SOBRE-EXPRESION DE PENICILINO ACILASA REGULADA POR EL PROMOTOR DE LacZ
MEDIANTE INDUCCION ENDOGENA EN CULTIVOSDE E. coli JM 101/pPA102.
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Introduccion. El promotor de lacZ es uno de los promotores
mas utilizados en las técnicas de ingenieria genética para
sobre-expresar proteinas de interés biotecnol 6gico, siendo el
b-isopropil-tiogalactopiranésido (IPTG) el inductor utilizado
en estas construcciones. Sin embargo, este compuesto es
muy costoso para ser utilizado en procesos de gran escala, 10
gue afectaria drasticamente los costos de produccién. En
este trabajo se demostré la sobre-expresién de la penicilino
acilasa (PA, E.C.3.5.1.11) regulada por € promotor de LacZ
en una cepa de E. coli, mediante el uso de la galactosa como
fuente de carbono. Posiblemente la induccion endogena se
realiz6 por agun intermediario del metabolismo de la
galactosa(como € Ga-1®, UDP-gal).

Metodologia. Los cultivos se llevaron acabo en matraces de
500 mL a 200 rpm y 29°C. El medio de cultivo consistié en
medio minimo y como fuente de carbono se utilizé por
separado glucosa (C-1), lactosa (C-2) o galactosa (C-3) auna
concentracion de 5 g/L. Como control positivo se utilizé
medio con glucosa e IPTG a 25 nM (C-4). Labiomasa se
midi6 a 620 nm en un espectrofotometro (Jenway) y se
correlaciond con una curva estdndar de peso seco. La
actividad enzimética se determind por el método del PDAB.
Una unidad de actividad enzimética (U) se defini6 como la
cantidad de enzima que hidroliza una micromol de sustrato
por minuto a 37°C.

Resultados y discusién. En la figura 1 se muestran las
cinéticas de crecimiento y de actividad enzimatica de la PA
para los cultivos con diferentes fuentes de carbono. En la
figura 1a, se observa que los cultivos C-1 y C-4 presentaron
un comportamiento similar teniendo una velocidad
especifica de crecimiento de 0.28h™%, y una concentracion
celular maxima de 1 g/L en ambos casos. En € cultivo (C-2)
solo se presentd un ligero crecimiento &ular (0.15 a 0.26
g/L) originado por la glucosa proveniente del pre-inéculo.
La ausencia de crecimiento se debe a que la cepa de E. coli
JM101 tiene un fenotipo Lac. En € cultivo G3 se observé
el comportamiento dialixico tipico debido a la presencia de
dos fuentes de carbono (glucosay galactosa). La velocidad
eePecifica de crecimiento para cada etapa fue de 0.25 y 0.23
h™~, respectivamente. En la Fig. 1b, se muestra que en los
cultivos Gl y G2 no se detectd actividad enzimatica de
PA. En e cultivo G4 (control positivo) se obtuvo un
aumento en la actividad enzimética de 0 a 0.12 U/mL,
mientras que en €l cultivo G3, se logré un aumento de 0
hasta 0.25 U/mL en la fase exponencia y de 0.25 hasta 0.44

U/mL en la fase estacionaria, etapa en la cua se completa el
procesamiento postraduccional del precursor de la penicilino
acilasa (De Ledn et.al. 1996).
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Fig. 1. Cinética de crecimiento y produccion de penicilino acilasa
de E. coli IM101/pPA 102 en diferentes medios de cultivo.

Conclusiones. En este trabajo se demostré que es posible la
induccion y la sobre-expresion de genes regulados por el
promotor de LacZ en cepas de E. coli IM101, mediante €
uso de galactosa como fuente de carbono. Posiblemente
algun galactésido generado durante la degradacion de la
galactosa, fue capaz de actuar de manera muy eficiente como
un homélogo de la alolactosa que es el inductor natural del
promotor lacZ. Este trabajo puede ser de interés para la
implementacién de bioprocesos con  microorganismos
recombinantes en gran escala.
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