta via es comun en bacterias, hongos y plantas, nunca en animales.
En bacterias esta via consiste en siete reacciones: La primera enzima de la via
controla el flujo de carbono condensando E4P y PEP en 3-deoxi-D-
arabinoheptulosonato-7-fosfato (DAHP), la enzima lleva el nombre de DAHP
sintasa. E.coli sintetiza tres enzimas diferentes de los genes aroF, aroG y aroH,
dispersos en el cromosoma. Las enzimas en E.coli son metaloenzimas, el cofactor
metélico suele ser un catién divalente (Fe** o zZn®"), pero puede cambiar
dependiendo de las condiciones en las que crece la bacteria. Cada isoenzima es
susceptible a la inhibicién por producto de uno de los aminoacidos aromaticos
(AroF sensible a Tyr, AroG sensible a Phe, AroH sensible a Trp), esta inhibicion es
especifica para cada isoenzima por cada aminoacido aroméatico. AroF y AroG son
completamente inhibidas a 0.1mM de su aminoacido correspondiente. En
contraste AroH es solo parcialmente inhibida por Trp. Esta deficiencia asegura
suplir suficiente corismato para la biosintesis de compuestos aromaticos cuando
Tyr, Phe y Trp se encuentran en exceso en el medio. A nivel transcripcional son
reguladas por los represores TyrR y TrpR, el primero regula la transcripcion de
aroF y aroG mientras que el ultimo solo a aroH. El control transcripcional para la
expresion de los 3 genes es complejo, sin embargo la regulacién por la inhibiciéon

de producto es el mayor mecanismo regulatorio in vivo(Klaus, 1995).

La segunda reaccion involucra la eliminacion del fosfato de DAHP para generar 3-
dehidroquinato (DHQ). La reaccion la cataliza DHQ sintasa. La enzima es

codificada por el gen aroB en E. coli y requiere de cationes divalentes para su

actividad siendo los mas usados Co*' y zZn®*, también necesita cantidades
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cataliticas de NAD®. La siguiente reaccion la lleva a cabo la enzima DHQ
deshidratasa, codificada por el gen aroD. La reaccién involucra la deshidratacién
de DHQ alacido 3-dehidroshikimico (DHS). La reaccion es reversible y la reaccion
contraria esta involucrada con el equilibrio hidroaromatico. Este fendbmeno se lleva
a cabo cuando a bajas concentraciones de glucosa, el AS es metabolizado por la
célula a acetil-CoA y succinil-CoA por la via del p-cetoadipato. Posteriormente el

DHS es reducido para formar AS.

La reaccion es catalizada por la enzima shikimato deshidrogenasa y utiliza
NADPH como cofactor. Al igual que la enzima anterior esta reaccion es reversible
y el paso contrario esta involucrado en el catabolismo del AS. El gen que codifica

a esta enzima es el gen aroE.

La quinta reaccion afiade un grupo fosfato al AS obteniendo shikimato-3-fosfato
(S3P) y es catalizada por la shikimato cinasa. Esta enzima requiere de ATP como
sustrato y existen 2 isoformas para E. coli. Cada isoforma es codificada por un gen
diferente, aroK codifica la isoenzima | y aroL la isoenzima II. La isoenzima tipo |

tiene un Km al menos 100 veces mayor que la tipo Il.

El penultimo paso de la via consiste en la condensacion de PEP y S3P para la
obtencion de 3-fosfo-5-enolpiruvilshikimato (EPSP), esto se realiza por la EPSP

sintasa, codificada E. coli por el gen aroA.

La ultima reaccion, catalizada por la corismato sintasa, afiade el segundo doble
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enlace al anillo mediante la eliminacion del fosfato del 3-fosfo-5-
enolpiruvilshikimato, dando corismato como producto final. La enzima en E. coli es
codificada por el gen aroC y utiliza FADH, como cofactor para su actividad.

(Herrman & Weaver, 1999)(Fig. 4).
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3.6 Ingenieria de vias metabdlicas aplicado a la produccion de AS
Como ya se menciond la IVM se refiere a la aplicacion de técnicas de biologia
molecular en un microorganismo a fin de obtener alguna mejora en sus

propiedades. En general esto comprende:

a) Incrementar el flujo de carbono por el cual se sintetiza el producto de
interés.
b) ldentificar y bloquear en la via aquellos pasos que representen una pérdida
de carbono.
c) ldentificar y mejorar en la via las reacciones limitantes.
d) Eliminar los mecanismos de control transcripcional y alostérico en la via.
e) Modular la expresion de los genes involucrados en la via de interés.(Cortés
y otros, 2011).
Para el caso de cepas de E.coli deficientes en la produccion de AS, se han
realizado modificaciones en la VAS y a nivel del metabolismo central de carbono

(MCC).

El MCC se refiere a las principales rutas metabdlicas por las que se oxidan
compuestos de carbono que sean capaces de suministrar energia. En E.coli
comprende el transporte y oxidacion de la glucosa, via de las pentosas fosfato, el
ciclo de Krebs.En E.coli el transporte de glucosa del medio al citosol, inicia con
canales proteicos especializados llamados porinas, que permiten el paso del
medio al periplasma. La difusién de glucosa a través de las porinas es un proceso

pasivo. En condiciones de laboratorio las porinas OmpC y OmpF son las
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masabundantes, lo que las hace los principales canales de entrada. Una vez en el
periplasmael transporte al citosol se lleva a cabo por el sistema de
fosfotransferasas (PTS), un sistema translocador de varios carbohidratos que
consiste en las proteinas HPr, El, y el complejo IIA, 1IB y IIC codificadas por los
genes ptsH, ptsl, crry ptsG. La glucosa entra del medio extracelular a la célula a
través de canales denominados como porinas tales como LamB, OmpC y OmpF
presentes en la membrana externa. Una vez en el periplasma éste azUcar es
ingresado por el sistema PTS. EI PEP proveniente del catabolismo de una
molécula de glucosa dona el grupo fosfato al componente citoplasmatico de PTS
El, a su vez esta proteina lo dona a Hpr, la cual lo transfiere a las proteinas IIA,
IIB y IIC, una serie de proteinas integrales en la membrana interna para que la
glucosa sea llevada al citosol como glucosa-6-fosfato. EI consumo de una
molécula de PEPrepresenta una desventaja, desde el punto de vista de IVM, ya
gue como se menciond, de dos moléculas de PEP generadas mediante el
catabolismo de la glucosa, una es invertida para transportar y fosforilarla glucosa
dejando solo uno disponible para alimentar el TCA y la VAS. Con el fin de
aumentar su disponibilidad para incrementar su flujo a la VAS, el sistema PTS ha
sido inactivado y remplazado por uno que dependa de otro compuesto como
grupo donador de fosfato. Las cepas PTS™ poseen una capacidad muy limitada de
transportar glucosa por otros sistemas. Como alternativa se han insertado
sistemas de transporte heterélogos o sobrexpresado otros sistemas de transporte
nativos mediante procesos de evolucion adaptativa. Ejemplo del primero es la
insercion de los genes o glf y glk ambos de Zymomonas mobilis y que codifican

respectivamente para el facilitador de glucosa GIf y la glucocinasa(Gosset, 2005).
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Para el segundo se han realizado experimentos en donde las cepas con un fondo
genético PTS  han sido crecidas en medio ricos en glucosa, de estos se
seleccionaron las mutantes que sobrexpresaban el simportador de galactosa:H*
GalP, el cual también muestra afinidad por la glucosa. La expresiéon de galP bajo
control del promotor fuerte trc demostré0 también ser de gran utilidad para
incrementar el transporte de glucosa, mejorando la velocidad de crecimiento
especifica. Se ha determinado que solo el incremento en la disponibilidad de PEP
no es suficiente para incrementar el flujo de carbono hacia la via del AS y que se
requiere de forma concomitante, una mayor disponibilidad del E4P para asegurar
una maxima actividad de la DAHP sintasa. Para este fin se ha incrementado la
disponibilidad de este compuesto como resultado de la sobreexpresién del gen

tktA que codifica para la enzima transcetolasa I.(Cortés y otros, 2011).

Las modificaciones enla VASse centran en la acumulacion del compuesto y la
modificacion de los pasos limitantes en la via. Se ha interrumpido la via después
de la formacién del AS, mediante la transduccion de genes de resistencia a
antibiéticos por aroK y aroL. Para eliminar los pasos limitantes de la viase han
introducido en plasmidos DAHP sintasas resistentes a la inhibicién por producto, y
sobreexpresado también los genes aroB y aroE(Kramer y otros, 2003)(Tabla 2).

(Figura b).
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Tabla 2. IVM en E. coli para la produccion de shikimato.

Cepa productora Fondo Genético Produccion Rendimiento Referencia
(gSAI/L) (molSA/mol
glc)

SP1.1/pKD12.138 serA::aroB AaroL 52.00* ¢ 0.180 Knopy
AaroKpSuU18*aroF™ otros, 2001
PtacaroEserAtktA

SP1.1pts/pSC6.09B  serA::aroB AarolL 71.00"°¢ 0.270 Chandran y
AaroK PTS otros, 2003
PtacglfglkaroF™ Ptac
aroEserAtktA

W3110.shik1 AaroLaroG™'trpE™'p 6.85%" 0.059 Johansson
SGs26*aroF™" y otros,2005

PB12SA22 PTS AaroL AaroK 7.05%°¢ 0.290 Escalante y
pJLB*aroG™tktApTO otros, 2010
PO*aroBaroE

2 b cultivo en lote alimentado con 1L de volumen de trabajo. “Cultivos en quimiostato en
reactores de 3.5L de capacidad. “Cultivo en lote con 0.5L de volumen de trabajo. *Medio
mineral con 25g/L de glucosa y 15 g/L de extracto de levadura. ‘Medio mineral con limitacién
en fosfatos, 20g/L de glucosa inicialmente con una tasa de alimentacion de 5g/L de glucosa al
agotarse el fosfato.* Plasmidos con promotores inducibles por IPTG. (Tomado de Cortés y

otros, 2011).

4. Justificacion
En el grupo de investigacion del Dr. Francisco Bolivar en el Instituto de
Biotecnologia, UNAM, se desarrolla un proyecto para generar un proceso de
produccion de OSF a partir del AS producido por la cepas de E.
colisobreproductoras. Como parte de éste proyecto se han abordado dos lineas
principales: (1) El desarrollo de cepas de E. coli sobreproductoras de AS derivadas

de la cepa PB12 (PTS-)(Flores y otros, 2007),que ha permitido la obtencion de la
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cepa sobreproductora PB12.SA22que es capaz de producir 7 g/L de AS con un
rendimiento de 0.29mol AS/ mol glc(Escalante y otros, 2010), (2) Esta cepa ha
sido utilizada para la produccién de AS en sistemas de fermentacion en lote y lote
alimentado permitiendo incrementar la produccion hasta 13.5 g/L y 28.7 g/L,
respectivamente, utilizando una medio mineral suplementado con extracto de

levadura.

El proceso de fermentacion en lote para la obtencion de AS con la cepa
PB12.SA22 involucra el cultivo de la cepa PB12.SA22 durante 50 horas
observandose un crecimiento caracteristico de dos etapas; una fase de
crecimiento exponencial con una duracibn de 8-10 horas alcanzando una
D.0.10s00nm que se caracteriza por tener una baja produccion de AS y de otros
intermediarios aromaticos y una fase estacionaria que se prolonga hasta las 50
horas, en la que se acumula AS. Asociado a la producciéon de AS en ésta etapa
estacionaria, ocurre el consumo exponencial de glucosa la cual se agota a las
48horas(Escalante y otros, 2010) (Figura 6).Este comportamiento muestra que la
mayor produccién de AS se presenta cuando la cepa ha dejado de crecer. Con
base en estos resultados, el presente trabajo plantea el uso de la biomasa
generada durante el crecimiento exponencial de un cultivo en lote de la cepa
PB12.SA22, para inocular y mantener un sistema de produccion de AS en una
condicion de células en reposo, en el que se pretende que las células utilicen
glucosa para la produccion de AS.Se prueban diferentes medios con el fin de

aumentar la produccion y el rendimiento de AS.
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5. Objetivo
Evaluar a la cepa PB12SA22 en un sistema de células en reposocomo una

estrategia para la produccion de AS.

5.1 Objetivos particulares

a) Desarrollo de una fermentacion en lote y separacion (cosecha) de la
biomasa desarrollada a las 8h y 40h.

b) Desarrollo de un cultivo de células en reposo utilizando la biomasa obtenida
del cultivo desarrollado en el punto anterior.

c) Determinacién de crecimiento, consumo de glucosa, formacion de AS y

DHS en cada condicion de cultivo.

6. Métodos

6.1 Preparacion de un stock de la célula PB12.SA22.
La cepa PB12SA22 (PTS- AaroKAaroLaroG™tktAaroBaroE) posee las resistencias
a kanamicina (km), tetraciclina (tet) y cloranfenicol (cm) (Flores y otros 1996; 2007;
Escalante y otros, 2010), fué cultivada en medio LB suplementado con km (30
ug/mL), tet (30 ug/mL) y cm (30 ug/mL) a 37°C toda la noche (12-13h). Una
alicuota de 1mL del cultivo se mezcl6 con 1mL de glicerol al 50%, se congeld en
hielo seco y se almacené a -70°C como un stock de ésta cepa para su posterior

uso en cada una de las fermentaciones realizadas en este trabajo.
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6.2 Preparacion de inoculo y desarrollo de fermentaciones.
Una asada del glicerol conservado a -70°C fue usada para inocular 2 cajas de
agar-LB con kan, cm y tet(30ug/mL) incubando a 37°C por una noche. A partir de
estas cajas se seleccion0 y picé una colonia para inocular un matraz de 125mL
con 50mL del medio a utilizar durante la fermentacion(Figura 7): medio minimo
(MM), medio Knop (MK) y medio de producciéon (MP) (Tabla 3). Este cultivo se
incub6 a 37°C durante toda la noche(12-13h) con agitacion a 300rpm en una
incubadora orbital New Brunswick. Al siguiente dia se midié el crecimiento
determinado su D.O.goonm€n un espectrofotometro Beckman DU®-70
Spectrophotometer (PaloAlto, CA)y se realizaron los calculos correspondientes
para ajustar la concentracion celular a una D.O.goonm= 0.30 para inocular 500mL
del medio de cultivo en un fermentadorde 1L marca Applikon (Schiedam,
TheNetherlands) equipado con las consolas ADI 1010 BioControler y ADI 1025.
Los cultivos de cada cepa se hicieron por duplicadoa una temperatura de 37°C y
un pH de 7.0 controlado mediante la adicion de NH40OH al 2.8-3.0%, la agitacion
oscild6 entre 500- 700rpm para mantener los niveles de oxigeno disuelto a no
menos de 20%, la aireacion fue de 1vvm (volumen de aire por volumen de medio
por minuto). Estas condiciones corresponden a las utilizadas en los trabajos
realizados en el grupo de trabajo con la cepa PB12.SA y otras derivadas en el

laboratorio (Escalante y otros, 2010).
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Figura 7. Sistema de Fermentacion

6.3 Desarrollo de un cultivo de células en reposo a partir de la biomasa

cosechada en fase estacionaria en MM, MK y MP.
Se realizaron cultivos por duplicado en 500mL de MM, MK y MP en fermentador
durante 40h, muestreando 2mL durante cada hora las primeras 8 h y de éste punto
hasta las 40h cada 8 h, momento en que se detuvo el cultivo, se cosecharon las
células en frascos estériles de 500mL por centrifugacion a 4000rpm durante 8min
a temperatura ambiente (Centrifuga Eppendorff 5410, Brinkmaninstruments Inc.,
Westbury, USA). La biomasa obtenida en la primera fase de la fermentacién fue
lavadados veces en 300mL de una solucién de sales de acuerdo al medio que se

uso, para finalmente resuspender el paquete celular en 100mL de la misma
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solucionde lavado e inocular un segundo fermentador con 500mLde la base de
sales del medio respectivo suplementado Unicamente con glucosa, IPTG vy
antibioticos (30ug/mL)Iniciada esta segunda fase de la fermentacion se procedio a
tomar muestra cada 5h durante 30h, momento en el que detuvo el cultivo. Durante
la primera parte de cada fermentacion en dos etapas se utiliz6 cada medio
completo y durante la segunda etapa solo no se incluyd en la composicion ningun

aminoacido o extracto de levadura.

6.4 Desarrollo de un cultivo de células en reposo a partir de la biomasa
cosechada en fase exponencial en MM y MP.
Para este caso, los cultivos fueron preparados y desarrollados en los tres medios
tal y como se describi6é en la seccion anterior pero la fermentacion se detuvo a la
hora 8 (fin de la fase exponencial). Las células fueron cosechadas, lavadas y
utilizadas para inocular un segundo reactor tal y como se describié en la seccién

anterior, manteniendo también ésta segunda etapa del cultivo durante 30h.

Tabla 3. Composicién de los diferentes medios utilizados.

Composicion Medio de Medio Mineral Medio de Knop
Produccidn

Glucosa 25g/L 10g/L 25g/L

Extracto de levadura 15¢g/L 5g/L -

Kanamicina 30mg/L 30mg/L 30mg/L

Cloranfenicol 30mg/L 30mg/L 30mg/L

Tetraciclina 30mg/L 30mg/L 30mg/L

Fenilalanina - - 0.7g/L
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Tirosina - - 0.7g/L

Triptéfano - - 0.35¢g/L
Fosfato monobasico de 7.5g/L - 7.5g/L
potasio

Fosfato dibasico de potasio 7.5g/L - 7.5g/L
Acido citrico 2.1g/L - 2.1g/L
Citrato de amonio férrico 0.3g/L - 0.3g/L
Sulfato de magnesio 1IMm 1mM imM
Cloruro de calcio 0.1mM 0.1mM -
Cloruro de amonio - 1g/L -
Cloruro de sodio - 0.5g/L -
Tiamina 10mg/L 10mg/L 10mg/L
IPTG (Isopropil-B-D-1- 0.1mM 0.1mM 0.1mM

tiogalactopiranosido)

Elementos traza 0.1mL/L 0.1mL/L 0.1mL/L
Acido parahidroxibenzoéico - - 10mg/L
Paraminobenzoato de potasio - - 10mg/L
Acido 2,3- - - 10mg/L

dihidroxiaminobenzoico

6.5 Determinacién de crecimiento, consumo de glucosa y concentracion de
AS.
6.5.1. Crecimiento
Cada muestra de 2mL fue colectada en un tubo de microcentrifuga y se
centrifugéba 15000 rpm durante 1min para la separacion de la biomasa. El
sobrenadante se transfirid a otro tubomientras que el paquete celular fue lavado 2
veces Yy resuspendido en 2mL de agua desionizada para leer la D.O.goonm. A partir
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los resultados obtenidos de crecimiento se calculd la velocidad especifica de
crecimiento (u).

6.5.2 Cuantificacion de glucosa
La glucosa contenida en cada una de las muestras analizadas se determin6 en un
analizador de glucosa (BiochemistryAnalyser YSI 2700 Select), el cual utiliza un
estandar de glucosa de 10g/L. A partir de los resultados obtenidos de crecimiento
y consumo de glucosa se calculo la velocidad especifica de consumo de sustrato
(gs).

6.5.3Cuantificacion de AS y DHS
La cuantificacion de AS y DHS contenido en el sobrenadante de las muestras de
fermentacién se realiz6é por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) en
un sistema Waters, Miliford, MA, el cual cuenta con una bomba 600E, inyector
automatico 717, un indice de refraccion de 2410 y un detector de arreglo de
diodos (996). Las muestras se corrieron en una columna Aminex HPX-87H (300x
7.8mm; 9 m) Bio — Rad, Hércules, CA, utilizando una fase mévil 5mM de H,SO4
con un flujo de 0.5 ml / min y una temperatura de 50°C (Escalante y otros, 2010).
Para el anadlisis de las muestras se considerd el tiempo de retencién de los
estandares de AS y DHS, asi como la A de maxima absorbancia. El AS se detecta

a 213.6nmy el DHS a 235.8nm.

7. Resultados
7.1 Fermentaciones en MP

En las fermentaciones en medio de produccidon muestra se observo que la cepa
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PB12.SA22 tiene un crecimiento tipico de dos etapas: una fase exponencial de
crecimiento de 8 h en la que alcanza un crecimiento con una D.O.g0nm9.46, con
una p=0.48h" y consumiendo tan solo 3 g/L de glucosa (Figura 8A). A partir de
ésta hora se observa una disminucion en su crecimiento para entrar en una fase
estacionaria hasta las 40 h de cultivo alcanzando una biomasa final de D.O.g0onm
15.50. La curva de produccion de DHS y AS muestran que durante la fase
exponencial se acumulan solo 0.14 g/L de DHS y 1.41 g/L de AS, observandose la
méaxima acumulacién de estos compuestos durante la fase estacionaria (0.80 g/L
para DHS y 4.00 g/L de AS)(Figura8B).La biomasa desarrollada durante esta
primera etapa de 40 horas se cosecho para iniciar la segunda etapa del cultivo con
un sistema de células en reposo mantenidas durante 30 h muestra que no hay un
incremento en el crecimiento respecto a la biomasa inoculada, pero si se observa
el consumo de 10.57g/L de glucosa durante las 30 h que se mantuvo éste cultivo

produciendo 0.41g/L de DHS y 0.84g/L de AS(Figura 8Cy D).

Para la cosecha realizada al término de la fase exponencial, la primera etapa
muestra la fase exponencial de crecimiento alcanzando una D.O.go0nm9.01, con
una p= 0.47 h y consumiendo 6 g/L de glucosa(Figura 9 A). La produccién de
DHS y AS es de 0.14 g/L y 1.00 g/L respectivamente(Figura 9 C). La segunda
etapa de nuevo muestra que no hay ningun crecimiento por parte de la biomasa
inoculada, el consumo de glucosa esta vez es de 8 g/L con una produccion de AS

de 1.44 g/L y DHS de 0.4g/L (Figura 9By D).
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7.2 Fermentaciones en MM con la cosecha en la fase estacionaria
La cosecha realizada durante la fase exponencial muestra que ésta cepa también
presenta tal y como se observé para los cultivos en MP, un crecimiento de dos etapas:
una fase exponencial de crecimiento de 8 h pero en la que se observa que tan solo
alcanza un crecimiento con una D.O.g00nm2.75, (71% menor respecto al cultivo en MP),
con una p= 0.25 h™ y consumiendo tan solo 3 g/L de glucosa (Figura 10A). A partir de
ésta hora se observa también una disminucion en su crecimiento para entrar en una
fase estacionaria hasta las 40 h de cultivo alcanzando una biomasa final de
D.O.s00nm4.30. La curva de produccién de DHS y AS muestran que durante la fase
exponencial se acumulan también DHS y AS, 0.05 g/L y 0.25 g/L, respectivamente,
observandose también la méaxima acumulacién de estos compuestos durante la fase
estacionaria (0.28 g/L para DHS y 1 g/L de AS), pero en menor cantidad que lo
observado para las fermentaciones en MP (Figura 10 C). La segunda etapa de este
cultivo con un sistema de células en reposo mantenidas durante 30 h muestra que
tampoco hay un incremento en el crecimiento respecto a la biomasa inoculada y se
observa un consumo de 3 g/L de glucosa durante las 30 h que se mantuvo éste cultivo.
Al final de esta segunda etapa solo se produjeron 0.14 g/L de DHS y 0.36 g/L de AS, 65%

y 75% menos, respectivamente, con relacion a los cultivos en MP(Figura 10 B y D).

Para la cosecha realizada durante el final de la fase exponencial, la primera etapa
muestra un crecimiento de D.O.gp0nm2.63, con 1 =0.25 ht y un consumo de glucosa de
1 g/L (Figura 10 A). EI AS y DHS producido en la primera etapa es de 0.31 y 0.07 g/L

respectivamente (Figura 10 C). Durante la segunda etapa, de nuevo la biomasa se
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mantiene constante. EI consumo de glucosa llega a ser de 1.73 g/L y la produccion de

DHS yAS esde 0.13y 0.34 g/L. (Figura 11B y D). En cuanto a la reduccion
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Figura 10.Fermentacion en dos etapas de E. coli PB12.SA22 en MM con la cosecha en la fase estacionaria. A) Crecimiento y consumo de glucosa,
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7.3 Fermentaciones en el MK.
Los cultivos de la cepa PB12.SA22 no presentan crecimiento en el MK (Figura 11A
y B), no hay consumo de glucosa y por lo tanto el AS y DHS no tienen un cambio
importante en su concentracion (Figura 12 A y B). Estos resultados permitieron

tomar la decisibn de no realizar un cultivo en una segunda etapa para esta

condicion.
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Figura 12. Fermentacion de E. coli PB12.SA22 en MK. A) Crecimiento y consumo de glucosa. B)

Produccion de AS y DHS.
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Tabla 4. Pardmetros cinéticos de las cultivos en dos etapas de la cepa de E. coli productora de AS en MP, MM y MK

Medio usado y u gs Yx/s Yp/s AS
hora de la (h'l) (mmolGLC/gDW*h (gDW/gGLC) (molSA/molGLC) (@/L)
cosecha de 12 etapa, 22 etapa 12 etapa, 22 etapa
biomasa

MP 40 h 0.4793 1.8691 1.4233 0.1755, 0.0829 3.9700, 0.8400
MP 8 h 0.4878 2.4640 1.0533 0.1669, 0.2989 0.9950, 1.400
MM 40 h 0.2626 0.4337 3.2318 0.2310, 0.2338 1.0200, 0.3600
MM 8 h 0.2486 0.3571 3.8343 0.2529, 0.2263 0.3060, 0.3400
MK ND ND ND ND ND

ND= No determinado.
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8. Discusion
Este trabajo evalué un sistema alternativo de cultivo en el cual se pretendio
aprovechar la biomasa generada durante el crecimiento de la cepa en tres
diferentes medios: MP, MM y MK en el cual se decidié aprovechar la capacidad
metabdlica de la cepa PB12.SA22 para producir AS a partir de glucosa y con esto
establecer una estrategia alternativa de cultivo que permitiera la produccién de

éste compuesto sin la utilizacion de un medio que incluya extracto de levadura.

Se debe considerar que las fermentaciones con células en reposo presentan
ciertas ventajas con respecto a una en lote. El control del pH es mas facil de seguir,
algunas reacciones del metabolismo que puedan competir con la via de interés
dejan de llevarse a cabo, y las transformaciones son mas limpias, ya que se ha
removido la biomasa de una mezcla compleja de compuestos se llegan a tener
menos productos de reacciones no deseadas. Ejemplos exitosos de este proceso
es el uso de Pseudomonas spp. Y Torulopsis bombicola para la produccion de
biotensoactivos, Gluconobacter oxidans para la produccion de miglitol (farmaco
para el tratamiento de la diabetes), y Serratia marcescens en la produccion de

acido vainillinico (Grogan, 2009).

En este trabajo se vario el tiempo en el que las células del cultivo en lote fueron
colectadas. Para la primera fase de los cultivos desarrollados, los medios
minerales y de produccion presentan el comportamiento tipico de dos etapas
observado previamente para esta cepa: Una fase exponencial de 8 h (Figura 8) en

la que practicamente no hay consumo de glucosa y una baja produccion de AS
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seguida de una fase estacionaria hasta el final de la fermentacién en la que se
observo la produccién de AS asociada al consumo de glucosa, la cual se agota

practicamente a la hora 40. Esto no sucede para MK.

En el MP observo el desarrollo de la mayor cantidad de biomasa asi como una
concentracion mas alta de AS (Tabla 4) respecto a lo observado con los otros
medios, aunque el rendimiento de AS bajo esta condicion de cultivo no llega al

nivel de lo reportado (Escalante y otros 2010).

Para el caso de los cultivos en MM se puede observar que la biomasa es ~ 4
veces menor que la generada en el MP en la primera parte de la fermentacion,
observandose también menor concentracion de AS de la misma forma. Es
importante mencionar que se decidié utilizar en este trabajo el MM debido a que
se empled previamente en nuestro grupo de trabajo para la produccién de Phe en
cultivos de células en reposo de la cepa PB12 (PTS-) (fondo genético de partida
para la obtencién de la cepa PB12.SA22) (B&ez y otros, 2004), sin embargo, se
puede observar en los resultados obtenidos con éste medio que la disminucién en
el crecimiento respecto al observado en el MP que se puede asociar, como ya se
menciond, a la baja concentracién de algin componente del extracto de levadura,
o bien la algun otro componente del medio como citrato o bien, algin componente
inorganico del medio como el excedente de fosfatos por parte de K,HPO4 o

KH2PO..
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El MK contiene una base mineral y es suplementado con aminoacidos aromaticos
y vitaminas aromaticas (Tabla 3), que son tedricamente los componentes
requeridos para complementar la auxotrofia de la cepa PB12.SA22 resultante de
la interrupcion de la VAS después de AS en ausencia de extracto de levadura.
Este medio es reportado por Knop y otros para la produccion de AS en cepas de E.
coli (Tabla 2). Sin embargo, es importante considerar que en la cepa utilizada en
este trabajo el sistema PTS no ha sido inactivado. El cultivo de la cepa PB12.SA22
(PTS-) en este medio no generd crecimiento alguno. Este resultado sugiere que
ésta cepa tiene otros requerimientos diferentes a la sola suministracion de

aminoéacidos y vitaminas aromaticas que esta(n) presente(s) en el medio.

Los resultados obtenidos en este trabajo con la cepa sobreproductora de AS
PB12.SA22 en las fermentaciones en MP y MM (Figuras 8-11, Tabla 4), mostraron
gue esta cepa presenta una serie de problemas en su crecimiento que se discuten
a continuacion. Como ya se habia descrito, los cultivos de esta cepa en MP
(Escalante vy otros, 2010), muestran un crecimiento en el que llama la atencién
qgue la cepa deja de crecer entre 8-10 horas de cultivo (Figura 6 y 7) a pesar de
gue aun existe en el medio de cultivo glucosa, lo que lleva a proponer dos
explicaciones: (a) el crecimiento se detiene debido a que se acumula o
desaparece del medio de cultivo algiin componente que afecta el crecimiento y (2)
qgue el crecimiento esta soportado de forma importante por el extracto de levadura
presente en el medio y que probablemente al agotarse alguno de sus
componentes , la cepa deja de crecer al no poder sintetizar proteinas. Es

importante considerar que la cepa PB12.SA22 tiene inactivados los genes arok y
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aroL, que codifican para las enzimas shikimato cinasa | y Il, respectivamente
(Figura 5), interrumpiendo la VAS y con ello la sintesis de los aminoacidos
aromaticos y otros productos derivados del corismato de importancia para la célula
tales como sideroforos (enterobactina), moléculas transportadoras de electrones
(ubiquinol), vitaminas aromaticas (tetrahidrofolato), precursores de otras vias como
el aminobenzoato, tetrahidrofolato e isocorismato.(Ecocyc, 2011). Sin embargo, el
resultado observado en el MK muestra que la sola presencia de aminoacidos y
otros compuestos aromaticos no satisface la auxotrofia generada por la
inactivacion de la VAS a diferencia de lo que se observa en los MP y MM, en los
que el extracto de levadura satisface la auxotrofia y que las diferencias en
crecimientos entre estos dos medios (MP y MM), se debe a la cantidad de extracto

de levadura presente.

La segunda fase (células en reposo) realizados con la biomasa generada en la
primera etapa de los cultivos en MP y MM, mostré que independientemente de
gue si las células fueron cosechadas en la fase exponencial de crecimiento o en la
fase estacionaria, al ser inoculadas en la base mineral del medio suplementada
con glucosa, no producen o producen muy poco AS (Figuras 8-11, D) a pesar, de
que hay el consumo de 3 g de glucosa en la segunda etapa de los cultivos en los
que la biomasa proviene del MP. El hecho de que los cultivos de células en reposo
no produzcan AS, puede sugerir que las células se encuentran en un estado de
estrés muy importante como resultado del procesamiento que implicé cosecharlas
a partir del caldo de fermentacion (etapa 1 en MP y MM), lavarlas y

resuspenderlas para inocular el reactor en la segunda etapa. Este resultado
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mostro que la estrategia propuesta como una alternativa para la produccion de AS
en un sistema de células en reposo en donde se pretendia utilizar la biomasa
generada en la primera etapa de un cultivo empleando diferentes medios de
cultivo, no es una alternativa viable, al menos para la cepa PB12.SA22. Sin ser la
finalidad de esta tesis, se pueden realizar algunas suposiciones respecto al
impacto que el extracto de levadura tiene sobre el crecimiento en esta cepa. La
eliminaciéon del sistema de transporte de glucosa por el sistema PTS en la cepa
silvestre JM101 permitio obtener la cepa denominada como PB11 (PTS-) en la que
ademas de verse afectada de forma importante su capacidad de crecer en glucosa,
la cepa modifica el mecanismo de represion catabodlica en el cual se consume
preferencialmente la glucosa sobre cualquier otra fuente de carbono debido a la
eliminacion del componente EII®® del sistema PTS (Flores y otros, 1996; 2007;
Gosset, 2005). El cultivo de la cepaPB11 en quimiostato permitio la seleccién de
mutantes (entre ellas la cepa PB12, fondo genético de partida para la obtencion de
la cepa sobreproductora de AS PB12.SA22) que desarrollaron la capacidad de
utilizar el sistema de permeasa de galactosa (GalP) como el principal sistema de
transporte de glucosa, pero de forma interesante, desarroll6 la capacidad de co-
utilizar varias fuente de carbono (Flores y otros, 2005). Esta capacidad de co-
utilizar otros sustratos aun en presencia de glucosa en la cepa PB12.SA22,
permite en cultivos en los que se incluye extracto de levadura, que durante las
primeras 8 horas de crecimiento se tenga un crecimiento soportado Unicamente
por este componente satisfaciendo la auxotrofia, cuando se agota algun
componente, la cepa deja de crecer y entonces utiliza la glucosa en un sistema de

biotransformacion, en el cual éste azucar se utiliza para la sintesis de AS.
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9. Conclusiones
La evaluacion de cepa de E. colisobreproductora de AS PB12.SA22 en un sistema
de células en reposo obtuvo una produccion muy baja de este compuesto en

comparacion a lo obtenido en sistemas en lote, 3,97 g/L con respecto a 7.05g/L.

Los resultados obtenidos con respecto al extracto de levadura, permitieron
determinar que existe una relacion directa entre su concentracién, la biomasa y la

cantidad de AS obtenido.

La baja cantidad de AS obtenido en la segunda etapa sugiere que el estado
metabdlico de las células no permitié el consumo eficiente de glucosa para la
produccion de AS. Esto puede deberse a un problema de adaptacion por parte de

la cepa, probablemente se debe al estrés al que se someten durante su cosecha.
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10.Apéndice
La tasa de crecimiento especifica (1) fue calculada como la pendiente del tiempo
con respecto al In del peso seco celular. Se considera que 10Dgg corresponde a
0.37g/L de peso seco celular.La tasa de consumo especifica de glucosa (gs) fue
calculada durante la fase exponencial de crecimiento, como el cambio diferencial

de glucosa con respecto al tiempo normalizada a la concentracion de la biomasa

__ ux5.5506

(gs )(Escalante y otros, 2010). Se considero 5.5506 como el factor que

x/s

permite el cambio de gramos de glucosa a milimoles de glucosa.
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