EVALUACION DE PRODUCCION DE GFP EN CEPAS DE E. coli CON MUTACIONES EN
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Introduccion. La glucosa es el sustrato mas utilizado en
los cultivos industriales de E. coli. Sin embargo, al crecer
en glucosa, E. coli produce acetato como subproducto
metabdlico. La acumulacion de este inhibe el crecimiento
celular y la productividad (1). La capacidad de las células
para metabolizar glucosa impacta la tasa de crecimiento y
el rendimiento de biomasa y la produccién de acetato.
Debido a esto, se espera que la modificacion del
transporte de glucosa tenga un impacto en la fisiologia
celular y en su productividad (2). Fuentes et al. generaron
una coleccién de cepas con combinaciones de mutaciones
en genes PTS (ptsHIlcrr, manX, malX, nagE, bglF y genes
no PTS (galP y mglABC). Estas mutaciones causaron una
reduccién en la velocidad de crecimiento, de consumo de
sustrato y de produccién de acetato (3), lo que las hace
atractivas para aplicaciones en bioprocesos. En este
trabajo se evalud la produccion de la proteina verde
fluorescente (GFP) en la coleccion de mutantes en cultivos
con diferentes concentraciones de glucosa y extracto de
levadura.

Metodologia. La coleccion de mutantes, junto con la cepa
silvestre W3110, se transformé con el plasmido pWF14 el
cual expresa de manera constitutiva la GFP. Los cultivos
se realizaron en medio mineral adicionado con 1, 10y 20
g/L de glucosa y 0.4 g extracto de levadura/g glucosa y se
llevaron a cabo en el equipo BioLector (m2p-labs GmBH,
Baesweiler, Germany) en placas de 48 pozos con
sensores de oxigeno disuelto, pH, biomasa vy
fluorescencia. El volumen de cultivo fue de 800 uL y se
mantuvo una agitacion orbital constante de 1500 rpm.

Resultados. En la Fig. 1 se muestran los rendimientos
producto/biomasa obtenidos en las diferentes cepas con
las tres concentraciones de glucosa. En los cultivos con 1
g/L de glucosa, las cepas WGME, WGMB y WHIC
incrementaron el rendimiento un 21, 156 y 1798 %
respectivamente al comparar con la cepa nativa W3110.
Con 10 g/L de glucosa las cepas WGMB y WHIC
presentaron un rendimiento 67 y 621 % mayor al de
W3110. Los rendimientos obtenidos con 20 g/L de glucosa
fueron 31, 68 y 237% mayores al de W3110 en las cepas
WGM, WGMB y WHIC respectivamente.
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Fig. 1. Rendimientos obtenidos a 1 (A), 10 (B) y 20 (C) g/L de glucosa.
Las barras verticales muestran la desviacion estandar.
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Conclusiones. Las modificaciones de genes relacionados
con el importe de glucosa pueden incrementar la
produccién de proteina recombinante. De acuerdo a los
resultados, las cepas WGMB (AptsG, manX, bglF) y WHIC
(AptsHlcrr, mglABC) podrian ser interesantes para la
produccién de proteina recombinante en altas densidades
celulares.
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