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Introduccion. La produccion de etanol carburante a partir de
residuos agroindustriales requiere de microorganismos que
asimilen los azlicares generados en la hidrélisis éacida
(pentosasy hexosas) y que sean resistentes alos compuestos
téxicos que se forman (furanos, acidos organicos y
compuestos fendlicos) (1). Escherichia coli etanologénica
construida mediante técnicas de Ingenieria de Vias
Metabdlicas, cumple con estos requisitos, pero su principal

limitacion radica en su baja tolerancia al etanol que produce
1.

La generacion de cepas més robustas y tolerantes, requiere
de la acumulacion de muchas mutaciones favorables (2). Se
ha comprobado que las mutaciones se pueden incrementar
con un plasmido mutador que contiene €l alelo mutD5 que
codifica para una subunidad e de la DNA polimerasa |1l no
funciona (2).

En el presente trabajo utilizamos estrategias de evolucion
dirigida enfocadas a generar mutantes de E. coli W3110
capaces de crecer en concentraciones elevadas de etanol

usando un plasmido mutador.

Metodologia Para aumentar la frecuencia de mutacién se
transformé a E. coli W3110 con € plésmido mutador
(PMutD5) y un pladsmido control (pNMut). La evolucion se
llevé cabo en tubos estéticos combinando dos métodos
reportados (2 y 3). Seinicié con una concentracién de 35 g/l
de etanol, con incrementos de 5 g/l hasta alcanzar 60 g/l.
Cuando se acanzaron concentraciones de 50, 55y 60 g/l, se
realizaron ensayos de sobrevivencia a etanol y n-propanol. A
cepas seleccionadas se les determind la concentracion
minima inhibitoria para etanol (MICgon) en pruebas dosis-
respuesta a 30 °C, sin agitacion. Para evaluar € desempefio
de las mutantes en la produccién de etanol, se transformaron
con e plasmido pLOI510, que contiene los genes que
codifican para las enzimas piruvato descarboxilasay alcohol
deshidrogenasa de Zimomonas mobilis y se realizaron
cultivos en minifermentadores no aireados, a 35°C, enmedio
Luria-Bertani con 100 g/l de glucosa.

Resultados y discusion. En la Tabla 1 se presentan los
valores de MICgon de tres mutantes seleccionadasy la cepa
original. Las cepas evolucionaron durante 36 dias
(aproximadamente 32 generaciones). Se observa un
incremento en la tolerancia en las cepas que fueron
sometidas ala evolucion con el pldsmido mutador, mientras
gue aquellas que se sometieron al mismo tratamiento peor
con el plasmido control no incrementaron su tolerancia a
etanol.

Las cepas seleccionadas de los tubos a 55 y 60 ¢/l, con €l
plasmido mutador resultaron 10 y 15 g/l mas tolerantes que
Su cepa progenitora y que la cepa de E. coli con mayor
MICgon reportadaen laliteratura (LY O1).

Tablal. Valores de MICgoy de cepas aidadas en este trabajo y
etanologénicas (LYO1 y KO11) (3).

Cepa MICeion
W3110 55
LYO1 50
KO11 40
W3110/pM utD5-50 55
W3110/pM utD5-55 65
W3110/pMutD5-60 &5
W3110/pNMut-50 55
W3110/pNMut-55 55
W3110/pNMut-60 55

Adicionamente, se comprobé que € mecanismo de
resistenciano se daatravés del consumo del alcohol.

En cultivos no aireados de las cepas mutantes curadas del
pldsmido mutador y transformadas en etanologénicas con el
pldsmido pLOI510, se encontrd que tienen una velocidad
especifica de crecimiento similar a la silvestre (0.10 K,
comparada con 0.088 h') y una productividad especifica
para etanol de 0.36 @tOHIQCELh'l en contraste con 0.28
gEtOH/gCELh'l que se obtuvo con lasilvestre.

Conclusiones. Con el uso del plasmido mutador, fue posible
aislar cepas con una MICgon 10 g/l mayor que la cepa
progenitora. En cultivos no aireados de la cepas mutantes,
transformadas con el pldsmido pLOI510 se probd que la
velocidad especifica de produccién de etanol es 25% mayor
en comparacion con lacepasilvestre.
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