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Introduccién. La glicoproteina APA la cual es un
antigeno inmunodominante (1), es de interés para el
desarrollo de una nueva vacuna, y para la realizacién de
un kit diagndstico (2). Un problema que se tiene al
producir  proteinas recombinantes en E.coli es, que
frecuentemente se acumulan intracelularmente formando
cuerpos de inclusion. Estos son agregados insolubles de
proteina incorrectamente plegada que comunmente
estan formados en su mayoria por la proteina
recombinante, y aunque ya existen métodos de
separacion y purificacién de cuerpos de inclusién, se ha
observado que no siempre resultan tener actividad
biologica cuando se desnaturalizan y se repliegan (3).

El objetivo de este proyecto es evaluar la produccion de
la proteina recombinante APA de Mycobacterium
tuberculosis.en cultivos de E. coli sumergidos en
condiciones de temperatura subdptimas (tan bajas como
12°C), analizando la cantidad de proteina que se agrega
en Cl como aquella que se produce en forma soluble.
Metodologia. Se realizaron cinéticas de la cepa de E.
coli BL21 Rosetta pET15B-APA, en matraz de 500 mL
con 25% de volumen de llenado a 150 rpm y en
biorreactor de 1.0 L (Applikon, USA) a un oxigeno
disuelto >20%, a 37, 23 y 12°C utilizando el medio de
cultivo LB, pH inicial de 7.5 con 0.25 g/L de ampicilina y
0.034 g/L de cloranfenicol. LKos cultivos se uso IPTG
(0.1mM) como inductor cuando se alcanzaba 1 U.A. a
600 nm. El analisis de la proteina se realiz6 a partir de
electroforesis SDS-PAGE 12.5%.

Resultados.
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Fig 1. Gel de cinética en matraz a 37°C. Carril 1-Marcador de peso
molecular, 2-hora 3 sin inducir (fraccion soluble), 3-hora 6 inducida
(fraccién soluble), 4-hora 8 inducida (fraccion soluble), 5-hora 10
inducida (fraccion soluble), 6-hora 3 sin inducir (fraccién insoluble), 7-
hora 6 inducida (fraccion insoluble), 8-hora 8 inducida (fraccién
insoluble), 9-hora 10 inducida (fraccion insoluble), 10- APA purificada.
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Fig 2. Gel de cinética en matraz a 23°C. Carril 1-Marcador de peso
molecular, 2-hora 7 sin inducir (fraccién soluble), 3-hora 9 inducida
(fraccion soluble), 4-hora 11 inducida (fraccién soluble), 5-hora 14
inducida (fraccion soluble), 6-hora 7 sin inducir (fraccion insoluble), 7-
hora 9 inducida (fraccién insoluble), 8-hora 11 inducida (fraccién
insoluble), 9-hora 14 inducida (fraccién insoluble), 10- APA purificada.
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Fig 3. Gel de cinética en matraz a 12°C. Carril 1-Marcador de peso
molecular, 2-hora 96 sin inducir (fraccion soluble), 3-hora 120 inducida
(fraccién soluble), 4-hora 144 inducida (fraccién soluble), 5-hora 168
inducida (fraccion soluble), 6-hora 96 sin inducir (fraccién insoluble), 7-
hora 120 inducida (fraccion insoluble), 8-hora 144 inducida (fraccion
insoluble), 9-hora 168 inducida (fraccion insoluble), 10- APA purificada.
Conclusiones. Se observé que al sumergir los cultivos
de Escherichia coli productora de la proteina de
Mycobacterium  tuberculosis APA en condiciones
suboptimas, la formacion de cuerpos de inclusion se ve
disminuida a 23°C, en comparacion a 37°C, y 12°C éstos
ya no se observan.
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