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RESUMEN 
 
Las proteínas α-lactoalbúmina y lactoferrina humanas son dos glicoproteínas 
nativas de la leche materna que han demostrado múltiples beneficios nutricionales 
y como biofarmaceúticos.  El objetivo del presente trabajo fue producir las 
proteínas recombinantes α-lactoalbúmina y lactoferrina humanas a nivel 
laboratorio (100 mL) y a nivel piloto (2 L). El sistema de expresión se conformó por 
la levadura Pichia pastoris como hospedero eucariota y el vector de expresión 
pGAPZαA, y, como hospedero procariota la bacteria E. coli TOP10. La 
transformación de E. coli Top 10 se llevó a cabo por el método del CaCl2/choque 
térmico, obteniéndose más de 25 transformantes/placa en medio selectivo con 
Zeocina™. La transformación de P. pastoris se llevó a cabo por electroporación, 
obteniéndose eficiencias de transformación entre 1.02 y 1.5 x 106 UFC/μg de DNA 
para ambas proteínas recombinantes. El análisis por SDS-PAGE demostró la 
producción de las proteínas recombinantes a nivel laboratorio. La producción de 
ambas proteínas se logró producir en biorreactor en volúmenes de 1-2 L de medio 
de cultivo, las condiciones de producción fueron 200 rpm, T=30 °C, 20 % de 
saturación mínima de oxígeno y 10 % v/v de inóculo. Los rendimientos máximos 
de proteínas recombinantes obtenidas a nivel piloto fueron 17.53 mg/L para la 
lactoferrina y 16.9 mg/L para la lactoalbúmina después de 12 horas de 
fermentación. Las proteínas  recombinantes α-lactoalbúmina y lactoferrina fueron 
expresadas en el sistema heterólogo de P. pastoris a nivel laboratorio y la 
expresión de las proteínas recombinantes a nivel piloto debe ser optimizada 
evaluando el efecto de otros factores tales como la fuente de carbono, pH, tipo de 
cultivo, entre otros. 
 
(Palabras clave: Proteínas recombinantes, biorreactor, escalamiento, Pichia 
pastoris, fermentación). 
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SUMMARY 
 

Both human α-lactalbumin and lactoferrin proteins are breast milk native 
glycoproteins that have shown multiple nutritional benefits and also as 
biopharmaceuticals. The aim of this job was to produce human recombinant α-
lactalbumin and lactoferrin proteins at laboratory scale (100 mL) and at pilot scale 
(2 L). The expression system comprised the Pichia pastoris yeast as eukaryotic 
host and the pGAPZαA expression vector, and the E. coli TOP10 bacterium as 
prokaryote host. The transformation of E. coli TOP10 was carried out by 
CaCl2/heat shock method, obtaining more than 25 transformants/plate in selective 
medium with Zeocin™. The transformation of P. pastoris was carried out by 
electroporation, obtaining transformation efficiencies between 1.02 and 1.5 x 106 
UFC/μg of DNA for both recombinant proteins. The SDS-PAGE analysis 
demonstrated the recombinant proteins production at laboratory scale. Both 
proteins production was achieved using a bioreactor in volumes of 1-2 L of culture 
media, production conditions were: 200rpm, T=30 °C, 20 % minimal oxygen 
saturation and 10 % v/v inoculum. The maximum yields of recombinant proteins 
obtained at the pilot scale were 17.53 mg/L for lactoferrin and 16.9 mg/L for α-
lactalbumin after 12 hours of fermentation. The recombinant α-lactalbumin and 
lactoferrin and proteins were expressed in the heterologous system of P. pastoris 
at the laboratory scale and the expression of the recombinant proteins at pilot scale 
must be optimized by evaluating the effect of other factors such as the carbon 
source, pH, and type of culture, among others. 
 
 (Key words: Recombinant proteins, bioreactor, Pichia pastoris, fermentation). 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

A nivel mundial, existe un consenso de los beneficios que proporciona al 

infante la alimentación exclusiva al seno materno. La evidencia muestra que la 

leche materna (LM) contiene un conjunto de nutrimentos y de compuestos 

bioactivos que tienen un efecto positivo en el desarrollo temprano y en el 

crecimiento de los infantes (Martin et al., 2015), el cual trasciende hasta la etapa 

adulta disminuyendo el riesgo de padecer enfermedades crónicas como la 

obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 y las enfermedades cardiovasculares (Savino 

et al., 2013). Por esta razón, la LM es considerada el estándar de oro de la 

nutrición infantil (Koletzko et al., 2005). Sin embargo, se ha reportado que una 

gran proporción de la población infantil mundial de 0 a 2 años de edad recibe una 

alimentación con algún tipo de fórmula infantil (FI). Particularmente en México, de 

acuerdo con los datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT) 

del 2012 cerca del 75 % de los niños menores que 5 meses son alimentados con 

algún tipo de FI. Es por ello que la Organización Mundial de la Salud y la 

Academia Americana de Pediatría reconocen que las FI son un alimento 

alternativo adecuado cuando las madres no pueden, tienen contraindicado o 

deciden no amamantar a sus bebés (AAP, 1997). 

 

Las FI estándares están elaboradas a base de la fracción de las proteínas 

totales de la leche de vaca y aunque su composición ha sido ajustada mediante la 

adición de concentrados de suero de leche de vaca (Lien, 2003), se ha 

demostrado que la fracción de las proteínas totales solubles (PT) de las FI 

presenta diferencias sustanciales en comparación con la composición de la 

fracción de las PT de la LM (Lönnerdal, 2006). La LM madura proporciona de 8 a 9 

g/L de PT (Lönnerdal, 2003) y su fracción sérica es rica en proteínas como la α-

lactoalbúmina (α-LA) y la lactoferrina (LF) (Veloná, 1999). Las cuales no solo 

proveen aminoácidos esenciales sino que facilitan la absorción de nutrientes, 

estimulan la diferenciación de tejidos específicos, tienen una marcada actividad 

antimicrobiana y promueven la maduración del sistema inmune del infante 
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(Lönnerdal, 2010). Así mismo, se ha descrito que la actividad biológica de las 

proteínas de la LM depende directamente de la secuencia de sus aminoácidos y 

de su estructura, las cuales son particulares de la especie humana (Suzuki et al., 

2005). En contraste, las FI estándares tienen una mayor concentración de PT, de 

14 a 15 g/L (Heine et al., 1991), y su fracción de proteínas séricas presenta una 

escasa concentración de las proteínas α-LA (bα-LA) y LF (bLF) bovinas (Farrell et 

al., 2004). Además, las FI estándares contienen proteínas antigénicas como la β-

lactoglobulina (β-LG), la cual es la proteína más abundante del suero de leche de 

vaca (Lien, 2003) y podría representar un factor de riesgo para el infante en el 

desarrollo de alergias (Heine et al., 1991). Estas diferencias tienen un impacto 

negativo en la salud del infante ya que se han asociado con el desarrollo de estrés 

metabólico, de enfermedades crónicas y de inmunoreacciones. 

 

Por otro lado, en varios estudios clínicos, se ha reportado que los infantes 

alimentados con una FI enriquecida con  bLF o con bα-LA tienden a ganar mayor 

peso manteniendo un nivel nutricional balanceado, aunado a esto tienen una 

menor incidencia de infecciones respiratorias y presentan un mayor nivel de 

ferritina plasmática y de hematocrito (nivel de hierro en suero) en comparación con 

los infantes alimentados con una FI estándar (Koletzko et al., 2009; Davis et al., 

2008; Egashira et al., 2007; King et al., 2007; Trabulsi et al., 2011). Sin embargo, 

los parámetros medidos en estos estudios clínicos siguen siendo inferiores de los 

que se observan en el grupo control de los infantes alimentados al seno materno. 

Más aún, la adición de las fracciones puras de bα-LA y bLF para la elaboración de 

las FI es una práctica muy poco frecuente, debido a su escasa concentración en el 

suero de la leche de vaca y aunado a que la tecnología involucrada para su 

extracción y purificación es cara (Kamau et al., 2010).  

 

Debido a las desventajas y a los efectos adversos que actualmente 

ocurren con el uso de las FI estándares para la alimentación infantil, a la baja 

actividad biológica que presentan las proteínas de la leche de vaca inherente a su 

secuencia de aminoácidos y a las limitaciones para obtener fracciones puras de 
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las proteínas séricas de la leche de vaca, desde hace más de 10 años, varios 

grupos de investigación alrededor del mundo están trabajando en el desarrollo de 

diferentes sistemas de expresión que les permita obtener las variantes 

recombinantes de las proteínas de la LM (Lönnerdal, 2006). Sin embargo, debido 

a la complejidad de los sistemas que se utilizan, el uso de estas proteínas 

recombinantes se ha limitado a las aplicaciones a nivel laboratorio. El contar con 

un proceso para producir las proteínas recombinantes α-LA (rhα-LA) y LF (rbLF) 

humanas representa un importante avance tecnológico que permitirá obtener 

fracciones puras ambas proteínas recombinantes de interés (rHMP) con una 

actividad biológica muy similar a la de las proteínas nativas. Esto permitirá superar 

las desventajas de la contaminación con proteínas antigénicas de la leche de vaca 

y la baja bioactividad de los concentrados del suero de la leche de vaca. 

 

En el presente trabajo se presenta la expresión de las proteínas rhα-LA y rhLF 

por medio de un sistema basado en la levadura Pichia pastoris. Las proteínas 

recombinantes humanas se produjeron a nivel laboratorio (100 mL) y 

posteriormente se realizó la evaluación de la producción en biorreactor en 

volumenes de 1-2 L. 
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II. ANTECEDENTES 

 

2.1. Nutrición del infante 

El tema de la nutrición infantil es de gran relevancia dentro de la nutrición 

humana, ya que los infantes requieren consumos elevados de nutrientes y energía 

para abastecer la rápida tasa de crecimiento (Prell, 2016). La evidencia que 

demuestra que una adecuada alimentación temprana tiene efectos no solo en el 

corto plazo, sino también a largo plazo, va en aumento. Los estudios demuestran 

que la alimentación del infante es un factor determinante en la programación 

metabólica. Por ende, influye en enfermedades crónico-degenerativas en edades 

adultas, como son la obesidad, diabetes mellitus tipo 2, enfermedades 

cardiovasculares, etc. (Koletzco, 2006; Turk, 2007; Robinson, 2012; Prell, 2016). 

 

Actualmente la LM es considerada como el estándar de oro en la 

alimentación infantil, debido a su aporte nutrimental y a las ventajas fisiológicas 

que ésta proporciona al infante (Shamir, 2016). Desde hace ya varias décadas la 

LM se ha venido estudiando y relacionando con la salud de los infantes 

alimentados al seno materno (Newborg &Walker, 2007). Existe evidencia que 

demuestra que la LM disminuye la ocurrencia de enfermedades infecciosas, 

obesidad, alergias, asma bronquial, enfermedades cardiovasculares, diabetes 

mellitus 1 y 2 (Shamir, 2016). Así mismo, la LM brinda beneficios al desarrollo 

cerebral y del tracto gastrointestinal del infante, lo cual es crucial ya que su 

sistema inmune, gastrointestinal y cerebral se encuentran inmaduros. 

 

Aparte de todos los beneficios mostrados anteriormente, la lactancia 

materna es una forma más conveniente y barata para la alimentación del infante, 

sumado al vínculo de cercanía entre madre e hijo, sensación de plenitud y también 

beneficios a la salud aportados a la madre (Shamir, 2016). 

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) y el Fondo de las Naciones 

Unidas para la Infancia (UNICEF) recomiendan que la lactancia materna se inicie 



5 
 

desde la primera hora de vida y que ésta se mantenga de manera exclusiva 

durante los primeros seis meses y con la posibilidad de continuarla hasta los dos 

años o más si así se desea. De la misma forma, la Academia Americana de 

Pediatría recomienda la alimentación al seno materno por al menos 12 meses 

(Eidelman, 2012) y éstas mismas recomendaciones se ven reflejadas en la Norma 

Oficial Mexicana NOM-031-SSA2-1999, para la atención a la salud del niño. 

 

No obstante, el panorama a nivel mundial es que solo el 35 % de los 

infantes menores a 6 meses son alimentados con lactancia materna exclusiva 

(OMS, 2012). Para México la Encuesta Nacional de Salud (ENSANUT) para el año 

2012 arroja a que solo un 14.4 % de niños menores a 6 meses son alimentados al 

seno materno. De acuerdo a estas cifras se ve que el consumo de otros alimentos 

para infantes, principalmente FI a nivel mundial está muy extendido, superando la 

cifra de los infantes que son amamantados.  

 

2.2. Sustitutos de alimentación infantil  

Las causas por las cuales una madre no amamanta a un infante son varias, 

ya sea por razones culturales, sociales, por contraindicación médica para la madre 

o para el infante (galactosemia o fenilcetonuria) en la que se requiera de alguna FI 

(Corkins & Shurley, 2016). De acuerdo a la Norma oficial mexicana NOM-131-

SSA1-2012 se considera a las FI para lactantes como “sucedáneo de la leche 

materna especialmente fabricado para satisfacer, por sí solo, las necesidades 

nutrimentales de los lactantes durante los primeros meses de vida hasta la 

introducción de la ablactación o alimentación complementaria correspondiente”. 

Tomando en cuenta la Ley Federal para alimentos, drogas y cosméticos de los 

Estados Unidos (FDCA por sus siglas en inglés) una FI es un alimento para 

infantes que debe ser usado para uso dietario especial debido a que simula a la 

leche materna o porque es idóneo como un sustituto parcial o completo de la 

misma (Corkins & Shurley, 2016).  
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Las FI a base de leche de bovino o de algunas otras fuentes, son una 

opción adecuada para la alimentación infantil (Trabulsi, 2011), lo cual está 

reconocido por la Organización Mundial de la Salud y por la Academia Americana 

de Pediatría (OMS, 2012; AAP, 2006). Debido a esto las fórmulas infantiles son 

ampliamente reguladas y se consideran un alimento seguro. 

 

Pero a pesar de los grandes esfuerzos que se han hecho para tratar de 

mimetizar la composición de la LM en las FI aún hay diferencias sustanciales en la 

composición de ambas. Estas diferencias son principalmente respecto a su 

contenido proteico, ya que la LM contiene de 9-11 g/L de proteína total (PT) y las 

FI contienen de 14-15 g/L de PT (Davis, 2007). La naturaleza de las proteínas 

también es distinta, ya que la LM tiene mayor porcentaje de proteínas séricas y 

menor porcentaje de caseínas (relación 60/40 respectivamente). En contraste las 

FI que contienen menor porcentaje de proteínas séricas y mayor porcentaje de 

caseínas (relación 20/80 respectivamente) (Lien, 2003). Comparado con la LM las 

FI tienen una biodisponibilidad más baja, por lo que son adicionadas con 

concentraciones mayores de nutrimentos (Kleinman & Greer, 2014). Las FI de 

continuación se recomiendan desde los 4 hasta los 36 meses y las de crecimiento 

desde los 12 meses de vida (Ferrer & Dalmau, 2005). 

 

Existe una gran variedad de fórmulas infantiles en el mercado y tanto el 

consumidor como el médico que las utiliza o recomienda continuamente  

encuentran dificultades a la hora de escoger el producto apropiado. Las fórmulas 

se pueden clasificar de pendiendo la edad del niño que las utiliza, su estado de 

salud o de enfermedad o dependiendo de la forma en que se presentan los 

productos, lo cual determina como se utilizan (Rosado & Pedroza, 2017). En la 

Tabla 1 que se muestra a continuación se describen las fórmulas infantiles 

dependiendo de cada una de estas variables. 

 

Recientemente se han hecho mejoras a las FI convencionales, a las cuales 

se les han adicionado ácidos grasos de cadena larga los cuales han sido  
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Tabla 1. Clasificación de las fórmulas infantiles y algunas características. 

 

Clasificación de la 
fórmula infantil 

Características 

Formulas infantiles 
considerando la edad 

del niño 

Etapa 1: para recién nacido hasta 6 meses de 
edad. 

Etapa 2: de 6 a 12 meses de edad. 
Alimento adicional o complementario: a partir de 1 

año de edad. 

Formulas infantiles 
considerando el estado 
fisiológico y de salud 

del niño 

Estándar: para niños sanos. 
Especializadas: Niños con bajo peso al nacer, 

prematuros, con padecimientos del tracto 
gastrointestinal (reflujo, constipación o cólico), con 
alergia (a las proteínas de la leche o intolerancia a 
la lactosa), con incapacidad para digerir proteínas 

o algún problema metabólico. 

Formulas infantiles 
dependiendo de su 

utilización 

Polvo: es la presentación más económica y común 
de encontrar, fácil disolución en agua. 

Líquidos concentrados: existen pocos productos 
en el mundo, se evita el uso de empaques muy 
grandes, se requiere la adición de agua para su 

consumo. 
Líquidos listos para usarse: la presentación más 

cara de las fórmulas infantiles, no requiere 
mezclarse con agua antes de usarse, se 

comercializan en envases estériles. 

Fuente: Rosado & Pedroza, 2017. 

relacionados con el desarrollo cerebral y ocular. Los más comunes son el ácido 

docosahexaenoico (DHA) y ácido araquidónico (ARA), ya que éstos ácidos grasos 

se encuentran en la LM (O´Connor, 2009). También se han adicionado minerales 

como el hierro para prevenir anemia ferropénica, calcio, vitaminas como la D y C 

(Ferrer & Dalmau, 2005), no obstante, la fracción proteica ha sido la más difícil de 

mejorar. 

 

2.3. Composición de la leche materna  

Algunos de los beneficios de la leche materna que se describen en la 

literatura, principalmente sobre el sistema inmune, digestivo y respiratorio, son 

asociados principalmente las proteínas. Las proteínas son los compuestos más 
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abundantes de los cuales se forma el cuerpo humano después del agua, y 

destacando, que éstos compuestos bioactivos presentan actividad antipatogénica 

e inmunomoduladora (Newborg & Walker, 2007). Las proteínas tienen varias 

funciones en el cuerpo, principalmente como bloques de construcción, actividad 

enzimática, de transporte, fuente de energía, regulación ácido-base y como 

mensajeros químicos, entre otros (Nutten, 2016), lo cual es esencial para el 

crecimiento y desarrollo adecuados de los infantes. 

La composición de la leche de cada especie es única (Hernell, 2011), en lo 

que respecta a la LM, ésta es una matriz compleja, y varía de acuerdo a las 

necesidades del infante en cada etapa de crecimiento. En general la LM tiene un 

87 % de agua, 3.8 % de grasa, 1.0 % de proteína y 7.0 % de lactosa; donde los 

nutrimentos que proporcionan un mayor aporte calórico son las grasas y la lactosa 

con un 50 % y 40 % del total de la energía respectivamente (Martin et al., 2016). 

Los estudios actuales concuerdan en que la leche materna contiene 

proteínas de alta calidad y con muy diversas actividades biológicas como IgA, κ-

caseina, lactoperoxidasa, haptocorrina, lactadherina, lactoferrina, α-lactoalbúmina, 

entre otras (Lönnerdal, 2004). La α-lactoalbúmina y lactoferrina son las proteínas 

en las cuales se centra el presente trabajo de investigación. 

2.3.1.  α-lactoalbúmina 

La α-LA, es una proteína que se encuentra presente de forma natural en la 

leche de los mamíferos (Heine et al., 1991). Tiene un peso molecular de 14.2 kDa, 

de cadena simple de 123 aminoácidos y su sitio de unión al sustrato consiste de 

un grupo de residuos aspartil altamente conservados (Permyacov, 2016).  Tiene 

un 63 % de aminoácidos esenciales y un alto contenido de los aminoácidos 

ramificados leucina e isoleucina, los cuales están relacionados a la síntesis 

proteica en el músculo (Layman, 2003). Investigaciones muestran que esta 

proteína tiene un sitio estrecho de unión a Ca+2 y un sitio de unión más débil a 

Zn+2, de esta forma la α-lactoalbúmina es la mayor proteína de unión a calcio 

presente en la leche (Fitzgerald, 1989). En la Fig. 1 se observa la estructura 

cristalizada de la α-LA con sus dos sitios de unión. 
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Figura 1. Estructura cristalizada α-LA. RCSB - Protein Workshop Viewer for PDB 
ID: 1A4V. DOI: 10.2210/pdb1A4V/pdb. 

 

Funcionalmente forma parte del complejo enzimático lactosa-sintasa y 

participa en el proceso de producción de lactosa como un modificador de la β-

galactosiltransferasa en la glándula mamaria (Wang, 2008). 

La α-LA se encuentra en bajo contenido en la leche bovina respecto a la 

leche materna. En la LM equivale al 28 % de la PT y al 41 % de la fracción sérica, 

en contraste, en la leche de bovino representa del 2-5 % de la PT y del 17-22 % 

de la fracción sérica (Heine et al., 1991).  La hα-LA y la bα-LA comparten un 72 % 

de homología en la secuencia de aminoácidos y ambas proteínas contienen 6.0 % 

de triptófano, 5.0 % de cisteína y solo 0.9 % de metionina (Lönnerdal, 1994). Por 

lo tanto, las marcadas variaciones en el contenido de estos aminoácidos en las FI 

respecto a la LM se deben principalmente a las bajas cantidades de la α-LA en la 

leche de bovino, como se mencionó anteriormente. El triptófano también tiene 

relevancia al ser un precursor de la serotonina (Lien, 2003). Tomando en cuenta 

todos los esfuerzos tecnológicos que se han hecho para mejorar las FI el balance 

de aminoácidos aún no se ha logrado. La opción de agregar dichos aminoácidos 

en forma libre no es recomendable debido a su baja estabilidad y a que se daría 

una absorción preferente de éstos en lugar de otros aminoácidos también 

necesarios (Heine et al. 1991). 
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Aparte del beneficio nutricional que proporciona la α-LA, se han atribuido 

más beneficios, como un efecto prebiótico en la microbiota intestinal debido a los 

péptidos producto de la hidrólisis en el tracto gastrointestinal (Lönnerdal, 2010), 

efectos en el sistema nervioso como la regulación del estado de ánimo y la función 

cognitiva (Wang, 2008), así como que la estimulación del metabolismo en la 

mucosa intestinal y para prevenir infecciones gastrointestinales (Bruck et al. 2006). 

La α-LA es altamente digerible ya que no se encuentran remanentes de esta 

proteína en las heces de los infantes alimentados al seno materno (Shamir, 2016). 

 En un estudio multicéntrico realizado en Philadelphia, E. U. A, donde se 

evaluaron infantes saludables nacidos a término y alimentados con FI 

exclusivamente  se demostró que el enriquecimiento con bα-LA de una FI 

experimental baja en proteínas (14.4 g/L de PT, 2.2 g/L de bα-LA) sí provee 

resultados comparables en lo que respecta al crecimiento y  valores de albúmina 

sérica en los infantes alimentados con dicha fórmula experimental respecto a los 

que fueron alimentados con una FI estándar, así como también demostró ser 

segura y tener una mayor tolerancia por parte de los infantes (Lien, 2004). Lo 

anterior sugiere una nutrición proteica adecuada, incluso siendo esta fórmula 

experimental más baja en PT, así como mayor tolerancia, lo que hace que haya 

una mayor semejanza de ésta con la de la LM. 

Si se contara con una fuente suficiente de esta proteína a un costo 

razonable, esta proteína sería un excelente suplemento para las fórmulas 

infantiles (Heine et al. 1991; Lönnerdal, 2010). 

 

2.3.2. Lactoferrina 

Respecto a la LF, ésta es una glicoproteína con peso molecular de 80 kDa 

perteneciente a la familia de las transferrinas (Brock, 1995), con punto isoeléctrico 

de 9 (García et al., 2012) y que presenta alta resistencia a la proteólisis 

(Lönnerdal, 1995). Está conformada por una cadena polipeptídica simple con 700  
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Figura 2. Estructura cristalizada de LF humana. RCSB - Protein Workshop Viewer 
for PDB ID: 1FCK. DOI: 10.2210/pdb1FCK/pdb. 

 

aminoácidos y forma dos lóbulos unidos por una α-hélice (Fig. 2) que pueden unir 

un ión metálico (Fe+3, Fe+2, Zn+2, Cu+2, Mn+2) en conjunto con el ión bicarbonato 

(García et al., 2012). La homología de la secuencia de aminoácidos entre la LF 

humana y la de bovino es de 68 % (Lönnerdal, 1995). Es secretada en la leche y 

otros fluidos de los mamíferos, como las lágrimas, saliva, semen, fluidos 

vaginales, moco, etc. (Cooper, 2015). Las concentraciones de LF van de 1-3 mg/L 

en la LM, y el promedio en leche de bovino es de 0.115 mg/L (Cooper, 2015). 

 

La LF tiene actividades antimicrobianas, inmunomoduladoras, 

antiinflamatorias, como antioxidante (Wakabayashi et al., 2006) y 

anticarcinogénicas (García et al., 2012). Los mecanismos por los cuales realiza 

estas actividades son descritos por varios autores, comenzando por la actividad 

antimicrobiana en contra de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, donde el 

extremo N-terminal altamente catiónico interactúa con los lipopolisacáridos y con 

el ácido lipoteicoico presentes en las membranas de las respectivas bacterias lo 

que no permite el contacto de éstos con los cationes Ca+2 y Mg+2 (Yen et al., 2009; 

García et al., 2012). 
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La capacidad antimicrobiana no solo se limita a bacterias, sino también a 

virus, levaduras, hongos (Drago, 2006) y parásitos (Yamauchi et al., 2006). De una 

forma indirecta, la LF secuestra el hierro disminuyendo su disponibilidad para ser 

utilizado por los microorganismos, lo que promueve el crecimiento de bacterias 

probióticas como Lactobacillus y Bifidobacterium, las cuales tienen bajos 

requerimientos de dicho mineral (Yen et al., 2009). De la misma forma, al bajar la 

disponibilidad de hierro no permite el crecimiento de bacterias patógenas que 

requieren altas concentraciones del mineral (Rainard, 1986) y baja la expresión de 

sus factores de virulencia (García et al., 2012).  

 

Otro efecto positivo de la LF es la disminución de algunas citosinas pro-

inflamatorias (IL-1, IL-2, TNFα) llevando a una reducción del estrés oxidativo 

(Actor et al., 2009). El mecanismo de inmunomodulación se da por la unión de la 

LF a varias moléculas cargadas negativamente en la superficie de las células del 

sistema inmune, lo cual tiene evidencia que desencadena rutas de señalización 

para activación, diferenciación y proliferación de dichas células (Bhatia, 2016; 

Baker, 2005) incrementando el sistema de defensa del cuerpo. La actividad 

anticarcinogénica se atribuye a que la LF puede inducir a apoptosis y bloquea el 

paso de la fase G1 a la S en el ciclo celular de las células malignas in vitro 

(Crouch, 1992; Öztaş & Özgüneş, 2005).  

 

Otros autores mencionan experimentos in vivo donde se trataron tumores 

en ratones utilizando hLF recombinante y se vio el incremento de citosinas 

anticarcinogénicas como IL-18, así como la activación de células NK y linfocitos T 

CD8+ (Wang et al., 2000; Shimamura et al., 2004). La absorción de hierro por las 

células intestinales en cultivo se ve facilitada por el uso de LF, lo cual es mediado 

por receptores específicos de LF en el enterocito (Lönnerdal, 2003). 

 

Producto de la hidrólisis enzimática de la LF se generan algunos péptidos 

bioactivos, como la lactoferricina Lfc-B, LFcin, Lfampin 268–284 y Lfampin 265–
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284, las cuales se ha visto que poseen diferentes capacidades antimicrobianas 

respecto a la molécula completa de LF (García et al., 2012). 

En un estudio realizado en Baltimore, E.U.A, se evaluó el efecto de una FI 

enriquecida con bLF (850 mg/L) versus una FI comercial a base de leche de vaca 

(102 mg/L de bLF) en infantes saludables con un periodo de gestación mínimo de 

34 semanas y una edad menor o igual a 4 semanas, evaluados en un periodo de 

12 meses. Se colectaron parámetros de crecimiento e información de 

enfermedades gastrointestinales, respiratorias y episodios de cólicos en los 

infantes durante el primer año de vida. De los 9 a los 12 meses se midieron 

anticuerpos para las inmunizaciones y parámetros hematológicos. Los resultados 

mostraron que la fórmula enriquecida con lactoferrina fue bien tolerada, así como 

que en los infantes que la consumieron hubo una disminución significativa de 

enfermedades del tracto respiratorio y un aumento significativo del hematocrito 

(King et al., 2007). 

 

En el 2016 la Universidad de Missouri-Columbia en conjunto con la 

Universidad del sur de California evaluaron los efectos del fármaco Talactoferrina 

(rh-TLF Agennix, Inc.) sobre el microbioma fecal y contrastaron esas influencias 

con el medio ambiente de la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (NICU por 

sus siglas en Inglés) en 121 infantes nacidos con muy bajo peso al nacer (menor o 

igual a 1500 g) repartidos en dos grupos, el grupo de tratamiento y el grupo 

control, evaluados en los primeros 28 días de vida dándoles una dosis de 150 

mg/kg de peso vía enteral cada doce horas y simulando el consumo de LF en 

leche materna (aproximadamente 2 mg/mL). En este estudio se observó que la 

Talactoferrina si influenció la composición del microbioma fecal, y que junto con 

prácticas de cuidado estándar en la NICU modifica el microbioma fecal y reduce 

infecciones hospitalarias en los infantes nacidos con muy bajo peso al nacer. 

Esencialmente se vio una diferencia en los phylum en cada grupo, los tratados con 

Talactoferrina presentaron principalmente Proteobacteriaceae y Firmicutes versus 

los no tratados que presentaron Enterobacteriaceae y Clostridiaceae (Sherman et 

al. 2016). 
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2.4 Tecnología del ADN recombinante 

Con el objetivo de mejorar la vida humana, en las últimas décadas se ha 

venido trabajando en los tres principales factores que afectan a esta: deficiencia 

de alimentos, problemas de salud y daños medioambientales. Dichos factores 

requieren atención debido al incremento de la población mundial, ya que 

actualmente esta es de 7,600 millones de personas y alcanzarán los 8,600 

millones para el año 2030 (ONU, 2017). También de relevancia es el número de 

muertes anuales que son causadas debido a problemas de salud, como 

enfermedades cardiovasculares, cáncer, diabetes, VIH/SIDA, tuberculosis, 

malaria, entre otros, que suman un total de 36 billones de muertes anuales (Khan 

et al., 2016). 

 A pesar de los esfuerzos que se han venido haciendo por tratar de mejorar 

estas condiciones por medio del uso de métodos tradicionales esto no ha sido 

suficiente, por lo que es necesario el uso de nuevas tecnologías, donde la 

ingeniería genética hace uso de herramientas y enfoques modernos que proveen 

ahorro de tiempo y mayores rendimientos para hacer a estas tecnologías más 

rentables (Khan et al., 2016). 

 

Dentro de la ingeniería genética, la tecnología del ADN recombinante está 

jugando un papel muy importante debido a que por medio de esta se están 

desarrollando muchas aplicaciones de relevancia en el mejoramiento de la salud 

de las personas. Dicha tecnología se basa en la generación de características 

deseables en un organismo o en sus productos por medio de la modificación in 

vitro del material genético (Khan et al., 2016). Las modificaciones en el material 

genético se pueden dar por medio de la introducción de uno o varios genes con 

sus elementos regulatorios o por la disminución o bloqueo de la expresión de 

genes endógenos (Clark & Pazdernik, 2016). 

 

Desde mediados de la década de los 80´s esta tecnología ha ido 

evolucionando y en la actualidad tiene múltiples aplicaciones en varios sectores, 

como la agricultura, salud y medio ambiente (Tabla 2). 
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Tabla 2. Aplicaciones de la tecnología del ADN recombinante. 

Productos 
terapéuticos 

Productos 
genéticamente 

modificados 

Diagnosis Energéticos 

Vacunas Frutas Terapia génica Biohidrógeno 
Hormonas de 
crecimiento 

Vegetales CRISPR Bioetanol 

Anticuerpos Cereales Dispositivos de 
monitoreo 

Biometanol 

Vectores Microorganismos Estrategias 
terapéuticas 

Biobutanol 

Proteínas 
recombinantes 

Animales   

Medicamentos 
anticancerígenos 

   

Fuente: Khan et al., 2016. 

Para el caso particular de las proteínas recombinantes su producción ha ido 

incrementando y sus usos van desde aplicaciones en laboratorio, diagnóstico, 

propósitos terapéuticos y materiales inteligentes. Las proteínas recombinantes 

forman un mercado multibillonario, ya que para el año 2016 estos productos 

lograron ventas por 50 billones de dólares, lo que equivale a un tercio de las 

ventas totales de biofarmacéuticos. Lo anterior debido a que la mayor parte del 

mercado biotecnológico corresponde a las proteínas recombinantes (Oliveira & 

Domingues, 2017). 

 

El éxito en la aplicación de las proteínas recombinantes depende de un 

procesamiento exitoso, donde la purificación, la validación de la calidad, 

cuantificación y almacenamiento son puntos relevantes del proceso de producción.  

Por lo tanto, el desarrollo de una estrategia adecuada y refinada de purificación es 

el primer paso para obtener proteínas homogéneas y bien plegadas. 

Posteriormente el uso de técnicas adecuadas para la caracterización estructural y 

la cuantificación vienen a sumar a la calidad de las proteínas producidas (Khan et 

al., 2016; Oliveira & Domingues, 2017). 

 

De acuerdo con lo anterior, la tecnología del ADN recombinante ha sido una 

herramienta importante en el mejoramiento de la vida de las personas. Aunque 
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actualmente aún hay algunos inconvenientes con el uso de dicha tecnología el 

reto es el mejoramiento constante para mejores aplicaciones futuras. 

 

2.5 Sistemas de expresión disponibles para la producción de rhα-LA y rhLF 

Desde hace más de 20 años se ha venido trabajando en diferentes 

sistemas de expresión para la producción de proteínas recombinantes de la leche 

materna. Por lo que en la actualidad se encuentran disponibles varios sistemas de 

expresión para la producción de las proteínas recombinantes humanas α-

lactoalbúmina y lactoferrina. 

 

  Para el caso de la lactoferrina se encuentran reportados varios sistemas, 

tanto procariotas como eucariotas. En una revisión bibliográfica publicada en el 

año 2014 se mencionan las bacterias Escherichia coli y Rhodococcus 

erythropolys; las levaduras Pichia pastoris y Sacharomyces cerevisiae; los hongos 

filamentosos Aspergillus oryzae, A. nidulans y A. awamori (Yemets et al., 2014). 

 

También se encuentran disponibles organismos superiores como sistemas 

de expresión, como plantas y algunos mamíferos. Para la LF se reportan las 

plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L. y N. bentamiana Domin), trigo (Triticum 

aestivum L.), papa (Solanum tuberosum L. e Ipomoea batatans), de tomate 

(Lycopersicon esculentum Mill.), ginseng (Panax ginseng C.A. Meyer y 

Acanthopanax senticosus), arroz (Oryza sativa L.), pera (Pyrus sp.), alfalfa 

(Medicago sativa L.), berro de Thale (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.), cebada 

(Hordeum vulgare L.). Los mamíferos también se han empleado como sistemas de 

expresión, donde destacan los bovinos (Bos sp. Bojan) y caprinos (Capra sp. L.) 

(Cooper et al., 2016; Yemets et al., 2014). Aunque estos últimos presentan 

algunas desventajas sobre los otros sistemas de expresión, ya que todavía existen 

preocupaciones bioéticas y políticas deficientes acerca del uso de organismos 

genéticamente modificados (OGM´s). Aunado a que existe un riesgo mayor de 

contaminación, los ciclos de vida de los mamíferos son más largos y los métodos 
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de purificación son más caros, lo que en general aumenta el costo de obtención de 

las proteínas recombinantes de interés. 

 

A pesar de que hay varios sistemas de expresión para dichas proteínas, 

solo algunos han sido aprobados para el mercado o introducidos en la práctica 

clínica. Por ejemplo, el fármaco Talactoferrina que se produce en Aspergillus niger 

se emplea para el tratamiento de tumores sólidos, y el antiapoptótico Lacromin 

(rhLF) que se produce en arroz es un suplemento para medios de cultivo celulares 

que incrementa la tasa de crecimiento (InVitria, Ventria Bioscience, E. U. A., 

http://www. invitria.com). 

 

Con base a lo anterior, los sistemas de expresión basados en 

microorganismos como las levaduras y hongos filamentosos, así como plantas 

superiores, se consideran sistemas de expresión eucariotas más eficientes. La 

eficiencia de estos sistemas se basa en altos niveles de expresión de la proteína 

de interés, procedimientos de extracción y purificación más sencillos y 

económicos, facilidad de manipulación, entre otros (Cooper et al., 2016; Yemets et 

al., 2014). 

 

2.6 Pichia pastoris como hospedero en el sistema de expresión 

P. pastoris es una levadura metilotrófica que se ha venido empleando 

frecuentemente en sistemas de expresión para la producción de más de 400 

proteínas para investigación básica y también con aplicación industrial (Bhataya et 

al., 2009). La Administración de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (FDA 

por sus siglas en inglés) ha aprobado biofarmacéuticos y enzimas industriales 

producidos en P. pastoris ya que el uso de este sistema es ampliamente 

reconocido como adecuado y seguro para el uso en humanos (Wang et al., 2016). 

 

En esta levadura se han hecho varias modificaciones genéticas, similares a 

las hechas en S. cerevisiae, pero P. pastoris presenta algunas ventajas respeto a 

esta. Tiene una fuerte preferencia por el metabolismo respiratorio por lo que 
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alcanza densidades celulares muy grandes sin la generación de etanol, puede 

escalarse con mayor facilidad de matraces a biorreactores, y aunque sea 

requerida una re-optimización de las condiciones de cultivo el proceso es 

altamente reproducible (Bhataya et al., 2009). 

 

Otras ventajas que presenta como sistema de expresión es su bajo costo 

comparado con sistemas de expresión bacterianos y sistemas eucariotas 

complejos, rápido crecimiento y manejo, carece de endotoxinas, realiza 

plegamiento adecuado de las proteínas así como modificaciones 

postraduccionales tales como puentes disulfuro y N-glicosilaciones (Bhataya et al., 

2009; Akbarzadeh et al., 2015; Armanmehr et al., 2016; Azoun et al., 2017). 

Aunque éstas últimas presentan algunas diferencias comparadas con los 

organismos eucariotas superiores se dice que la función de la proteína no se vería 

afectada  debido a que la conjugación sobre Asn de la proteína expresada es en 

promedio de 8-14 residuos de manosa (Zou et al., 2013). 

 

P. pastoris emplea dos de los promotores mejor regulados, el promotor 

derivado del gen de la alcohol oxidasa (AOX1) y el promotor del gen de la 

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAP), el primero es inducible por 

metanol y el segundo es un promotor constitutivo (Bhataya et al., 2009; Cooper et 

al., 2015; Armanmehr et al., 2016; Wang et al., 2016). El diseño de plásmidos se 

realiza bajo el mando de alguno de los dos promotores, para el caso de proteínas 

que se emplearán en alimentos es recomendable el uso del promotor constitutivo 

GAP que no requiere metanol para la inducción de la expresión. 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Existe la necesidad de contar con alimentos especializados para la nutrición 

infantil temprana con una mejor composición nutrimental, que representen una 

alternativa adecuada a la LM cuando las madres no puedan, tengan 

contraindicado o decidan no amamantar a sus bebés. Para lo cual, se propone 

desarrollar fórmulas que contengan a las proteínas α-LA y LF, pero éstas y 

algunas otras proteínas presentes en la LM que proveen beneficios a la salud no 

se encuentran comercialmente disponibles en grandes cantidades, lo que dificulta 

adicionarlas a las FI (Shamir, 2016).  En el mercado se encuentran disponibles las 

proteínas de origen bovino, pero debido a la tecnología implicada en el proceso de 

obtención a partir de suero, concentrados de suero, leche entera y algunos otros 

derivados los costos son muy elevados y las proteínas presentan una baja 

biodisponibilidad, así como contaminación con otras proteínas alergénicas como la 

β-LGB (Tomita et al., 2008). 

 

En la actualidad ya se cuenta con tecnología para poder obtener estas 

proteínas de forma recombinante, para lo cual existen varios sistemas de 

expresión para la producción tanto de rhα-LA como de rhLF (Rachmawati et al., 

2004; Han et al., 2007; Wang, 2008; Zhang et al., 2008; Cooper, 2015). Esta 

tecnología aún implica costos muy elevados para la producción de las proteínas 

y/o bajos rendimientos Por lo que se sigue trabajando en la obtención de 

tecnologías eficientes y de bajo coste. Para esto la tecnología de proteínas 

recombinantes usando microorganismos como sistemas de expresión y plantas 

con biorreactores juega un papel muy importante para obtener proteínas puras y 

seguras que puedan ser utilizadas con un fin terapéutico (Lönnerdal, 2010). 

 

La producción de glicoproteínas recombinantes es un reto, debido a las 

diferencias en las glicosilaciones que se pudieran presentar, por lo que la 

adecuada elección de un huésped y el control de las condiciones de cultivo son 

puntos críticos. El sistema de expresión empleado para la producción de las rHMP 
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fue la levadura P. pastoris ya que dicha levadura es ampliamente utilizada para la 

producción heteróloga de proteínas y glicoproteínas (Guerrero et al., 2004; 

Bhataya et al., 2009; Kumari  et al., 2014). 

 

La evidencia muestra que las condiciones a las cuales se producen las 

proteínas recombinantes a nivel laboratorio normalmente no son las mismas para 

la producción a una escala mayor (Bhataya et al., 2009). Por lo que resulta de 

importancia determinar las condiciones de cultivo que afectan la producción de las 

rHMP a nivel piloto. 
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IV. JUSTIFICACIÓN 

 

Debido a que en México un 75 % de los infantes menores a 6 meses son 

alimentados con algún tipo FI (ENSANUT, 2012) y aunado a los problemas que 

actualmente existen con el uso de fórmulas infantiles es importante proponer 

ingredientes funcionales que garanticen una mejora a las FI que actualmente se 

encuentran en el mercado. Lo cual tendrá un impacto positivo en la nutrición y 

desarrollo de los infantes, así como un menor riesgo de padecer ciertas 

enfermedades en la etapa adulta. Las opciones propuestas en este trabajo de 

investigación son la producción de dos proteínas que de acuerdo a la literatura 

tienen múltiples beneficios a la nutrición y salud de los infantes, la rhα-LA y la rhLF 

obtenidas por tecnología de ADN recombinante. 
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V. OBJETIVOS 

 

6.1. Objetivo general 

 

Producir heterólogamente las proteínas rhα-LA y rhLF y desarrollar un 

proceso de escalamiento para la producción de ambas proteínas a nivel piloto (2 

L). 

 

6.2. Objetivos específicos 

 

1. Clonar vectores de expresión que contengan los genes humanos de 

lactoferrina y lactoalbúmina en cepas de P. pastoris mediante electroporación. 

 

2. Producir heterólogamente las proteínas rhα-LA y rhLF en un sistema basado 

en la levadura Pichia pastoris a nivel laboratorio. 

 

3. Producir heterólogamente las proteínas rhα-LA y rhLF a nivel piloto en  

cultivos de 12 horas de fermentación. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1. Materiales 

7.1.1. Materiales biológicos 

El sistema de expresión se compuso por la levadura P. pastoris como 

hospedero eucariota, así como la bacteria E. coli Top 10 (Invitrogen, 

Carlsbad, CA) como hospedero procariota y por los plásmidos recombinantes 

pGZαLM (Tib Mol Biol GmbH, Eresburgstrasse, BE, DE). 

 

7.1.2. Materiales 

Los siguientes materiales fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, EUA): estándar de α-LA y de LF de bovino, medio de cultivo de levaduras a 

base de extracto de levadura, peptona y dextrosa (YPD). Las enzimas XhoI y XbaI 

utilizadas para la doble digestión del plásmido pGZaLM y el marcador de masa 

molecular para ácidos nucleicos Quick-Load™ 1 kb Extend se consiguieron con 

New England Biolabs (Ipswich, MA, EUA). Los geles TGX™ precast gels con 

gradiente de 4-20 %, la solución amortiguadora de carga de muestra de Laemmli 

2X, la solución amortiguadora de corrida Tris-glicina-SDS 10X, el QC Colloidal 

Coomassie Stain, agarosa (grado biología molecular), la solución amortiguadora 

Tris-ácido bórico-EDTA 10X y el marcador de masa molecular para proteínas 

Precision Plus™ Protein fueron comprados de Bio-Rad (Hercules, CA, EUA). 2-

mercaptoetanol, glicina, etanol absoluto y ácido acético glacial fueron adquiridos 

de Avantor Performance Materials (Parkway Center Valley, PA, EUA). El 

PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, la mezcla para la PCR de punto final 

Platinum™ SuperFi Master Mix, el sistema de cromatografía por afinidad 

Probond™ Purification Kit, el antibiótico Zeocina™ y el colorante de geles de 

ácidos nucleicos SYBR Gold™ fueron obtenidos de Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, MA, EUA). El sistema para la extracción del ADN plasmídico QIAGEN 

Plasmid Mini Kit se consiguió de Qiagen GmbH (Hilden, NW, DE).  
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7.2. Métodos 

7.2.1. Construcción del vector de expresión 

Los plásmidos recombinantes pGZaLM empleados como vectores de 

expresión se sintetizaron en un laboratorio comercial (Invitrogen) y fueron producto 

de la clonación del plásmido pGAPZαA (Invitrogen) y los genes con secuencias de 

nucleótidos optimizadas. Las secuencias de nucleótidos optimizadas que codifican 

a cada una de las proteínas de la LM recombinantes se sintetizaron in vitro 

utilizando como referencia las secuencias del ARNm de las proteínas de la LM que 

están publicadas en el GenBank. A continuación, se describen las referencias: 

LACTOFERRINA | Gen LTF, REFSEQ: AY165046.1. ALFA LACTOALBÚMINA | 

Gen LALBA, REFSEQ: NM_002289.2. 

 

El plásmido pGZaLM está compuesto de la secuencia de nucleótidos 

codificante optimizada que se menciona arriba fusionada “en marco” a una región 

promotora GAP (pGAP) del plásmido. La cual permite la expresión constitutiva y 

estable de las proteínas recombinantes en la levadura P. pastoris. La secuencia 

de nucleótidos codificante optimizada está flanqueada “en marco” por una región 

codificante del factor de secreción α, el cual permite secretar la proteína al medio 

de cultivo de la levadura. Además, el plásmido contiene una región que codifica un 

motivo de polihistidinas que permite la purificación específica de la proteína 

recombinante. Así mismo, este plásmido contiene una región de terminación de la 

transcripción (AOX1) que incrementa la estabilidad de la proteína recombinante. 

Por otro lado, el plásmido utilizado en el presente método contiene un gen de 

resistencia al antibiótico Zeocina™ con sus regiones reguladoras específicas para 

el huésped procariote y el huésped eucariote, este gen permite seleccionar sólo 

las células que han sido transformadas con el plásmido. Finalmente, el plásmido 

contiene una región de origen de replicación, la cual le permite ser reconocida y 

autoreplicarse en el huésped procariote. 
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7.2.2. Propagación y conservación de los plásmidos 

Con el objetivo de obtener plásmidos en cantidad y calidad apropiadas, así 

como para la conservación de los mismos, se realizó la transformación de E.coli 

OneShot™ Top 10 por el método químico de CaCl2/choque térmico. Esta 

transformación se fundamenta en la generación de células competentes con el 

CaCl2, ya que los iones de Ca+2 tienen la capacidad de unirse a la membrana 

plasmática, lo que facilita la unión del ADN plasmídico cargado negativamente.  

Posteriormente, el choque térmico permite la permeabilización de la membrana y 

el ADN unido a la membrana se puede internalizar (Sambrook, et al., 1989). 

 

Para cada transformación, se descongeló en hielo un vial de la cepa de E. 

coli ultracompetente One Shot™Top10. Después, a cada vial se le agregaron 2 μL 

de ADN plasmídico 5 µg/mL y se mezcló con cuidado. A continuación, los viales se 

incubaron en hielo por 30 min y pasando este tiempo, se metieron en un baño de 

agua a 42 ˚C/30 s sin agitar. Luego, se retiraron los viales del baño de agua e 

inmediatamente se colocaron en hielo por 2 min. Pasando los 2 min de incubación 

en hielo, se agregó a cada vial 250 μL de medio S.O.C (2 % p/v de triptona, 0.5 % 

p/v de extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM 

MgSO4, 20 mM glucosa) acondicionado previamente a 25 °C. Posteriormente se 

taparon los viales para así agitarlos verticalmente a 150 rpm/1 h en una 

incubadora con agitación a 37 ˚C. Luego de la incubación, para verificar la correcta 

transformación se realizó un cultivo selectivo, en el cual se agregaron y 

extendendieron 200 μL del medio de cultivo de las células de E. coli transformadas 

sobre las placas con agar LB bajo en sales con 50 μg/mL de Zeocina™ y se 

incubaron a 37 ˚C por 24 horas. 

 

La purificación de los plásmidos se realizó por el método de lisis alcalina 

empleando kits comerciales QIAGEN® Plasmid Mini y Maxi Kit. Para verificar la 

correcta transformación de E. coli se emplearon dos métodos: 1) una doble 

digestión con las enzimas de restricción XhoI y XbaI y 2) PCR de punto final. 
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La cuantificación de cada uno de los plásmidos recombinantes se realizó 

utilizando un espectrofotómetro NanoDrop™2000 (ThermoFisher Scientific), el 

cual proporciona la concentración de DNA plasmídico por μL de solución de 

resuspensión. 

 

7.2.3. Transformación de P. pastoris 

La transformación de P. pastoris se realizó con el objetivo de obtener cepas 

capaces de producir las proteínas recombinantes de interés. Para lo cual se 

empleó el método físico de electroporación por pulsos de decaimiento 

exponencial, por medio del cual se pueden alcanzar altas eficiencias de 

transformación (en promedio 104 transformantes/μg de ADN plasmídico). En este 

método las células son expuestas a un campo eléctrico de alto voltaje, lo que 

genera un re-arreglo temporal de la membrana celular. De esta forma las células 

son permeables para tomar solutos del medio ambiente que las rodea, como ADN 

plasmídico y otras moléculas más pequeñas (Ausubel et al., 2002). 

 

7.2.3.1. Pruebas de viabilidad y concentración del antibiótico 

Se llevaron a cabo pruebas para verificar que la cepa nativa de P. pastoris 

se encontrara viable y que no desarrollara en medio selectivo con Zeocina™.   

Dichas pruebas se realizaron en placas con medio YPD (2 % p/v glucosa, 2 % p/v 

peptona, 1% p/v extracto de levadura) por la técnica de extensión en superficie, 

sin Zeocina™ para el caso de la viabilidad, y con distintas concentraciones de 

Zeocina™ para determinar la concentración a la cual P. pastoris nativa no 

desarrolla. 

 

7.2.3.2. Digestión de los plásmidos 

El primer paso fue la digestión del ADN plasmídico, donde se tomaron 10 

μg de cada plásmido y se digirieron con la enzima Bsp HI, que corta una vez en la 

región del promotor GAP (356pb) para linearizar el vector, siguiendo el protocolo 

de digestión descrito por el fabricante. La completa digestión de cada plásmido se 

verificó por electroforesis en gel de agarosa al 1% p/v teñido con SYBR Gold™.  
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Debido a que los plásmidos digeridos deben estar libres de sales para poder 

realizar la electroporación, estos se limpiaron por medio de una precipitación del 

ADN plasmídico con 0.7 volúmenes de isopropanol y un lavado con etanol al 70 

%, la resuspención se hizo en 10 μL de agua desionizada estéril y se mantuvieron 

a 4 °C hasta la electroporación. 

 

7.2.3.3. Preparación de las células competentes 

Para la preparación de las células, primeramente, se hizo la activación de la 

levadura P. pastoris en 5 mL de medio YPD en tubo cónico de 50 mL e incubando 

a 30 °C/150 rpm toda la noche.  Posteriormente se inocularon 500 mL de medio 

fresco YPD en un matraz de 2 L con 100 μL del cultivo ya activado de P. pastoris y 

se incubó toda la noche a 30 °C/150 rpm. Pasado el tiempo de incubación se 

centrifugaron las células a 1500 rpm/5 min a 4 °C. Con la finalidad de lavar las 

células se resuspendió el pellet en 500 mL de agua estéril fría (0 °C), se centrifugó 

nuevamente y se resuspendió en 250 mL de agua estéril fría.  Hechos los lavados 

se volvieron a centrifugar las células y se resuspendieron en 20 mL de sorbitol 1 M 

frío (0 °C). Se centrifugan las células y el pellet se resuspendió en 5 mL de sorbitol 

1 M, las células resultantes eran electrocompetentes por lo que se mantuvieron en 

hielo y se utilizaron el mismo día. 

 

7.2.3.4. Electroporación 

Con las células y los plásmidos preparados se procede a realizar la 

electroporación, para lo cual en celdas de electroporación de 0.2 cm previamente 

enfriadas en hielo (0 °C) se mezclaron 80 μL de las células de P. pastoris 

electrocompetentes con 5 μg de ADN plasmídico linearizado correspondiente a 

cada proteína. Las celdas con la mezcla se incubaron 5 minutos en hielo y 

posteriormente se colocaron en el electroporador (Gene Pulser Xcell, Bio-Rad) 

para pulsar con los parámetros de la levadura Saccharomyces cerevisiae 

sugeridos por el fabricante del electroporador (25 μF de capacitancia, 200 Ohm de 

resistencia y 2.0 kV de voltaje). Inmediatamente después de electroporar se 

adicionó 1 mL de sorbitol 1 M frío a las celdas y se transfirió el contenido a tubos 
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estériles de 1.5 mL. Se incubaron a 30 °C/ 1 h sin agitación para permitir la 

recuperación de las células. Pasado el tiempo de incubación se extendieron 10, 

25, 100 y 200 μL en placas de medio YPD con sorbitol al 1 M y conteniendo 300 

μg/mL de Zeocina™. Las placas se incubaron a 30 °C/72 h. La electroporación 

para cada plásmido se hizo por duplicado. Pasado el tiempo de incubación se 

eligieron colonias aisladas y de mayor tamaño para realizar la genotipificación. 

Se utilizó la ecuación 1 y 2 para calcular la eficiencia de transformación: 

 

UFC transformadas =
(conteo en placa)×(factor de dilución)×(volumen electroporado)

volumen de inóculo en placa
  (1) 

Eficiencia de transformación =
UFC transformadas 

μg de ADN
       (2) 

 

7.2.4. Genotipificación 

Para asegurar que las cepas de interés de la levadura P. pastoris 

incorporaron los genes recombinantes hLTF y hLALBA en su genoma, se realizó 

la amplificación de la región que abarca el promotor GAP y la región AOX del 

plásmido pGZaLM mediante PCR de punto final. 

 

El ADN genómico se extrajo mediante el Kit PureLink® Genomic DNA. Para 

dicha extracción se utilizaron cultivos de 3 mL con 16 h de incubación a 30 °C y 

150 rpm. Para la preparación del lisado se tomaron 1.5 mL del cultivo y se 

cosecharon las células a 6000 rpm/10 min. El pellet se resuspendió en 500 µL de 

buffer de CTAB (100 mM Tris-HCl, 20mM EDTA, 2 % p/v CTAB, 1.4 M NaCl, 

pH=8.0) y se adicionaron 180 µL del buffer de digestión PureLink® Genomic más 

20 µL de proteinasa K, la digestión se incubó a 55 °C por 2.5 h. Pasado el tiempo 

de incubación se adicionaron 20 µL de RNAasa y se incubó a temperatura 

ambiente por 2 min para posteriormente adicionar 200 µL del buffer de lisis 

PureLink® Genomic, se centrifugó a 14000 rpm/5 min y se recuperó el 

sobrenadante. Al sobrenadante se adicionaron 200 µL de etanol al 96 % v/v y se 

homogeneizó en vortex. Terminada la lisis celular se procedió a hacer la unión del 
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ADN siguiendo el protocolo descrito por el fabricante (PureLink® Genomic DNA 

Kits User guide, ThermoFisher Scientific). 

Luego, el ADN genómico de las cepas transgénicas de P. pastoris se utilizó 

como templado para la amplificación por PCR de punto final de la región 

mencionada anteriormente utilizando oligonucleótidos GAP-sentido y AOX-

antisentido. Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en una mezcla con un 

volumen final de 5 μL que contenía 2.5 μL del Platinum™ SuperFi Master Mix 2x, 

1 μL de ADN genómico diluido 1:2 en agua grado PCR y concentraciones 

equimolares (0.5 μM) de los oligonucleótidos. Las condiciones empleadas fueron 

temperatura de desnaturalización inicial de 98 °C por 10 s, temperatura de 

desnaturalización en cada ciclo fue 98 °C durante 1 s, temperatura de 

alineamiento 56 °C durante 5 s, temperatura de extensión 72 °C (15 s para α-LA y 

45 s para LF), la temperatura de extensión final de 72 °C durante 1 min. El 

proceso se realizó por 30 ciclos. Los productos de PCR se analizaron en un gel de 

agarosa al 1 % p/v teñido con SYBR Gold™. 

 

7.2.5. Producción de las proteínas recombinantes a nivel laboratorio 

Primeramente, se hizo la producción en matraz, con la finalidad de evaluar 

la producción de las rHMP por las cepas transgénicas seleccionadas de P. 

pastoris.  Dicha producción se realizó primeramente en un volumen de 50 mL de 

medio YPD y posteriormente en 100 mL utilizando matraces Erlen Meyer de 250 

mL y 500 mL respectivamente para permitir una buena aireación y con 100 µL de 

las células en conserva a -70 °C (en medio YPD con 300 μg/mL de Zeocina™ y 15 

% p/v de glicerol) de cada cepa como inóculo. Los matraces se incubaron a 30 °C 

por 48 h y con agitación de 150 rpm. Posteriormente se procedió a realizar el 

análisis de las proteínas producidas en matraz por SDS-PAGE y la determinación 

de PT en el medio de cultivo. 

 

7.2.6. Preparación de los pre-inóculos para el escalamiento en biorreactor 

El primer paso para el escalamiento en biorreactor es la preparación de los 

pre-inóculos de las cepas transgénicas de P. pastoris. Para ello se tomaron 100 µL 
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de las conservas a -70 °C de cada cepa para inocular medio YPD en matraces 

Erlen Meyer y a concentración de 300 µg/mL de Zeocina™. El volumen de inóculo 

representó del 5-10 % del volumen total en el reactor y 1/5 del volumen en el 

matraz Erlen Meyer, lo último para permitir una buena aireación del medio de 

cultivo. Los matraces se incubaron a 30 °C por 24 h y 150 rpm. Estos medios de 

cultivo se utilizaron para los ensayos de transferencia a nivel piloto. 

 

7.2.7. Producción de las proteínas recombinantes a nivel piloto 

Una condición necesaria para la producción adecuada de las proteínas 

recombinantes de interés es la expresión eficiente de los genes recombinantes 

hLTF y hLALBA en las cepas transgénicas de P. pastoris. Se ha descrito en la 

literatura que las condiciones adecuadas para el crecimiento de las cepas 

transgénicas son diferentes a las condiciones que se requieren para inducir la 

producción de las proteínas recombinantes (Sanders, 1990; Palomares et al., 

2004). Por esta razón, para la transferencia del cultivo de las cepas transgénicas 

de interés de P. pastoris se llevó a cabo un escalamiento ascendente. En este 

escalamiento, se trató de reproducir las condiciones en matraz y se evaluaron los 

cambios más apropiados para el cambio de escala, principalmente el suministro 

de aire para incrementar el oxígeno disuelto en el medio de cultivo. 

 

Para la producción a nivel piloto se hicieron cultivos en lote donde se utilizó 

un biorreactor de capacidad de 4 L (Applikon biotechnology 4L) para producir la 

rhLF, y un biorreactor de capacidad de 5 L (BIOSTAT® Aplus, Sartorius stedim 

biotech) para producir la rhα-LA. Primeramente, se corrieron las pruebas para rhLF 

y posteriormente las de rhα-LA. En la primera corrida, el volumen de trabajo fue de 

1 L de medio YPD, y en las 3 corridas siguientes se trabajó a un volumen de 2 L 

para tener mejor control de la temperatura. En caso necesario se adicionó 

polietilénglicol (PEG) a concentración final de 0.9 % p/v en el medio de cultivo 

como antiespumante (Holmes et al., 2006). 
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La polarización del electrodo de oxígeno se realizó por 12 h a 700 rpm y 

con el flujo máximo de aire (>10 L/min). Terminada la polarización se realizó la 

calibración al 100 % de saturación de oxígeno y se inoculó el reactor con el 5 % y 

el 10 % del volumen de inóculo para la lactoferrina y la lactoalbúmina 

respectivamente. Las condiciones de cultivo se realizaron sin control de pH, flujo 

de aire superior a 10 L/min para mantener un mínimo de 20 % de saturación de 

oxígeno en el medio de cultivo agitación y temperatura constantes de 200 rpm y 

30 °C respectivamente. La fermentación bajo estas condiciones se llevó a cabo 

por 12 h. Estas condiciones se obtuvieron de un protocolo general disponible en la 

literatura para el cultivo de P. pastoris (Pichia Fermentation Process Guidelines, 

Invitrogen) y no se realizó ninguna actividad de optimización. 

Terminada la fermentación se procedió a realizar la purificación y el análisis 

de las proteínas producidas a nivel piloto por SDS-PAGE, así como las 

determinaciones de peso seco y determinación de PT al final de la fermentación. 

 

7.2.8. Determinación de proteína total soluble (PT) en el medio de cultivo 

La proteína soluble presente en el sobrenadante del medio de cultivo se 

cuantificó mediante el método de Lowry (Olson y Markwell, 2007). Se preparó una 

solución estándar de proteínas con seroalbúmina bovina a una concentración de 

20 mg/L. A los estándares y las muestras se determinó la absorbancia con un 

espectrofotómetro a 595 nm (iMark, Bio Rad). El reactivo de Biuret se preparó 

disolviendo 3.8 g de CuSO4.5H2O y 6.7 g NaEDTA en 700 ml de H2O. Mientras se 

agitaba se añadieron 200 ml de NaOH 5N y luego 1g de KI como estabilizante y se 

guardó en un frasco de vidrio ámbar. 

 

Entre los métodos para la cuantificación de proteínas totales destaca el 

método de Lowry por las reacciones coloreadas específicas de las proteínas. En el 

método se cuantifica la formación de un complejo estable, producto de la reacción 

entre los enlaces peptídicos de las proteínas (grupos NH) y el ion Cu+2 en un 

medio fuertemente alcalino (pH >12) dando lugar a un color violeta cuya 

intensidad depende de la concentración de proteínas en la muestra Fig.3.  
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Figura 3. Reacción del ion Cu+2 con los enlaces peptídicos de las proteínas. 

 

7.2.9 Purificación de las proteínas recombinantes 

La purificación de las proteínas recombinantes se efectuó mediante 

cromatografía de afinidad a metal (níquel) inmovilizado (IMAC), tomando en 

cuenta que las rHMP contienen un TAG de polihistidinas que permite la 

purificación específica por dicho método. La purificación de las proteínas 

recombinantes por afinidad se llevó a cabo en condiciones desnaturalizantes 

utilizando el kit ProBond® Purification System. 

 

7.2.9.1. Concentración del medio de cultivo 

Se partió centrifugando el medio de cultivo a 10000 rpm/10 min para 

eliminar las células y emplear el sobrenadante para hacer la purificación.  

Posteriormente se hizo una concentración del sobrenadante vaciándolo en las 

unidades de concentración Amicon® Ultra de 10,000 NMWL (tamaño molecular 

nominal límite por sus siglas en inglés) y se centrifugó a 5000 rpm/15 min, para 

obtener sobrenadante concentrado de las proteínas de interés. 

 

7.2.9.2. Cromatografía de afinidad 

Las columnas de cromatografía de afinidad se prepararon de acuerdo a las 

indicaciones del fabricante (ThermoFisher Scientific). El primer paso de la 

purificación es la unión, para lo cual se adicionó el sobrenadante concentrado a la 

columna, se dejó 30 min a temperatura ambiente, agitando por inversión 
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esporádicamente para mantener resuspendida la resina. Pasado el tiempo se 

centrifugaron las columnas a 800 rpm/1 min y se aspiró el sobrenadante 

cuidadosamente. Posteriormente se realizaron lavados con 4 mL de los buffers de 

unión, de lavado a pH=6.0 y de lavado a pH=5.3, centrifugando a 800 rpm/1 min y 

descartando el sobrenadante en cada paso. 

 

La elución se realizó con 5 mL del buffer de elución. Después se hizo la 

diálisis y concentración de las proteínas. Para lo cual se colocaron los 5 mL 

eluidos en unidades Amicon® Ultra de 10,000 NMWL y se lavó 3 veces en una 

proporción 1:1 (v/v) con un amortiguador 10 mM de Tris, 0.1 % p/v de Tritón a 

pH=8 y centrifugando a 5000 rpm/10 min para eliminar la urea. 

 

Finalmente se realizó la lectura de la absorbancia a 280 nm de la fracción 

pura de proteínas recombinantes en un espectrofotómetro UV/Vis (Genesys 10S 

UV-VIS, Thermo Scientific). La cuantificación se realizó dividiendo la lectura de la 

absorbancia a 280 nm entre el coeficiente de extinción calculado para cada una de 

las proteínas. El coeficiente de extinción se calculó por medio del portal ExPasy 

ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) y utilizando las secuencias 

aminoacídicas de la lactorerrina (P02788 TRFL_HUMAN) y lactoalbúmina (P00709 

LALBA_HUMAN) reportadas en la base de datos UniProt 

(https://www.uniprot.org/). 

 

7.2.10. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) 

Tanto el medio de cultivo crudo de las levaduras transgénicas como las 

fracciones purificadas mediante cromatografía por afinidad fueron analizados 

mediante SDS- PAGE para determinar la expresión y la secreción de las rHMP. 

 

Las muestras del medio de cultivo crudo y de las fracciones puras de las 

rHMP se mezclaron en una proporción 1:1 (v/v) con una solución amortiguadora 

de carga de muestra compuesta de Tris-HCl 65.8 mM pH 6.8, SDS 2.1 % (p/v), 

glicerol 26.3 % (v/v), azul de bromofenol 0.01 % (p/v) y 2-mercaptoetanol 355 mM. 

https://web.expasy.org/protparam/
https://www.uniprot.org/
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Las soluciones de trabajo se calentaron a 90 °C/10 min y se cargaron en un gel de 

poliacrilamida con un gradiente de 4 % a 20 %. En los geles se inyectaron también 

el marcador de masa molecular Precision Plus Protein y los estándares de la LF y 

de la a-LA de bovino como referencias para identificar las rHMP en función de su 

movilidad relativa. La electroforesis se realizó en una cámara Mini PROTEAN 

Tetra Cell (Bio-Rad) utilizando una solución amortiguadora de corrida compuesta 

de Tris base 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0.1 % (p/v), pH 8.3. Las condiciones 

de corrida fueron: 70 V durante 15 min y luego, 110 V durante 70 min. A 

continuación, los geles fueron teñidos con el QC Colloidal Coomassie Stain (Bio-

Rad). Finalmente, los geles fueron fotodocumentados con el GelDoc EZ (Bio-Rad) 

y las imágenes se analizaron con el software ImageLab 5.2.1 (Bio-Rad). 

 

7.2.11. Determinación de la biomasa a nivel piloto 

Se centrifugaron 90 mL del medio de cultivo obtenido del biorreactor de 

cada una de las cepas seleccionadas a 6000 rpm/10 min para obtener una pastilla 

celular. Se realizaron 3 lavados con agua estéril a la pastilla para retirar el exceso 

de medio de cultivo. La pastilla se secó a 80 °C /48 h en una estufa de secado por 

convección de aire (Froilabo, Air Performance Dynamica AP60). Pasado el tiempo 

de secado se pesó la pastilla seca. La biomasa se calculó dividiendo el peso de la 

pastilla seca entre el volumen total de medio de cultivo centrifugado (90 mL). El 

procedimiento se realizó por triplicado para cada cepa. 

 

7.2.12. Manejo de desechos 

A los residuos generados del cultivo de las cepas transgénicas de P. 

pastoris se les dió un tratamiento por medio de esterilización en autoclave, ya que 

de esta forma se garantiza la muerte de todos los microorganismos. Para dicha 

esterilización los desechos generados a partir de las pruebas experimentales 

deberán se colocaron en frascos de cristal o matraces Erlenmeyer tapados y del 

volumen necesario para su posterior colocación en el autoclave y bajo las 

condiciones requeridas (15 min a 121 °C, 15 lb de presión).  Los residuos estériles 
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ya fríos se vertieron en bolsas RPBI rojas para su posterior disposición de acuerdo 

a la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Protección ambiental - 

Salud ambiental - Residuos peligrosos biológico-infecciosos - Clasificación y 

especificaciones de manejo. 
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

8.1. Propagación y conservación de los plásmidos recombinantes pGZaLM 

En la Tabla 3 y en la Fig. 4 se muestran los resultados de la transformación 

de la cepa de E.coli Top10 con los plásmidos pGZaLM α-LA y pGZaLM LF (Fig.1 

panel 1 y panel 2 respectivamente). Donde el control negativo fueron cepas de 

E.coli ultracompetente OneShot™Top10 sin plásmido (Fig. 1 panel 3), el control 

positivo fue el plásmido pPUC19 (Fig.1 panel 4), para la viabilidad se estriaron  

células de E.coli ultracompetente OneShot™Top10 placa sin Zeocina™ (Fig. 1 

panel 5) y la funcionalidad del antibiótico Zeocina™ se verificó estriando una placa 

con cepas de Salmonella Thompson ATCC 8391 y Staphylococcus aureus ATCC 

89213 no resistentes a Zeocina™ (Fig. 1 panel 6). 

 

Tabla 3. Conteo de las muestras transformantes de E. coli TOP10 y sus controles 

en placa de medio selectivo con Zeocina™. 

 

Muestra  UFC/placa 

Transformantes  
α-LA 

>25 

Transformantes 
LF 

>25 

Control 
negativo 

0 

Control positivo 6-15 
Control de 
viabilidad 

>25 

Control de 
funcionalidad 
Zeocina™ 

0 
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Figura 4. Crecimiento de las transformantes de E. coli TOP10 y sus controles en 
placas de medio selectivo con Zeocina™ después de 24 horas de incubación. 

 

De acuerdo a la Tabla 3 se observa que hubo crecimiento en las placas en 

medio selectivo con Zeocina™, por lo que en primera instancia se dice que el 

proceso de transformación de E. coli sí se llevó a cabo con los plásmidos 

recombinantes pGZaLM LF (Fig. 1 panel 1) y pGZaLM α-LA (Fig. 1 panel 2). Como 

control negativo se utilizaron las cepas de E. coli ultracompetente 

OneShot™Top10 sin agregar el plásmido recombinante correspondiente al 

proceso de transformación, por lo tanto se esperaba que no hubiera crecimiento 

ya que las cepas de E. coli no contarían con el plásmido pGZaLM que confiere la 

característica de resistencia al antibiótico Zeocina™ (Fig.1 panel 3). Como control 

positivo de la transformación se empleó el plásmido pPUC19 contenido en el kit de 

E. coli OneShot™Top10 el cual también mostró transformación en E. coli (Fig.1 

panel 4). La viabilidad de las cepas ultracompetentes fue verificada en placa sin 

Zeocina™, al haber crecimiento no selectivo se comprueba que las células 

ultracompetentes siguen viables (Fig.1 panel 5). Para verificar la funcionalidad del 

antibiótico se estrió una placa con cepas de Salmonella Thompson ATCC 8391 y 
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Staphylococcus aureus ATCC 89213 no resistentes a Zeocina™, por lo que el 

resultado fue el esperado al no tener crecimiento en placa (Fig. 1 panel 6). 

 

Al igual que lo mencionan varios autores (Islam et al., 2007; Zou et al., 

2012; Wang et al., 2017) la bacteria E. coli resultó ser un buen hospedero 

procariota para la propagación de plásmidos por contar con las características 

principales de ser deficiente en endonucleasa A, presentar recombinación 

deficiente y síntesis constitutiva de desoxirribosa. Las modificaciones hechas al 

método del CaCl2/choque térmico descrito por Ausubel (2002) incluyeron, 

disminuir el tiempo del choque térmico de 2 minutos a 30 segundos, en segundo 

lugar, se agregó una incubación en hielo posterior al choque térmico por 2 

minutos, lo que disminuye el tiempo de exposición celular a alta temperatura (42 

°C). La etapa de choque térmico es una etapa crucial en el proceso de 

transformación, por lo que definir la temperatura y el tiempo de incubación es de 

vital importancia, y esto a su vez deberá definirse dadas las condiciones 

particulares de experimentación (Im, 2011). Incluso, en optimizaciones hechas al 

método para transformar E. coli han mostrado que menores tiempos de incubación 

en la etapa de choque térmico arrojan mejores eficiencias de transformación 

(Nakata et al., 2008). Finalmente, la etapa de recuperación celular se hizo con 

medio S. O. C a 150 rpm, en lugar de usar solo medio LB, esto debido a que el 

primero funciona como osmoprotector al contener iones divalentes, del mismo 

modo, se encuentra reportado que la agitación ayuda a incrementar la eficiencia 

de transformación (Im, 2011). Como mencionan algunos autores, dichas 

modificaciones permiten una mejor recuperación celular y una correcta expresión 

del gen marcador de resistencia a antibióticos después del proceso de choque 

térmico y con ello una mayor probabilidad de éxito en la recuperación de 

transformantes en medio selectivo (Chang et al., 2017; Im, 2011). 
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8.2. Cuantificación de los plásmidos purificados 

A continuación, en la Fig 5 (panel 1-3) se muestran las curvas de la 

cuantificación de la extracción/purificación de los plásmidos pGZaLM LF y 

pGZaLM α-LA a escala miniprep y maxiprep: 

 

 

 

 

1 

2 
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Figura 5. Curvas de cuantificación de los plásmidos recombinantes pGZaLM LF y 
pGZaLM α-LA obtenidos del Miniprep (1 y 2) y Maxiprep (3 y 4). 

 

De acuerdo con las gráficas del miniprep se tienen concentraciones de 57.4 

ng/μL para el plásmido pGZaLM LF (Fig. 2 panel 1) y de 36.7 ng/μL para el 

plásmido pGZaLM α-LA (Fig. 2 panel 2). Para las purificaciones por maxiprep se 

tienen concentraciones de 2,062.9 ng/μL para pGZaLM LF (Fig. 2 panel 3) y 

1,856.6 ng/μL para pGZaLM LF (Fig. 2 panel 3).  

La extracción/purificación de los plásmidos llevada a cabo por el método de 

lisis alcalina permitió obtener concentraciones de 57.4 ng/μL para el plásmido que 

contiene la secuencia de nucleótidos optimizada hLTF y 36.7 ng/μL para el 

plásmido que contiene la secuencia de nucleótidos optimizada  hLALBA a escala 

de miniprep y concentraciones de 2.062 μg/μL y 1.856 μg/μL respectivamente 

para el maxiprep. Dichas concentraciones son suficientes, ya que la extracción 

hecha a escala miniprep sirve para verificar la correcta transformación, por lo que 

se requieren concentraciones de 1 pg a 1 ng. Para la extracción a escala de 

maxiprep, esta tiene como objetivo proveer de plásmidos para la transformación 

de P. pastoris por electroporación, donde se requieren concentraciones de 1 μg/μl. 

Para el maxiprep se corrobora que hay puntos clave en el método que son 

necesarios llevar a cabo para obtener rendimientos máximos, como es el hecho de 

contar con soluciones buffer de reciente preparación y hacer la elución con 

amortiguador TE a una temperatura de 65 °C en lugar de usarlo a temperatura 

3 
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ambiente, dichos puntos ya son mencionados por algunos autores (Ausubel, 2002; 

Sambrook, 2001). 

 

Para el maxiprep se reafirma que es necesario optimizar el método de 

extracción, ya que hay puntos clave para obtener rendimientos máximos. Como es 

el hecho de contar con soluciones buffer de reciente preparación para la 

extracción/purificación de ADN plasmídico por el método de lisis alcalina, y hacer 

la elución con amortiguador TE a una temperatura de 65 °C en lugar de usarlo a 

temperatura ambiente, dichos puntos ya son mencionados por algunos autores 

(Sambrook, 2001; Ausubel, 2002). 

 

8.3. Genotipificación de los plásmidos purificados 

La genotipificación de los plásmidos por PCR y la digestión con las enzimas 

de restricción XhoI y XbaI fueron analizados por medio de una electroforesis en 

gel de agarosa al 1 % p/v. 

 

Figura 6. Análisis electroforético de los productos de PCR del Miniprep en gel de 
agarosa al 1 % p/v. Carriles: MPM: marcador de peso molecular, hLALBA: gen 

hLALBA, hLTF: gen hLTF, C+A: control+ hLALBA, C+L: control+ hLTF, C-: control 
negativo. 
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Figura 7. Análisis electroforético de los productos de la digestión doble con las 
enzimas de restricción XhoI y XbaI en gel de agarosa al 1 % p/v. MPM: marcador 

de peso molecular, pα-LA: plásmido purificado pGZaLM α-LA, pLF: plásmido 
purificado pGZaLM LF, C+A: control+ para pGZaLM α-LA, C+L: control+ para 

pGZaLM LF, C-: control negativo. 

 

 

Figura 8. Análisis electroforético de los productos de PCR del Maxiprep en gel de 
agarosa al 1 % p/v. MPM: marcador de peso molecular, hLALBA: gen hLALBA, 

hLTF: gen hLTF, C+A: control+ hLALBA, C+L: control+ hLTF, C-: control negativo. 

 

Los geles de electroforesis donde se analizaron los productos de la 

digestión con las enzimas de restricción XhoI y XbaI así como los productos de 
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PCR (Fig. 6) muestran fragmentos correspondientes a los genes que codifican 

para las proteínas rhα-LA (800 pb) y rhLTF (2,500 pb) respectivamente, los cuales 

se corresponden con sus respectivos controles positivos. En la Fig. 7 se muestra 

el gel correspondiente a la digestión con las enzimas de restricción, donde se 

comparan las muestras con sus respectivos controles positivos y con el marcador 

de peso molecular. Se ven bandas a los 3100 pb, que corresponden al plásmido 

PGAPZαA y bandas a los 2,081 pb y 377 pb para los fragmentos hLTF y hLALBA 

que codifican a las proteínas hLF y hα-LA respectivamente. Las endonucleasas de 

restricción generan productos más pequeños porque cortan casi exactamente en 

los límites de las secuencias de nucleótidos optimizadas hLTF y hLALBA mientras 

que los oligonucleótidos abarcan secuencias propias del promotor GAP y del 

factor de secreción α, así como las secuencias codificantes del c-myc y de la cola 

de polihistidinas. Como controles positivos se emplearon los plásmidos 

recombiantes pGZaLM originales mandados a sintetizar. 

De acuerdo con lo anterior se confirma por dos métodos la correcta 

transformación de las células de E. coli para ambos plásmidos recombinantes.  En 

la Fig. 8 se genotipificaron los plásmidos extraídos por maxiprep, donde también 

se corrobora que son los plásmidos de interés al compararlos con su respectivo 

control positivo. 

 

8.4 Transformación de P. pastoris 

8.4.1. Pruebas de viabilidad y concentración del antibiótico 

En la tabla 4 se muestran las distintas concentraciones de Zeocina™ a las 

cuales se probó la cepa nativa en placa, notándose que la cepa está viable y la 

concentración de 150 μg/mL de Zeocina™ no es suficiente para inhibir el 

desarrollo de P. pastoris nativa. En la Fig. 9 se presentan las placas de medio 

YPD a concentraciones de 150-700 μg/mL de Zeocina™ y tubos con medio YPD 

líquido a 150 μg/mL. Donde se observa que en el medio líquido es suficiente la 

concentración de 150 μg/mL (panel F) pero en las placas a concentración de 150 

μg/mL (panel B) se logra identificar desarrollo de la cepa nativa, sobre todo en las 

orillas de la placa, y en las placas con concentraciones de 300-700 μg/mL 
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(paneles C-E) ya no se observa desarrollo, por lo cual, es la concentración a la 

cual se siguió trabajando para el proceso de transformación y de activación de 

cepas. Ya que, aunque el fabricante del kit del sistema de expresión reporta que la 

concentración del antibiótico Zeocina™ debe estar entre 100 y 150 μg/mL en la 

práctica se encuentra que estas concentraciones no son suficientes para inhibir el 

desarrollo de P. pastoris nativa. 

 

En la literatura se encontró reportado que para la producción de otras 

proteínas recombinantes como la proteína humana C reactiva donde se emplea P. 

pastoris como sistema de expresión se llegan a utilizar concentraciones desde 200 

hasta 500 μg/mL de Zeocina™, para poder realizar la selección de transformantes 

en placa (Li et al., 2017). Incluso, para la expresión y producción de lactoferrina 

bovina recombinante en P. pastoris se utilizaron 175 mg/mL (Iglesias-Figueroa et 

al. 2016). Lo anterior debido a que la Zeocina™ es un antibiótico que se degrada 

rápidamente en condiciones de luz o incremento de la temperatura. 

 

Tabla 4. Ensayos de viabilidad y concentración del antibiótico Zeocina™ para la 

cepa nativa de P. pastoris. 

 

Concentración 

de Zeocina™ 

(μg/mL) 

Desarrollo 

+/- 

Sin Zeocina™ + 

150 + 

300 - 

500 - 

700 - 

+ positvo, - negativo 
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Figura 9. Pruebas de viabilidad y concentración Zeocina™ en placa y tubos con 
medio YPD. A: sin Zeocina™, B:150 μg/mL, C:300 μg/mL, D:500 μg/mL, E: 700 

μg/mL, F: 150 μg/mL. 

 

8.4.2. Digestión de los plásmidos 

Previo al proceso de electroporación es necesario linealizar cada uno de los 

plásmidos, para lo cual se empleó la enzima de restricción BspHI que corta en una 

región cercana al promotor GAP.  En la Fig. 10 se muestra el gel resultado de la 

verificación de la digestión. El primer carril corresponde al marcador de peso 

molecular, los carriles 2 y 3 corresponden a los plásmidos de LF diferido y sin 

digerir respectivamente. Los carriles 4 y 5 corresponden a los plásmidos de α-LA 

digerido y sin digerir respectivamente. Para los plásmidos no digeridos se pueden 

observar bandas que corresponden a los distintos grados de enrollamiento del 

ADN lo que ayuda a diferenciarlos de los plásmidos ya digeridos, los cuales 

presentan una sola banda en el análisis electroforético. En el carril 6 se muestra el 

control negativo para la digestión, el cual contenía agua estéril en lugar de 

plásmido. 
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Figura 10. Análisis electroforético de los productos de la digestión con la enzima 
BspHI en gel de agarosa al 1 % p/v. MPM: marcador de peso molecular, pLFD: 
plásmido pGZaLM LF digerido, pα-LAD: plásmido pGZaLM α-LA digerido, C- 

control negativo. 

 

8.4.3. Electroporación  

En las Tablas 5 y 6 se muestran los resultados de los conteos en placa de 

las presuntivas transformantes con las secuencias de nucleótidos optimizadas 

hLTF y hLALBA, en los distintos volúmenes de inóculo y por duplicado. Así como 

el control negativo, donde se electroporó empleando agua estéril en lugar de 

plásmido y un volumen de 25 μL por placa. 

 

En las Fig. 11 y 12 se muestran las placas de medio YPD con Zeocina™ 

con las colonias presuntivas transformantes para hLALBA y hLTF 

respectivamente. En dichas placas las colonias presentan una morfología típica de 

P. pastoris (colonias cremosas y redondeadas), notando que las colonias en las 

orillas de las cajas son más pequeñas que las colonias del centro de la placa. Las 

primeras colonias aparecieron a las 48 horas de incubación a 30 °C en el centro 

de la placa, por lo que a las 72 horas presentaban un mayor tamaño. Esas 

características se tomaron en consideración para posteriormente hacer la 

selección de las colonias. 
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 En la literatura se encuentra que mientras menor sea el volumen extendido 

en la placa mejor es la acción de selección por parte del antibiótico. Lo cual se 

puede ver en las placas con volúmenes de 10 y 15 μL, mientras que para las 

placas con 100 y 200 μL las placas presentan un mayor número de colonias con 

menor tamaño en las orillas de la placa. 

Para el cálculo de la eficiencia de transformación se consideraron los datos 

del volumen de inóculo de 25 μL que es donde se presenta el máximo conteo en 

placa tanto para las cepas de a-LA como para las de LF. 

Diversos factores tales como la composición del vector, la cepa del 

huésped, el método de transformación y la presión selectiva influyen en la 

eficiencia de transformación, la estabilidad del vector y el número de copias, por lo 

que no existen reglas generales para una exitosa expresión de un vector (Porro & 

Mattanovich, 2004). 

Por otro lado, aunque el promotor GAP proporciona un nivel de expresión 

constitutivo, otros promotores regulables tal como el AOX 1 pueden "desactivar" la 

expresión de proteínas extrañas antes de la inducción, minimizando la selección 

de transformantes que no expresan durante la fase de crecimiento y permitiendo 

un control más estricto de la expresión (Pecorini et al., 2005). 

 

Tabla 5. Conteo en placa de las cepas presuntivas transformantes con hLALBA en 

medio selectivo con Zeocina™ en los cuatro volúmenes de inóculo probados. 

 

Cepa 10 μL 

UFC/placa 

25 μL 

UFC/placa 

100 μL 

UFC/placa 

200 μL 

UFC/placa 

α-LA 1 24 18 25 15 

α-LA 2 23 41 25 17 

Media 24 30 25 16 

Control negativo NA 0 NA NA 

Eficiencia de 

transformación 

1 x 106 UFC/ μg de ADN 

NA: No aplica. 
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Tabla 6. Conteo en placa de las cepas presuntivas transformantes con hLTF en 

medio selectivo con Zeocina™ en los cuatro volúmenes de inóculo probados. 

 

Cepa 10 μL 

UFC/placa 

25 μL 

UFC/placa 

100 μL 

UFC/placa 

200 μL 

UFC/placa 

LF 1 13 27 13 10 

LF 2 15 13 10 5 

Media 14 20 12 8 

Control negativo NA 0 NA NA 

Eficiencia de 

transformación 

1.02 x 106 UFC/ μg de ADN 

NA: No aplica. 

                         

                        

Figura 11. Presuntivas transformantes con hLALBA en placas de medio selectivo 
con Zeocina™ en los cuatro volúmenes de inóculo probados y después de 72 

horas de incubación. 

10 μL 25 μL 

100 μL 200 μL 
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Figura 12. Presuntivas transformantes con hLTF en placas de medio selectivo con 
Zeocina™ en los cuatro volúmenes de inóculo probados y después de 72 horas de 

incubación. 

 

8.4.4. Genotipificación 

A continuación, se presentan los resultados de la amplificación de la región 

que comprenden los oligonucleótidos sentido pGAP y antisentido AOX1 generados 

por PCR de punto final de aquellas colonias seleccionadas de las placas en medio 

selectivo con Zeocina™ considerando las de mayor tamaño que se encontraran en 

la parte central de la placa y con morfología característica de P. pastoris 

(cremosas y con bordes regulares). En la Figura 13 se observa que los fragmentos 

amplificados por PCR se corresponden con el tamaño teórico de 2,500 pb y 800 

pb esperados para las secuencias de nucleótidos optimizadas hLALBA (A) y hLTF 

(B) respectivamente. No obstante, no todas las cepas transgénicas de P. pastoris  

10 μL 25 μL 

200 μL 100 μL 
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resistentes a Zeocina™ tienen el genotipo hLTF o hLALBA ya que el ADN 

genómico de algunas de ellas no genera los productos de PCR correspondientes.  

 

En la Fig. 13 se observa que 6 de 7 cepas probadas están transformadas 

con el gen hLALBA. (A) y que 8 de 9 cepas probadas están transformadas con el 

gen hLTF, (B). Para la cuantificación de ADN genómico extraído de las cepas 

transformadas se observa que la concentración y la pureza fueron adecuadas para 

la realización del PCR, dando valores desde 14.3 hasta 37.4 ng/μL y pureza entre 

1.54 y 3.19 para las cepas transformadas con el gen hLTF (Tabla 7) y valores 

desde 3.4 hasta 34.2 ng/μL y pureza entre 1.44 y 2.1 para las cepas 

transformadas con el gen hLALBA (Tabla 8). 
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Figura 13. Análisis electroforético en geles de agarosa al 1% de los productos de 
PCR de las secuencias de nucleótidos que codifican para la proteína rhα-LA y 

rhLF. Carril 1: marcador de peso molecular, carriles 2-10: muestras de los 
productos de PCR para hLALBA (A) y hLTF (B). 
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Tabla 7. Cuantificación de ADN genómico de colonias transformadas con el gen 

hLTF. 

 

Colonia Concentración 

ng/μL 

Relación 

260/280 

1 14.3 1.86 

2 24.4 1.93 

3 17 1.96 

4 16.4 3.19 

5 19.3 1.80 

6 37.4 1.81 

7 33.5 1.54 

8 23.2 1.93 

 

Tabla 8. Cuantificación de ADN genómico de colonias transformadas con el gen 

hLALBA. 

Colonia Concentración 

ng/μL 

Relación 

260/280 

1 34.2 1.76 

2 28 1.98 

3 4.1 2.1 

4 3.6 1.98 

5 3.4 1.44 

6 8.1 2.08 

 

8.5. Producción de las proteínas recombinantes a nivel laboratorio 

En la Fig. 14 se observan los cultivos en matraz de cada una de las cepas 

transgénicas de P. pastoris, en donde el volumen de medio de cultivo representó 

1/5 del volumen total del matraz, necesario para que haya una adecuada aireación 

del medio de cultivo. Lo anterior porque P. pastoris es una levadura con altos 

requerimientos de oxígeno, condición necesaria para su óptimo desarrollo y para 
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la producción de las rHMP. En la literatura se encuentra reportado que para el 

caso de la producción de proteínas recombinantes en P. pastoris se debe tomar 

en cuenta la proporción del medio de cultivo respecto al volumen del matraz y la 

agitación para que la aireación del medio de cultivo permita el óptimo desarrollo de 

la levadura y por ende la producción de la proteína de interés (Cereghino et al., 

2002; Pichia Fermentation Process Guidelines, Invitrogen). 

En esta parte también se evaluó la fracción de las proteínas totales 

presentes en el medio de cultivo de las cepas de P. pastoris transformadas con las 

secuencias de nucleótidos optimizadas hLTF y hLALBA. Las flechas en rojo 

señalan la presencia de la rhLF (Fig. 15-A) y las flechas en blanco señalan la 

presencia de la rhα-LA (Fig. 15-B), las cuales presentan una movilidad relativa 

similar a la de los estándares de bovino, lo anterior debido a que las rHMP al ser 

proteínas de fusión también cuentan con el epítome myc y la cola de polihistidinas 

que permiten su identificación con anticuerpos y la purificación específica 

respectivamente. Sólo las cepas LF 3, LF 5 y LF 8 expresaron niveles bajos de la 

rhLF y no se detectó la presencia de la rhLF en el medio de cultivo de las demás 

cepas transformadas de la levadura. Para el caso de la rhα-LA solo las cepas a-LA 

1, a-LA 2 y a-LA 6 expresaron la proteína. Tampoco se detectó la presencia de la 

rhα-LA en el medio de cultivo de las demás cepas transformadas de la levadura. 

 

Figura 14. Cultivos en matraz de las cepas transgénicas de P. pastoris que 
contienen las secuencias optimizadas hLALBA y hLTF. 
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Figura 15. Análisis electroforético del medio de cultivo de las cepas transgénicas 
de P. pastoris transformadas con el gen hALBA (A) y con el gen hLTF (B) 

cultivadas en 50 mL de caldo YPD con Zeocina™ a 300 µg/mL. 

 

Se han desarrollado varios promotores para la expresión de proteínas 

heterólogas utilizando el sistema Pichia. Los promotores AOX1 y GAPDH son 

ampliamente utilizados para la producción de proteínas. Bajo condiciones de 

cultivo optimizadas, el promotor PpAOX1 se ha desempeñado mejor que el 
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promotor PpGAPDH ya que se ha observado una mayor degradación de rhLF bajo 

el promotor PpGAPDH. Esto indica que el promotor inducible (PpAOX1) 

proporciona un mejor control, probablemente debido a la fase de producción más 

corta, que el proceso PpGAPDH (Choi et al., 2008). Por otro lado, Chen et al. 

(2007) sugieren optimizar el pH y la concentración de Fe3+ para la expresión de 

lactoferrina recombinante. 

 

8.6. Producción de las proteínas recombinantes a nivel piloto 

En la Tabla 9 se presentan los resultados iniciales y finales de las 

condiciones a las cuales se llevó a cabo la fermentación a nivel piloto en cada una 

de las cepas probadas. Para el caso de la producción de lactoferrina no fue 

necesario adicionar antiespumante, pero para el caso de la lactoalbúmina sí fue 

necesario agregar polietilenglicol (PEG) a concentración de 0.9 % p/v en el medio 

de cultivo para controlar la formación excesiva de espuma (Holmes et al., 2006). 

En la Fig. 16 se observa el comportamiento de la temperatura, pH y oxígeno 

disuelto durante la fermentación de 11 h en biorreactor usando la cepa P. pastoris 

a-LA 1. La temperatura del cultivo inicia en 29 °C y disminuye conforme pasa el 

tiempo de fermentación hasta terminar en 26 °C a las 11 h. 

 

Tabla 9. Condiciones iniciales y finales de los parámetros pH y oxígeno disuelto 

(pO2) en el reactor a las cuales se llevó a cabo la fermentación para cada cepa. 

 

Cepa/Parámetro 

pH pO2 Volumen de 

trabajo 

Inicial Final Inicial 

(%) 

Final 

(%) 

Inicial 

(L) 

Final 

(L) 

LF 5 7.23 5.6 99 82.3 2.0 1.8 

LF 8 6.84 5.6 100 85 1.0 0.75 

a-LA 1 6.1 4.92 103.7 108.2 2.0 1.85 

a-LA 2 5.9 4.9 99.3 36.5 2.0 2.0 

Temperatura de 30 °C, agitación de 200 rpm y 11-12 horas de fermentación. 
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Aunque se estableció una temperatura de 30 °C en el programa controlador 

del biorreactor, es probable que el volumen de trabajo de 1 L fuera la causa de un 

control no adecuado de este parámetro. Este efecto posiblemente se debió a que 

la mantilla de calentamiento no estaba en contacto directo con el medio de 

fermentación. El valor de pH cuantificado al inicio de la fermentación fue de 6.1, 

este valor se comportó inversamente proporcional respecto al tiempo de la 

fermentación hasta llegar a un valor de pH de 4.95 a las 11 h. Se observa un 

comportamiento similar de disminución proporcional respecto al tiempo en el 

oxígeno disuelto durante las primeras 7 h de la fermentación alcanzando un valor 

mínimo de 50 %. Esta caída en el oxígeno disuelto se correlaciona con la 

demanda creciente de este nutriente por el desarrollo celular. Al inicio de la 

fermentación el oxígeno disuelto se estableció al 100 % mediante el suministro 

constante de aire estéril al biorreactor, sin embargo, el modelo del biorreactor sólo 

permite el censado de oxígeno disuelto. A las 7 h de fermentación se ajustó 

manualmente el suministro de aire estéril para permitir una mayor cantidad de 

oxígeno disuelto y que este no tuviera efecto negativo en el crecimiento de la 

levadura. 

 

En la Fig. 17 se observa el comportamiento de la temperatura, pH y oxígeno 

disuelto durante 12 h de fermentación en biorreactor usando la cepa P. pastoris a-

LA 2. La temperatura del cultivo se mantiene constante a 30 °C durante las 12 h 

de fermentación. El valor de pH inicial fue de 5.7, este valor fue disminuyendo de 

manera proporcional respecto al tiempo de la fermentación hasta llegar a un valor 

de pH de 4.7 a las 12 h. El oxígeno disuelto presentó una tendencia similar al pH. 

El valor de oxígeno disuelto comenzó a disminuir de manera proporcional durante 

el transcurso del tiempo hasta un valor de 50 % a las 12 h de la fermentación. 
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Figura 16. Comportamiento de la temperatura, pH y oxígeno disuelto (pO2) durante 
la fermentación de P. pastoris a-LA 1 en biorreactor. 

 

 

 

Figura 17. Comportamiento de la temperatura, pH y oxígeno disuelto (pO2) durante 
la fermentación de P. pastoris α-LA 2 en biorreactor. 
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Figura 18. Comportamiento de la temperatura, pH y saturación de oxígeno (pO2) 
durante la fermentación de P. pastoris LF 5 en biorreactor. 

 

En la Fig. 18 se observa el comportamiento de la temperatura, pH y oxígeno 

disuelto durante 12 h de fermentación en biorreactor usando la cepa P. pastoris LF 

5. La temperatura del cultivo se mantiene constante a 30 °C durante las 11 h de  

fermentación. El valor de pH inició en 7.1 y fue bajando de manera constante 

hasta alcanzar un valor de 5.6 al finalizar las 11 h de fermentación. El oxígeno 

disuelto presentó una tendencia similar al pH, presentó una tendencia a disminuir 

de manera constante las primeras 6 h hasta un valor de 62 %, posteriormente se 

aumentó el flujo de aire para que se mantuviera por encima de este valor hasta el 

final de la fermentación. 

 

En la Fig. 19 se observa el comportamiento de la temperatura, pH y oxígeno 

disuelto durante 11 h de fermentación en biorreactor usando la cepa P. pastoris LF 

8. La temperatura del cultivo se mantiene constante a 30 °C durante las primeras 5 

h de fermentación, posterior a este tiempo la temperatura disminuyó a 25 °C hasta 

finalizar la fermentación. El valor de pH inició en 6.7 y fue bajando de manera 

constante hasta alcanzar un valor de 5.6 al finalizar las 11 h de fermentación. El 
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oxígeno disuelto pasó de la saturación del 100 % hasta un 41 % en las primeras 5 

h de la fermentación. A partir de este tiempo, se aumentó el flujo de aire estéril al 

biorreactor para aumentar el valor de oxígeno disuelto arriba del 80 %. Este 

aumento en el suministro de aire se relaciona con la disminución de la temperatura 

en el caldo de cultivo. 

 

Por su parte, Dong and Zhang, 2006 y Wang y col., 2007 concluyen que los 

factores a considerar para en el diseño de una producción óptima de proteínas 

recombinantes incluyen: número de copia del gen, sitio y modo de Integración 

cromosómica del casete de expresión, 5´ y 3´ región de traducción (UTR) del 

ARNm, contexto de traducción codón de inicio (AUG), composición A + T de 

ADNc, bloques de transcripción y traducción, naturaleza de la señal de secreción, 

actividad proteasa endógena, fisiología de la cepa huésped, medios y condiciones 

de crecimiento, así como los parámetros de fermentación. 

 

Figura 19. Comportamiento de la temperatura, pH y oxígeno disuelto (pO2) durante 
la fermentación de P. pastoris LF 8 en biorreactor. 
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8.6. Cuantificación de PT en medio de cultivo 

La cuantificación de PT realizada por el método de Lowry al sobrenadante 

del medio de cultivo arrojó los resultados reportados en la Tabla 10. Donde se 

puede ver que las cepas transformadas que contienen las secuencias de 

nucleótidos optimizadas hLTF y hLALBA produjeron al menos 1.4 veces más PT 

que la cepa nativa de P. pastoris. Las cepas transformadas produjeron entre 7.52 

y 7.87 g/L de proteína total a nivel matraz. Además, se observó una producción de 

al menos 1.2 veces más PT en los cultivos a nivel piloto comparada con los 

cultivos en matraz. A nivel piloto se observó 1.10 veces más producción de PT en 

la cepa a-LA 2 comparada con la cepa a-LA 1. Por otro lado, la cepa LF 8 a nivel 

piloto produjo 1.25 veces más PT comparada con la cepa LF 5. El pH del medio 

puede tener un impacto en la producción general de la proteína de interés al 

aumentar la actividad de las proteasas específicas secretadas por la cepa 

huésped, así como influir en la estabilidad de la proteína (Choi y col., 2007). Por 

otro lado, Iglesias-Figueroa y col., 2016 discuten que los niveles de acumulación 

de proteínas heterólogas en la levadura se ven alterados por una variedad de 

factores genéticos y fisiológicos: el uso del codón, el número de copias del gen y 

el tipo de promotor, las señales de traducción y el destino final de las proteínas. 
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Tabla 10. Cuantificación de PT en el sobrenadante del medio de cultivo de las 

cepas transgénicas de P. pastoris a nivel matraz y piloto. 

 

Cepa Nivel Abs 595 nm Concentración de 

PT (g/L) 

a-LA 1 Matraz 0.271 7.87 
 

a-LA 2 Matraz 0.269 7.81 

LF 5 Matraz 0.260 7.52 

LF 8 Matraz 0.241 7.92 

P. pastoris Matraz 0.189 5.28 

a-LA 1 Piloto 0.320 9.42 

a-LA 2 Piloto 0.351 10.40 

LF 5 Piloto 0.345 10.21 

LF 8  Piloto 0.427 12.81 

            PT: Proteína total 

 

8.7. Purificación de las proteínas recombinantes a nivel piloto 

Producto del primer paso se obtuvieron fracciones concentradas del medio de 

cultivo para poder realizar la purificación. En la Tabla 11 se muestran los 

volúmenes de sobrenadante del medio de cultivo que se concentraron en los tubos 

Amicon® para cada una de las cepas. 

 

Tabla 11. Volúmenes de trabajo para la concentración del medio de cultivo 

obtenido de la fermentación en biorreactor para cada cepa. 

Cepa Volumen 

permeado (mL) 

Volumen 

retenido (mL) 

Volumen total 

(mL) 

LF 5 90 6 96 

LF 8 68 9 77 

a-LA 1 66.5 8 74.5 
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a-LA 2 55.5 8.5 64 

  Derivado del proceso de purificación se obtuvieron 750 µL de cada una de 

las proteínas recombinantes concentradas. La purificación por cromatografía de 

afinidad es un método específico para proteínas marcadas con un motivo de 

polihistidinas, por lo que se esperaba que los rendimientos fueran más bajos a 

comparación del concentrado de medio de cultivo crudo. En esta sección queda a 

perspectiva el poder realizar una optimización del proceso de purificación. 

 

8.8.  Análisis y cuantificación de las proteínas recombinantes a nivel piloto 

En la Tabla 12 se presentan los resultados de la lectura de la absorbancia a 

280 nm (Abs280) y el cálculo de la concentración en mg/L de la fracción 

concentrada de las rHMP. En la Tabla 12 se observa que para las 4 cepas 

probadas se obtuvieron concentraciones desde 12.40 mg/L hasta 17.53 mg/L, 

donde la concentración más baja corresponde a la cepa de LF5 y la más alta a la 

cepa de LF8. Lo anterior es consistente ya que observando la Tabla 11 se ve que 

para dicha cepa fue necesario pasar un volumen grande de sobrenadante (96 mL) 

para poder obtener 6 mL de sobrenadante concentrado y utilizarlo para las 

pruebas de electroforéticas y de cuantificación.  

 

Tabla 12. Lecturas de la absorbancia a 280 nm y cuantificación de la fracción 

concentrada obtenida de la purificación por cromatografía de afinidad para cada 

cepa. 

Cepa Abs280 Coeficiente 

de 

extinción 

(g/L) 

Proteína 

recombinante 

purificada 

(mg/L) 

LF 5 1.754 1.104 12.40 

LF 8 1.981 1.104 17.53 

a-LA 1 1.993 1.384 14.5 

a-LA 2 1.997 1.384 16.9 
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En el análisis electroforético no se lograron detectar las bandas esperadas 

para ambas rHMP en la fracción purificada concentrada (Fig. 20). Para el caso de 

la rhα-LA se logró observar una banda característica en el concentrado crudo del 

sobrenadante de la cepa LA 2, pero no así para el caso de la cepa LA 1 (Fig. 10 

panel A). En la Fig. 10 panel B se ve de forma muy ligera una banda característica 

para la rhLTF en el carril 3, que es la muestra del concentrado crudo del 

sobrenadante de la cepa LF8. Dichas bandas se corresponden muy cercanamente 

con las correspondientes al estándar de hα-LA y hLF respectivamente, pero 

considerando que las rHMP presentan un peso molecular mayor por la presencia 

del epítome myc y el motivo de polihistidinas.  

 

Las bandas detectadas no presentan alguna correspondencia con el 

concentrado crudo de la cepa nativa (Fig. 20 carril 8), pero posteriormente se 

trabajará con las muestras para realizar una inmunodetección y así identificar de 

forma específica las bandas correspondientes a las rHMP, para de esta forma 

confirmar la producción a nivel piloto. 

 

En la literatura se encuentra que en algunos otros estudios se ha llegado a 

reportar que incluso se pueden tener fracciones purificadas por cromatografía de 

afinidad y no detectar bandas en el análisis electroforético, como es el caso del 

presente estudio de investigación. Para el caso de la producción de la proteína C 

reactiva también se logró obtener una fracción pura de 3 mg/L y a pesar de la 

concentración no se logró detectar la banda por SDS-PAGE (Li et al., 2017). 

 

Respecto a otros reportes se encuentra que para la producción de una 

lactoferrina bovina recombinante en P. pastoris KM71-H bajo el control del 

promotor AOX1, por fermentación en lote se obtiene un rendimiento de 3.5 g/L 

después de un proceso de optimización (Iglesias-Figueroa et al., 2016). Otros 

autores mencionan que el rendimiento de la lactoferrina de yak en P. pastoris es 

de aproximadamente 40 mg/L (Dong & Zhang, 2006). Lo que sugiere que cultivos 

de la cepa de P. pastoris sin optimización de las condiciones de cultivo presentan 
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rendimientos del orden de mg/L, mientras que cultivos a los que se les realizó un 

proceso de optimización a las condiciones de cultivo pueden llegar a producir 

rendimientos del orden de g/L. Dicho esto, se pretende en futuros estudios realizar 

una optimización de las condiciones de cultivo para evaluar el incremento en el 

rendimiento de las rHMP. 

  

 

 

Figura 20. Análisis electroforético de las fracciones concentradas de las cepas 
transgénicas de P. pastoris transformadas con el gen hALBA (A) y con el gen 
hLTF (B) a nivel piloto. MPM: marcador de peso molecular, E: estándar de las 

proteínas humanas, C: concentrado crudo, P: concentrado puro, LM: leche 
materna humana, PP: concentrado crudo P. pastoris. 
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8.9. Determinación de la biomasa a nivel piloto 

Dicha determinación se realizó por medio de la estimación del peso seco, 

considerándose un buen método ya que se trabajó con el cultivo puro de las 

levaduras transgénicas de P. pastoris y proporcionó la determinación directa de la 

biomasa. 

 

En la Tabla 13 se presentan los resultados correspondientes a la 

determinación de la biomasa en g/L que se obtuvieron de los cultivos a nivel piloto. 

Para los estudios de producción de proteínas recombinantes se reporta que un 

factor importante a considerar es la biomasa, ya que a mayor biomasa habrá más 

producción de las proteínas recombinantes de interés. En la tabla 13 se observa 

que la cepa LF 8 desarrolló más biomasa y es la cepa que también muestra la 

mayor concentración de proteína en la fracción purificada y respecto a la PT. La 

cepa LF 5 muestra la concentración más baja respecto a la fracción purificada y a 

la PT en matraz, pero es la segunda cepa con más biomasa. Para las cepas de a-

LA se observa que la cepa 1 presentó más biomasa a pesar de un menor tiempo 

de fermentación, y la cepa 2 con 12 horas de fermentación presentó menos 

biomasa, pero aun así muestra concentraciones más altas de proteínas en la 

fracción purificada y respecto a la PT que la cepa 1. Para el caso de la cepa a-LA 

2 se tuvo que re-inocular con 5 % del volumen total en reactor, esto debido al bajo 

desarrollo de la levadura durante la fermentación, por lo que eso podría ser un 

factor por lo cual se observa menos biomasa. 

 

Debido a lo anterior la productividad volumétrica obtenida por la cepa LF 8 

fue la mayor, y la cepa a-LA 2 fue la que presentó menor productividad 

volumétrica, por lo que se puede deducir que el porcentaje de inóculo inicial 

también tuvo influencia sobre el desarrollo de la biomasa en el medio de cultivo. 

Las productividades volumétricas obtenidas son adecuadas, ya que comparando 

en otros estudios donde se emplea P. pastoris para producir otras proteínas 

recombinantes éstas son menores. Para la producción de interleucina-3 en P. 

pastoris se reporta una productividad volumétrica de 27.31 mg/L/h y obteniendo 
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475 mg/L de la proteína de interés después de la optimización de las condiciones 

de cultivo (Dagar & Khasa, 2017). 

 

Tabla 13. Determinación de la biomasa por el método de peso seco en los cultivos 

de cada cepa fermentados en biorreactor. 

Cepa Peso seco (g) Biomasa 

(g/L) 

Tiempo de 

fermentación 

(h) 

Productividad 

volumétrica 

(mg/L/h) 

LF5 0.1161 ± 0.0010 1.29 12 107.5 

LF8 0.2120 ± 0.0002 2.36 12 196.7 

a-LA 1 0.0861 ± 0.0008 0.9567 11 87.0 

a-LA 2 0.0467 ± 0.0011 0.5111 12 42.6 

Los datos representan la media ± la desviación estándar de 3 réplicas. 
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VIII.  CONCLUSIONES 

 

La inserción de los plásmidos recombinantes pGZαLM por medio del método 

CaCl2/choque térmico en la cepa de E. coli TOP10 resultó ser adecuada. 

 

Por el método de electroporación se lograron obtener cepas transgénicas de P. 

pastoris que contenían las secuencias de nucleótidos optimizadas hLTF y hLA, 

con una eficiencia de transformación alta. 

 

Las proteínas rhLF y rhα-LA fueron expresadas en el sistema heterólogo de P. 

pastoris a nivel laboratorio (100 mL), pero la expresión de las proteínas rhLF y rhα-

LA a nivel piloto (2 L) debe ser optimizada evaluando el efecto de otros factores 

tales como la fuente de carbono, pH, tipo de cultivo, entre otros. 

 

Consistentemente, las cepas que presentaron mayor producción de proteína 

recombinante a nivel matraz y piloto fueron las cepas α-LA 2 y LF 8 para la rhα-LA 

y rhLF respectivamente. Por lo tanto, dichas cepas se considerarán para futuras 

pruebas de optimización en biorreactor. 
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