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RESUMEN 

 PodC es una enzima con actividad peroxidasa que puede tener diversas 

aplicaciones como la remoción de compuestos fenólicos de agua y su empleo en 

biosensores. No obstante, es necesario mejorar su proceso de producción para 

permitir que el proceso sea redituable, permitiendo aumentar su disponibilidad. Por 

lo que el objetivo del presente trabajo fue evaluar la producción de PodC bajo dos 

estrategias de cultivo. Además, se realizó la caracterización cinética de la cepa 

transformante, encontrando que sus parámetros cinéticos fueron inferiores (μ= 

0.51±0.014 h-1 y td= 1.34±0.037 h) en comparación con los parámetros cinéticos 

de la cepa parental (μ= 0.62±0.011 h-1 y td= 1.10±0.020 h). Se eligió el inductor 

lactosa para su uso en los cultivos en biorreactor debido a que mejoró los 

parámetros cinéticos (μ= 0.092±0.004 h-1 y td= 7.50±0.326 h) de la cepa 

transformante en comparación con los obtenidos usando IPTG (μ= 0.057±0.002 h-1 

y td= 12.16±0.498 h). Las estrategias de cultivo elegidas fueron cultivo por lote,  

empleado anteriormente para producir a PodC y el cultivo por auto-inducción, 

propuesto como una de las estrategias idóneas para la producción de proteínas 

recombinantes en cepas derivadas de E. coli BL21. Sin embargo, contrario a lo 

esperado el cultivo por lote tuvo un mejor desempeño que el cultivo por 

autoinducción. Lo cual pudo ser causado por el fenómeno de represión catabólica 

de carbono y a la inhabilidad del medio de cultivo auto-inductor para alcanzar altas 

densidades celulares. El empleo del cultivo por lote permitió alcanzar un 

rendimiento final del proceso de 84.84±0.84 mg/mL con una actividad específica 

de 911.63±8.009 U/mg. El cual fue dos veces mayor al reportado anteriormente 

(36 mg/mL con actividad específica de 1004 U/mg), si bien, el rendimiento final de 

PodC empleando cultivo por lote fue de solo del 0.30%, por lo que es necesario 

mejorar los procesos de solubilización y purificación de la proteína. 

Palabras clave: PodC, cultivo por lote, cultivo por auto-inducción   
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ABSTRACT 

PodC is an enzyme with peroxidase activity that can have different 

applications such as the removal of phenolic compounds from wastewater y its use 

in biosensors. However, it is necessary to improve its production process to allow it 

to be profitable y increase their availability. The aim of this study was to evaluate 

the production of PodC under two growth strategies. In addition, kinetic 

characterization of the transformant strain was performed, founding that its kinetic 

parameters (μ= 0.51±0.014 h-1 y td= 1.34±0.037 h) were inferiors compared with 

those of the parental strain (μ= 0.62±0.011 h-1 and td= 1.10±0.020 h). The lactose 

inducer was chosen for cultures in bioreactor due to the capacity of improved 

kinetic parameters of the transformant strain (μ= 0.092±0.004 h-1 and td= 

7.50±0.326 h) were lower in comparison with those obtained using IPTG (μ= 0.057 

± 0.002 h-1 and td= 12.16 ± 0.498 h).  The culture strategies chosen were batch 

cultivation, which has been previously used for produce PodC, and the 

autoinduction strategy, proposed as one of the best strategies for produced 

recombinant proteins, in strains derived from E. coli BL21. Nevertheless, we found 

that contrary our expectations the batch culture had outperformed the 

autoinduction culture. Which could be caused by the phenomenon called carbon 

catabolite repression y the inability of the autoinducer medium to achieve high cell 

density cultures. The use of batch culture allowed a final process yield of 

84.84±0.84 mg/mL with a specific activity of 911.63±8.009 U/mg. Which was twice 

that reported previously (36 mg/mL with specific activity of 1004 U / mg), although 

the final yield of PodC was only 0.30%, so it is necessary to improve the processes 

of solubilization y protein purification. 

Keywords: PodC, batch culture, autoinduction culture 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Generalidades de las peroxidasas 

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7) son enzimas ubicuas entre todas las formas 

de vida (Furtmüller et al., 2006), las cuales pueden ser clasificadas en dos  

superfamilias, la peroxidasa-ciclooxigenasa y la peroxidasa-catalasa (distribuías 

particularmente entre bacterias, hongos y plantas) (Passardi et al., 2007; 

González-Rábade et al., 2012). A su vez, la última se divide en tres familias: la 

Clase I (principalmente enzimas con bifuncionalidad catalasa-peroxidasa), la Clase 

II (enzimas involucradas en el reciclaje de carbono mediante la degradación de 

lignina) y la Clase III (peroxidasas secretadas por algas y plantas en forma de 

metabolito secundario) (Zámocký y Obinger, 2010). 

Dentro de la última clase, se encuentra la peroxidasa de rábano picante 

(HRP), una de las peroxidasas más estudiadas junto con la Citocromo c 

peroxidasa. Ambas jugaron un papel clave para el desarrollo de la bioquímica 

estructural y mecánica, permitiendo la elucidación del mecanismo de reacción y de 

la estructura general de este grupo enzimático con diferentes aplicaciones en 

biocatálisis (Groves y Boaz, 2014). 

1.2 Estructura general de las peroxidasas Clase III 

 Una de las características estructurales de la HRP (Fig. 1-A) y peroxidasas 

similares a esta, es que poseen un grupo hemo como cofactor ya que no se 

encuentra unido de forma covalente a la proteína, particularmente 

ferroprotoporfirina IX (Fig. 1-B), en el cual se encuentran unidos cuatro nitrógenos 

pirrólicos al Fe (III) (Poulos, 2014). La quinta posición coordinada en el lado 

proximal del grupo hemo es la cadena de imidazol de un residuo de histidina, 

mientras que la sexta posición coordinada del lado distal del grupo hemo se 

encuentra vacante en la enzima nativa (O’Brien, 2000). Además contienen un sitio 

de unión H-His, dos sitios de unión a Ca2+, cuatro puentes disulfuro, un péptido 

señal N-terminal para su excreción y α-hélices extra involucradas en el acceso al 

grupo hemo  (Passardi et al., 2004; Regalado et al., 2004).  
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Figura 1. Estructura general de las peroxidasas Clase III. A) Estructura tridimensional de la 
HRP. El grupo hemo (rojo) ocupa la posición central entre los dominios distal (arriba del grupo 
hemo) y proximal (debajo del grupo hemo) de la molécula. Ambos dominios cuentan con un átomo 
de calcio (esferas azules). Las α–hélices se muestran en amarillo, mientras que las láminas-β se 
encuentran en morado (Tomado de(Veitch, 2004). B) Estructura de la ferroprotoporfirina IX. Se 
observan los cuatros nitrógenos pirrólicos unidos al Fe (III) (Tomado de Poulos, 2014) 

Además, cuenta con diferentes sitios de glucosilación que varían de una enzima a 

otra. Por ejemplo, la peroxidasa catiónica de cacahuate (cPC) tiene tres sitios de 

N-glucosilación: Asn-60, Asn-166 y Asn-185 (van Huystee et al., 2002), mientras 

que la HRP cuenta con ocho sitios (Asad et al., 2011). La fracción glucosilada de 

las peroxidasas puede llegar a contribuir con el 26% del peso molecular de la 

enzima (Duarte-Vázquez et al., 2001) y los carbohidratos involucrados son N-

acetilglucosamina, manosa, fucosa, galactosa y xilosa (van Huystee et al., 2004). 

Sin embargo, se han llegado a acumular peroxidasas recombinantes sin 

glucosilaciones que pueden mostrar actividad catalítica gracias al plegamiento in 

vitro agregando iones calcio y el grupo hemo (Rodríguez-Cabrera et al., 2011; 

Pliego-Arreaga et al., 2013), permitiendo que su mecanismo de reacción se lleve a 

cabo. 
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1.3 Mecanismo de reacción 

1.3.1 Ciclo catalítico 

 Las peroxidasas catalizan la oxidación de una amplia variedad de sustratos, 

principalmente compuestos fenólicos, precursores de lignina y auxinas, empleando 

peróxidos, usualmente H2O2, como co-sustrato (Passardi et al., 2005). El primer 

paso en el ciclo catalítico genérico de las peroxidasas (Fig. 2) usualmente es la 

unión del peróxido al átomo de hierro del grupo hemo para producir un 

intermediario hidroxiperóxido férrico [Fe(III)-OOH] llamado Compuesto 0 causando 

la desprotonación del peróxido. Posteriormente el protón proveniente del peróxido 

es entregado por el imidazol al oxígeno terminal del compuesto [Fe(III)-OOH] 

catalizando la escisión del enlace O-O, produciendo así el Compuesto I 

[Fe(IV)=O]•. A continuación, la reducción de un electrón del Compuesto I da lugar 

al Compuesto II [Fe(IV)=O], donde el hierro aún se encuentra presente, sin 

embargo, el radical porfirina fue inactivado. Finalmente se designa como 

Compuesto III a una molécula de oxígeno que se une al ion ferroso de la 

peroxidasa [Fe(III)-O-O]. No obstante, este compuesto generalmente solo se 

forma cuando hay un exceso de H2O2 en el medio, provocando la inactivación de 

la enzima (Passardi et al., 2007; Ortiz de Montellano, 2010).  

1.3.2 Oxidación del sustrato 

 En la reacción catalizada por las peroxidasas la oxidación de los sustratos 

se lleva a cabo mediante la transferencia de electrones al borde expuesto del 

grupo hemo sin interactuar directamente con el oxígeno ferrilo, ya que el grupo 

hemo se encuentra embebido en una hendidura de la proteína donde únicamente 

el borde δ-meso del grupo hemo se encuentra expuesto al medio (Fig 3) (Gajhede 

et al., 1997). Por lo que la trayectoria de la reacción se opone a la transferencia 

del oxígeno ferrilo, distinguiendo a las peroxidasas de las monooxigenasas (Ortiz 

de Montellano, 2010). A continuación se muestra las reacciones entre el sustrato y 

los  Compuestos I y II. 
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Figura 2. Ciclo catalítico genérico de las peroxidasas. El cuadrado de los cuatro nitrógenos 

alrededor del átomo de hierro es la representación del grupo prostético hemo de la peroxidasa 

(Modificado de Ortiz de Montellano, 2010). 

 

 

Figura 3. Canal de acceso al sustrato de la HRP. Los residuos aromáticos Phe 68, Phe 179 y 

Phe 142 flanquean el canal de entrada al sustrato. La flecha apunta al átomo de carbono δ-meso 

(Ortiz de Montellano, 2010). 
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En la primera reacción una molécula de sustrato entrega un electrón al Compuesto 

I, lo que reduce al radical π catiónico de la porfirina (R), dando como resultado el 

Compuesto II. Durante la segunda reacción otra molécula de sustrato reducirá al 

Fe4+ a Fe3+, terminando así el ciclo catalítico (Poulos, 2014).   

1.4 Aplicaciones de las peroxidasas en la biotecnología 

Debido a que los principales sustratos de las peroxidasas son los 

compuestos fenólicos y aminas aromáticas algunas de las aplicaciones 

biotecnológicas que tienen son: la remoción de contaminantes fenólicos, la 

decoloración de tintes sintéticos (Diao et al., 2011; Celebi et al., 2013), síntesis de 

polímeros orgánicos (Rodríguez-Cabrera et al., 2011), kits de diagnóstico y 

análisis e inmunoensayos enzimáticos (Vdovenko et al., 2013) y los biosensores 

(Regalado et al., 2004; Hamid y Khalil-ur-Rehman, 2009). Siendo los últimos una 

de las aplicaciones directas de las peroxidasas en la industria alimentaria (Reyes 

de Corcuera y Cavalieri, 2003) . 

1.5 Peroxidasa de nabo 

El nabo (Brassica napus, basónimo de Brassica rapa) conocido también 

como Brassica rapa (Motamed et al., 2009) es una planta de la familia de las 

Brassicaceae, a la cual pertenecen numerosas especies cultivadas como 

hortalizas y condimentos para el consumo humano y como fuentes de aceites 

vegetales (Al-Shehbaz y Fuentes-Soriano, 2012) 

Dentro del género Brassica se encuentran hierbas anuales, bianuales o 

perennes, algunas especies pueden contar con raíces carnosas, como la Brassica 

napus var. napobrassica y la Brassica napus var. purple top white globe (Fig. 4), 

siendo el último un nabo de pulpa blanca. 

Fe
4+

=O R + S  Fe
4+ 

=O R 
+

 + SH  

Fe
4+

=O R + SH  Fe
3+

 R + S  + H
2
O 

(1) 

(2) 
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Actualmente el nabo es uno de los vegetales alternativos para la producción 

a escala industrial de peroxidasas, debido a que algunas de las isoformas de su 

peroxidasa muestran mejor termoestabilidad y actividad que la peroxidasa de 

rábano picante (Pliego-Arreaga et al., 2013) lo cual las hace atractivas para 

algunas aplicaciones como la remoción de compuestos fenólicos del agua (Duarte-

Vázquez et al., 2003; Quintanilla-Guerrero et al., 2008), el uso en pruebas de 

diagnóstico y biosensores (Azevedo et al., 2003). 

 

Figura 4. Brassica napus variedad purple top white globe. Variedad de nabo, caracterizada por 
tener un bulbo blanco con una coloración morada en la unión del bulbo a las hojas. 

1.6 Producción de peroxidasas de plantas 

Los extractos enzimáticos a partir de plantas  han sido utilizados por un 

largo periodo, incluso antes de conocer la naturaleza de las enzimas y sus 

propiedades. La gran mayoría de las enzimas comerciales se han producido a 

partir de microorganismos. No obstante, las peroxidasas de plantas han 

incrementado su importancia debido a la gran cantidad de aplicaciones 

industriales en las cuales pueden ser utilizadas (Regalado et al., 2004) 



7 
 

Debido a que las peroxidasas pueden tener un elevado costo, 

especialmente si se requieren con un alto grado de pureza, es necesario el 

desarrollo de nuevas estrategias para desarrollar productos que sean estructural y 

funcionalmente homogéneos.  

Algunas de las estrategias que se están siguiendo para dicho propósito son: 

el cultivo de tejidos (callos, raíces) y el uso de peroxidasas recombinantes de 

microorganismos y células de insecto genéticamente modificados (González-

Rábade et al., 2012). Estas estrategias podrían hacer más viable el uso de las 

peroxidasas a nivel industrial ya que es posible utilizar biorreactores para obtener 

una actividad enzimática total alta debido al aumento en la productividad 

volumétrica de los cultivos. 

1.6.1 Producción a escala comercial de peroxidasas  

Tradicionalmente las peroxidasas fueron producidas a partir de las raíces 

de algunas plantas, como el rábano picante. No obstante, actualmente no es 

posible asignar grandes extensiones de tierra cultivable con el único propósito de 

obtener enzimas.  

Debido a lo anterior, se han implementado nuevas estrategias como el 

cultivo de tejidos vegetales como las raíces y los callos, pudiendo ser modificados 

genéticamente (Agostini et al., 1997; González-Rábade et al., 2012; Shkryl et al., 

2013). Sin embargo, existen problemas asociados al cultivo de tejidos vegetales 

como lo son la variabilidad e inestabilidad (Doran, 2002), por lo que el uso de 

peroxidasas recombinantes expresadas en microorganismos es una alternativa 

viable (Rodríguez-Cabrera et al., 2011; Pliego-Arreaga et al., 2013; Krainer et al., 

2014; Krainer y Glieder, 2015). 

1.7 Producción de peroxidasas recombinantes  

Para la producción de proteínas recombinantes es necesario  contar con un 

sistema de expresión adecuado, vectores de expresión, un sistema de inducción y 

el gen o fragmento del gen a expresar. Además es necesario tomar en cuenta 

varios factores como las características de crecimiento celular, los niveles de 
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expresión, si la proteína sufre modificaciones postraduccionales, la actividad 

biológica de la proteína y las regulaciones en el uso de organismos modificados 

genéticamente. 

La bacteria Escherichia coli es uno de los microorganismos más utilizados 

para la producción de proteínas recombinantes, ya que comparado con otros 

vectores de expresión cuenta con ventajas como la facilidad de manejo, la 

capacidad para desarrollarse en fuentes de carbono económicas, el escalamiento 

del proceso es sencillo y pueden llevarse a cabo procesos de fermentación de alta 

densidad.  

No obstante, es conocido que E. coli  tiene ciertas desventajas como la 

incapacidad de realizar modificaciones postraduccionales encontradas en las 

proteínas de origen eucarionte. Además de que en muchas ocasiones no es 

posible la producción de proteínas solubles. 

Por otro lado, es conocido que la expresión de proteínas recombinantes 

puede resultar en la formación de agregados insolubles de la proteína, los cuales 

son conocidos como cuerpos de inclusión (Kopito, 2000). Esto es deseable en la 

producción de proteínas recombinantes ya que facilitan la purificación de las 

proteínas heterólogas. 

Algunos de los microorganismos utilizados actualmente para la producción 

de peroxidasas recombinantes son: la levadura Pichia pastoris para la producción 

de la peroxidasa HRP (Krainer y Glieder, 2015) y la bacteria E. coli (Rodríguez-

Cabrera et al., 2011; Pliego-Arreaga et al., 2013) para la producción de peroxidasa 

de nabo. 

1.7.1 Producción de peroxidasa recombinante de nabo (Brassica napus) 

Actualmente, E. coli es el microorganismo utilizado para producir la 

peroxidasa recombinante de nabo PodC. No obstante, para poder insertar su gen 

en la bacteria primero fue necesario obtener el cDNA de esta isoperoxidasa a 

partir de tejidos del nabo  (Romero-Gómez et al., 2008) 
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El cDNA contiene un marco de lectura abierto de 1077 pares de bases (pb) 

y codifica para una peroxidasa de 358 aminoácidos. Una vez que se obtuvo el 

cDNA se eligió la cepa de E. coli Rosetta 2 para realizar la clonación. Dicha cepa 

fue transformada con la construcción pET28-BnPa, lo cual resultó en la expresión 

de la peroxidasa de nabo BnPa en forma de cuerpos de inclusión.  

Recientemente se expresó la isoforma de peroxidasa de nabo PodC en la 

cepa E. coli Rosetta 2 transformada con la construcción pET28b::podC, lo cual 

permitió producir la peroxidasa de nabo recombinante a nivel fermentador 

mediante una inducción con lactosa mediante cultivo por lote. Posteriormente la 

proteína se replegó en condiciones oxidativas y se purificó mediante cromatografía 

de afinidad a metales,  obteniendo un rendimiento de 36 mg L-1 (Pliego-Arreaga et 

al., 2013).  

1.9 Producción de proteínas recombinantes en E. coli mediante auto-

inducción 

 Uno de los requisitos para que un proceso de producción de proteínas 

recombinantes tenga factibilidad económica es el obtener densidades celulares 

altas que permitan mejorar la productividad volumétricas (Shiloach y Fass, 2005), 

por lo que se han desarrollado diferentes estrategias de cultivo, entre la que se 

encuentra la producción mediante auto-inducción.  

La estrategia de cultivo por auto-inducción fue propuesta por Studier en 

2005 y se fundamenta en la capacidad de ciertos componentes de los medios de 

cultivo para inducir la producción de proteínas recombinantes en cepas de  E. coli 

que contengan el promotor lacT7.  

Esto se debe al estado metabólico celular, causado principalmente por el 

mecanismo de represión catabólica, el cual es un fenómeno regulatorio donde en 

presencia de una fuente de carbono preferente la expresión de genes para el 

catabolismo de fuentes de carbono secundarias y actividad de las enzimas 

correspondientes se inhiben (Studier, 2005; Ukkonen et al., 2013; Mayer et al., 

2014).  
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El mecanismo por el cual actúa la CCR (Fig. 6) involucra el dominio EIIAGlc 

del transportador de glucosa (EIIGlc), dicho dominio es la unidad procesadora 

principal de la CCR (Borirak et al., 2014; Kremling et al., 2015). En ausencia de 

glucosa, EIIAGlc se encuentra fosforilado, lo que le permite unirse a la adenilato 

ciclasa (AC), lo que lleva a la síntesis de AMP cíclico (cAMP). Adicionalmente, un 

factor desconocido llamado “Factor x” también se requiere para la activación de 

AC. La síntesis de altas concentraciones de cAMP desencadena la formación de 

complejos cAMP-Receptor de AMP cíclico (CRP), estos complejos se unen a los 

promotores de genes involucrados en el catabolismo de fuentes de carbono 

alternas a la glucosa, permitiendo su activación.  

 

Figura 5. Mecanismo de acción de la CCR. La activación de los genes catabólicos para fuentes 
de carbono alterna depende del estado de fosforilación de EIIA

Glc
, el cual es dependiente de la 

relación intracelular fosfoenolpiruvato-piruvato. El cual decrece cuando hay flujos glucolíticos altos 
(Adaptado de Görke y Stülke, 2008).  
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Por otro lado, en presencia de glucosa, EIIAGlc se encuentra desfosforilado 

lo que le impide activar a la AC. En este caso, EIIAGlc se une e inactiva enzimas 

metabólicas y transportadores de fuentes de carbono secundarias, como la glicerol 

cinasa (Glpk) y la lactosa permeasa (LacY). Además la proteína histidinada (HPr) 

contribuye a la CCR mediante la fosforilación del antiterminador transcripcional 

que controla la expresión del operón bgl (BglG) encargado de la expresión de 

genes que permiten el empleo de β-glucósidos, por lo que en presencia de 

glucosa el operón bgl no se expresa (Deutscher, 2008; Görke y Stülke, 2008; 

Kremling et al., 2015).  

Figura 6.  Secuencia del consumo de fuentes de carbono en el medio ZYMZ-5052. La fuente 
de carbono con mayor preferencia es consumida primero y subsecuentemente las de menor 
preferencia. Se han reportado casos donde el consumo de las fuentes de carbono puede ser 
simultáneo (Studier, 2005). 
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Basándose en la CCR Studier, desarrolló el medio autoinductor ZYM-5052 

en el cual la glucosa, la lactosa y el glicerol funcionan como fuentes de carbono 

principales, donde la glucosa será consumida primero, inhibiendo al operón lac, lo 

que permite obtener altas densidades celulares ya que la célula no desvía su 

energía para la producción de la proteína recombinante. Una vez que la glucosa 

es consumida, la lactosa (siguiente fuente de carbono preferencial), comenzará a 

ser metabolizada actuando al mismo tiempo como fuente de carbono e inductor de 

la producción de la proteína recombinante. Finalmente se emplea glicerol como 

fuente de carbono durante la fase estacionaria, una vez que la glucosa y la lactosa 

fueron consumidas. Por lo que proponemos que empleando el cultivo por 

autoinducción (usando medio ZYM-5052 en cultivo por lote) podremos obtener una 

mayor productividad volumétrica de PodC recombinante en comparación del 

cultivo en lote tradicional con medio LB. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

La peroxidasa PodC es una enzima con diferentes aplicaciones biotecnológicas 

como la remoción de compuestos fenólicos en aguas contaminadas, la 

construcción de biosensores y su uso como enzimas de diagnóstico. Sin embargo, 

su extracción a partir de tejidos vegetales a nivel industrial resulta en un proceso 

de alto costo, por lo que la producción a nivel biorreactor de la peroxidasa 

recombinante expresada en E. coli, podría dar como resultado un proceso más 

rentable.  
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3. HIPÓTESIS 

La producción de la peroxidasa recombinante PodC mediante el cultivo por 

autoinducción de la cepa transformante pET28b::podC de E. coli permite alcanzar 

una mayor productividad volumétrica en comparación con el cultivo por lote. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

Producir la peroxidasa recombinante de nabo PodC empleando la cepa de E. coli 

Rosetta 2 transformada con el gen podC por cultivo en lote y auto-inducción 

4.2 Objetivos específicos 

1. Expresar la peroxidasa recombinante PodC en la cepa E. coli Rosetta 2 

transformada con la construcción pET28b::podC.   

2. Caracterizar la cinética de crecimiento de la cepa parental y la cepa 

transformante bajo diferentes condiciones de crecimiento. 

3. Comparar la producción la peroxidasa recombinante PodC utilizando  

cultivo por lote y por auto-inducción. 
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5. METODOLOGÍA 

5.1 Material biológico 

 En el Cuadro 1 se muestran las características de las cepas que se 

emplearán en el presente trabajo. 

 

Cuadro 1. Cepas bacterianas empleadas 

Cepa Característica Referencia 

E. coli Rosetta 

2 

pET28b::podC 

(transformante) 

Cepa transformante de E. coli Rosetta 2 

con la construcción pET28b::podC la cual 

contiene el gen para la expresión de la 

peroxidasa de nabo PodC 

Pliego-Arriaga et al., 

2013 

E. coli Rosetta 

2 

(parental) 

Cepa parental con el plásmido pRARE, 

adecuada para expresión de proteínas 

eucariontes que contienen codones raros 

para E. coli. 

Novagen® 

 

5.2 Medios de cultivo 

Los medios de cultivo empleados fueron Luria-Bertani (LB), ZYM-5052 y 

MDG (Studier, 2005) cuya composición se muestra en el Cuadro 2. Los medios se 

esterilizaron durante 15 min a una temperatura de 121 °C, a una presión 

manométrica de 103 kPa. A los medios empleados para el cultivo de la cepa 

parental se les adicionó 34 μg/mL de cloranfenicol, mientras que a los medios 

utilizados para el cultivo de la cepa transformante se les agregó además del 

cloranfenicol 50 μg/mL de kanamicina. La composición de los metales traza se 

muestra en el Cuadro 3. 
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Cuadro 2. Composición por litro de los medios de cultivo empleados  

Medio de cultivo Ingrediente Composición  

Luria-Bertani (LB) Peptona de caseína 

Extracto de levadura 

NaCl (Cloruro de sodio) 

Agar bacteriológico 

10 g/L 

5 g/L 

5 g/L 

15 g/L 

ZYM-5052 Peptona de caseína 

Extracto de levadura 

Na2HPO4  

KH2PO4 

NH4Cl 

Na2SO4 

MgSO4 

Metales trazaa 

Glicerol  

Lactosa 

Glucosa 

1% 

0.5% 

25 mM 

 25 mM 

50 mM 

5 mM 

2 mM 

2x 

0.5% 

    0.2 - 2% 

0.05% 

MDGc Na2HPO4  

KH2PO4 

NH4Cl 

Na2SO4 

MgSO4 

Metales trazaa 

Glucosa 

Aspartatob 

25 mM 

 25 mM 

50 mM 

5 mM 

2 mM 

2x 

0.5% 

0.25% 

a Ver Cuadro 3. b Se neutralizó con NaOH antes de esterilizar. c Medio empleado 

para realizar las conservas de la cepa transformante. Las sales y el glicerol 

fueron de J.T. Baker, EUA, los reactivos microbiológicos de BD, EUA y la 

glucosa de Sigma-Aldrich, EUA. 
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Cuadro 3. Composición de la solución de metales traza (1000X) 

Ingrediente Composición 

FeCl3
a 50 mM 

CaCl2 20 mM 

MnCl2 10 mM 

ZnSO4 10 mM 

CoCl2 2 mM 

CuCl2 2 mM 

NiCl2 2 mM 

Na2MoO4 2 mM 

Na2SeO3 2 mM 

H3BO3
b 2 mM 

a Se disolvió en 0.12 M de HCl, b se disolvió en 60 mM de HCl. Los reactivos 

empleados fueron de J.T. Baker, EUA. 

 

5.2.1 Medios de cultivo ZYM-5052 y MDG 

Los medios de cultivo ZYM-5052 y MDG se prepararon de acuerdo a lo 

reportado por Studier (2005), para lo cual se prepararon soluciones concentradas 

de todos los componentes mostrados en el Cuadro 2. Las soluciones 

concentradas fueron esterilizadas por 15 min 121 °C, excepto las de lactosa, 

glucosa (esterilizadas por 10 min a 121 °C) y cloruro férrico (FeCl3) (esterilizada 

mediante filtración con membrana de 0.22 μm de tamaño de poro). Para preparar 

los medios se agregó el volumen necesario de cada una de las soluciones a agua 

destilada, previamente esterilizada por 15 min a 121 °C.  

5.3 Recuperación de la cepa transformante  

 La cepa transformante tenía cerca de dos años en el ultracongelador a -70 

°C, fue necesario buscar las colonias que aún tuvieran la capacidad de producir la 
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peroxidasa recombinante PodC. Se realizó la búsqueda de colonias que aún 

contaran con la construcción pET28b::podC mediante PCR y posterior ensayo de 

expresión con 1 mM de isopropil-β-D-tiogalactósido (IPTG, Promega, EUA) y 2% 

(p/v) de lactosa (BD, EUA).  

5.3.1 Extracción de ADN plasmídico 

 Para la extracción de ADN plasmídico primero se activaron las células 

contenidas en una chaquira de vidrio de una conserva a -70 °C para lo cual se 

colocó en 3 mL de medio LB con kanamicina y se incubó en agitación orbital a 180 

rpm (MaxQ6000, Thermo Scientific) a 37 °C por 16 h. Posteriormente, se 

inocularon 5 mL de medio fresco con kanamicina y cloranfenicol con el volumen 

necesario para obtener una densidad óptica (DO, A600) de 0.01 (Wong y Liao, 

2009) y se incubó 37 °C con una agitación de 200 rpm por 16 h. Posteriormente 

ese cultivo se sembró en cajas con medio sólido LB con los antibióticos 

anteriormente mencionados y se incubó a 37 °C (Felisa®) hasta observar colonias 

aisladas. Estas colonias se inocularon en tubos de ensayo con 3 mL de medio LB 

con antibióticos y se incubaron a 37 °C con agitación de 200 rpm por 12 h. Un mL 

de cada cultivo se empleó para realizar la extracción de ADN plasmídico con el kit 

para extracción de ADN plasmídico Qiaprep Miniprep (Qiagen). La extracción de 

ADN plasmídico se llevó a cabo de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las 

muestras se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v). 

5.3.2 Electroforesis de ADN  

 Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa, usando amortiguador 

TAE 1X (TAE 10X: 48.4 g/L Tris base [Invitrogen, EUA], 11.4 mL/L ácido acético 

glacial [J.T. Baker, EUA], 20 mL/L 0.5 M EDTA pH 8.0 [J.T.Baker, EUA]). Los 

geles se colocaron en una cámara de electroforesis horizontal (Bio-Rad, EUA) y se 

sumergieron en amortiguador TAE 1X. Las muestras del ADN se mezclaron con 

amortiguador de carga 6X (50% [p/v], glicerol 1 mM EDTA pH 8.0, 0.25% [p/v] azul 

de bromofenol [Bio-Rad, EUA]). Las condiciones de  electroforesis fueron 130 V, 

durante 30 min. Posteriormente, el gel se tiñó con bromuro de etidio al 0.01% (v/v) 

durante 30 min y las bandas se observaron mediante fotodocumentador 
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(AlphaImager HP, Protein Simple, EUA). Se utilizó el marcador de tamaño 

molecular 1 kb plus (Invitrogen). 

5.3.4 Condiciones de PCR 

 Las condiciones de PCR se llevaron a cabo de acuerdo a Pliego-Arreaga et 

al. (2013). En el Cuadro 4 se muestra la composición de la reacción para PCR.  

Cuadro 4. Composición de la reacción para PCR 

Componente Cantidad (μL) 

H2O grado HPLC estéril 7.35 

Taq Polimerasaa 0.05 

Buffer PCR 1 

MgCl2 (50 mM) 0.3 

dNTP (10 mM) 0.2 

Oligonucleótido 1 0.3 

Oligonucleótido 2 0.3 

ADN templado 0.5 

a Se empleó la Taq DNA polimerasa recombinante 

de Invitrogen, EUA. Todos los reactivos, excepto 

los primers,  fueron de Invitrogen, EUA.  

 

El programa para PCR (Fig. 7) consistió en una temperatura inicial de 94 °C por 5 

min, 35 ciclos con una temperatura de desnaturalización de 94 °C por 30 s, una 

temperatura de alineamiento de 68 °C por 30 s, y una temperatura de extensión de 

72 °C por 1 min, la temperatura final fue de 72 °C por 7 min y una temperatura de 

enfriamiento de 4°C por tiempo indefinido. Los oligonucleótidos empleados fueron 

el podC-S (5’-CCATGGGCCAGTTAAACCCAACGTTT-3’) y podC-A (5’-

AAGCTTCTAGGATTGTCCATTAACCA-3’) sentido y antisentido respectivamente, 

los cuales se sintetizaron por Sigma-Aldrich. 
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Figura 7. Esquema representativo del programa para PCR. Se realizaron 35 ciclos, un ciclo 
estuvo compuesto por 30 s a 94°C, 30 s a 68 °C y 1 min a 72 °C. Adicionalmente antes del inicio 
de los ciclos se calentó a 94 °C por 5 min y al final 72 °C por 7 min. La temperatura de enfriamiento 
fue de 4 °C por tiempo indefinido. Basado en (Pliego-Arreaga et al., 2013) 

5.4 Generación de conservas de las cepas bacterianas  

Con el propósito de obtener inóculos bajo las mismas condiciones a lo largo 

de todo el estudio y disminuir variaciones en los cultivos, se generaron conservas 

de las cepas parental y transformante. La cepa se cultivó en cajas conteniendo 

medio LB en presencia de los antibióticos descritos anteriormente. Las cajas se 

incubaron a 30 °C durante 24 h. De estas cajas se transfirieron 3 colonias aisladas 

a un tubo de ensayo estéril con 5 mL de medio LB con antibióticos, se 

resuspendieron mediante agitación con la ayuda de un vórtex y se incubaron a 37 

°C, 180 rpm durante 6 h. Posteriormente se agregó 10% (p/v) de glicerol y se 

agregaron chaquiras de vidrio estériles. Los tubos se agitaron suavemente hasta 

que las chaquiras se cubrieron completamente con el medio de cultivo. Con una 

asa estéril se tomaron aproximadamente 5 chaquiras y se colocaron  en crio-viales 

o tubos eppendorf de 2 mL, los cuales fueron almacenados a –70 °C en un 

ultracongelador (los cultivos de trabajo se almacenaron a -20 °C) (Studier, 2005). 



22 
 

5.5 Ensayos de expresión de la peroxidasa PodC  

 La cepa  transformante  fue activada como se describió en el numeral 5.3.1. 

EL cultivo obtenido en los 5 mL del medio LB con los antibióticos kanamicina 

(Fluka, EUA) y cloranfenicol (Sigma-Aldrich, EUA) se empleó para inocular 50 mL 

de medio fresco al 2% (v/v). La densidad óptica se monitoreó cada hora a partir de 

la inoculación a una longitud de onda de 600 nm. Cuando se alcanzó una DO= 

0.60 (aproximadamente a las 5.5 h) se realizó la inducción con 1 mM de IPTG o 

2% de lactosa (v/v) (Pliego-Arreaga et al., 2013). Se tomaron muestras de 1 mL de 

cultivo a las 5, 7, 12 y 24 h (después de la inoculación). Las muestras se 

analizaron por electroforesis desnaturalizante en geles de acrilamida (SDS-PAGE) 

(Laemmli, 1970); para lo cual se centrifugaron 5 min a 10 000 rpm y la pastilla se 

disolvió en 300 μL del amortiguador de carga 2X. 

5.5.1 SDS-PAGE 

 La electroforesis se realizó de acuerdo a lo descrito por (Ausubel et al., 

2003)Los geles se prepararon con un %C= 2.6 y un %T= 10 (separador) y %C= 

2.6 y un %T= 3.6 (concentrador). Se empleó la cámara Mini-Protean 3 (Bio-Rad, 

EUA). En el Cuadro 5 se muestran los volúmenes necesarios de cada una de las 

soluciones que se emplearon para la preparación de los geles. Se mezclaron las 

soluciones (excepto el persulfato de amonio [GE Healthcare, EUA] y el tetrametil-

etilen-diamina [TEMED, Invitrogen, EUA]) y se desgasificaron durante 15 min. 

Posteriormente se agregaron el persulfato de amonio y el TEMED. La solución fue 

utilizada inmediatamente para la preparación de los geles. Primero se dejó 

polimerizar el gel separador, una vez que polimerizó se agregó la solución del gel 

concentrador. El gel se acopló en la cámara de electroforesis y se agregó el 

amortiguador de corrida (0.125 M Tris base, 0.96 M glicina, 0.5% SDS). 

Posteriormente las muestras de proteína diluidas 1:1 (v/v) en amortiguador de 

carga 2X (25% Tris-HCl pH 6.8, 20% glicerol, 4% SDS, 0.2% 2-mercaptoetanol, 

0.001% azul de bromofenol, aforar a 100 mL, almacenado a -20 °C en alícuotas de 

1 mL) se cargaron en el gel y se corrió a 15 mA. Se empleó un marcador de bajo 

peso molecular (Amersham GE Healthcare, EUA). Una vez que el azul de 

bromofenol alcanzó el fondo del gel se detuvo la corrida y se procedió a teñir el gel 
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con azul de Coomassie G-250 (Invitrogen, EUA). Los reactivos para electroforesis 

fueron de Bio-Rad, EUA, excepto el 2-mercaptoetanol de Sigma-Aldrich, EUA. 

Cuadro 5.  Composición de las soluciones para obtener geles de 

acrilamida 10% de Ta 

Solución stock Gel separador  Gel concentrador  

30% acrilamida, 0.8% bisacrilamida 5 mL 0.65 

4X Tris-HCl/SDSb 3.75 mL 1.25 

H2O 6.25 mL 3.05 

Persulfato de amonio 10% (p/v)c 0.05 mL 25 μL 

TEMED 0.01 mL 5 μL 

a Volúmenes necesarios para producir 15 mL de gel separador y 5 mL de gel 

concentrador, b gel separador pH=8.8 y gel concentrador pH=6.8, c preparar al 

momento. 

5.5.1.1 Tinción de geles de acrilamida con azul brillante de Coomassie 

 Para teñir los geles éstos se colocaron 15 min en la solución de tinción (50 

% (v/v) metanol, 0.05% (p/v) azul brillante de Coomassie G-250 (Invitrogen, EUA), 

10% (v/v) ácido acético y 40% (v/v) de agua destilada) en agitación constante. 

Posteriormente se realizaron 3 enjuagues con agua destilada y se colocó en 

agitación constante en solución de desteñido (7% (v/v) ácido acético, 5% (v/v) 

metanol y 88% (v/v) agua destilada) y una hoja de papel Kimwipe® hasta que los 

geles se destiñeron. Una vez que los geles fueron desteñidos completamente se 

tomaron fotografías con un fotodocumentador, los geles fueron secados  

5.5.1.2 Aislamiento y solubilización de los cuerpos de inclusión 

 Los cuerpos de inclusión se aislaron y solubilizaron de acuerdo a Pliego-

Arreaga et al. (2013). Las células se cosecharon mediante centrifugación a 4,000 

rpm (5810 R, Eppendorf, EUA)  por 20 min a 4°C, el sobrenadante se desechó. 

Tras colocar los tubos en hielo se agregaron 4 mL de amortiguador de lisis (Tris-

HCl 10 mM pH 8, NaCl 2 M, EDTA 10 mM) por gramo de peso húmedo. 

Posteriormente se sonicó (Vibra-Cell VCX500, EUA) durante 10 min (10 s 

encendido, 15 s descanso) se dejó reposar 10 min en hielo y se repitió la 
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operación; se empleó la sonda de 13 mm para volúmenes de 1 a 10 mL utilizando 

una amplitud de 40%. El lisado celular se centrifugó 20 min a 12,000 rpm a 4 °C y 

el sobrenadante se desechó. En seguida se agregaron 6 mL del amortiguador de 

lavado (Tris-HCl 25 mM pH 8) y se resuspendió el pellet mediante pipeteo, se 

centrifugó a 12,000 rpm a 4 °C por 20 min, se desechó el sobrenadante y se 

repitió el lavado del pellet. Se agregaron 5 mL del amortiguador de solubilización 

(Cloruro de guanidio [GndCl, Sigma-Aldrich, EUA] 6 M, EDTA 1 mM) por gramo de 

pellet y se resuspendió mediante pipeteo evitando la formación de burbujas y se 

colocó en agitación suave a temperatura ambiente durante una hora. 

Posteriormente los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm a 4 °C por un minuto y se 

separó la fracción soluble y se analizó mediante SDS-PAGE. 

5.5.1.3 Plegamiento de PodC 

 PodC fue agregada gota a gota al amortiguador de plegamiento (GndCl 4 

M, glutatión oxidado [GSSG, Sigma-Aldrich, EUA] 0.7 mM, CaCl2 5 mM, Tris-HCL 

50 mM, pH 8). Se agregaron 1.67 mL de amortiguador de plegamiento por cada  

mL de PodC. La mezcla se incubó a 4 °C por 24 h. Se agregó 5 μM de cloruro de 

hemina (MP biomedicals, EUA) disuelta en NaOH 0.1 M y se incubó 2 h a 4 °C  

(Pliego-Arreaga et al., 2013). Se cuantificó la proteína mediante el método de 

Bradford, 1976. 

5.5.1.4 Cuantificación de proteína mediante el método de Bradford 

Se diluyeron entre 10 y 100 μg de proteína en un volumen total de 100 μL 

de H2O en un tubo de ensayo. Si no se conocía la concentración aproximada de la 

muestra, se realizaron una serie de diluciones (1, 1/10, 1/100,1/1000) y se 

prepararon duplicados para cada una de las muestras. Se agregaron 5 mL del 

reactivo para teñir proteínas (100 mg de azul de Coomassie, 50 mL de etanol al 95 

%, 100 mL de ácido fosfórico [J.T. Baker, EUA], aforar con agua destilada hasta 

obtener 1 L) a cada tubo de ensayo mezclando por inmersión o en un vórtex, 

evitando la formación de espuma. Las muestras se midieron a A595nm. Para 

obtener la concentración de proteína en la muestra se realizó una curva estándar 

de seroalbúmina, interpolando los valores en el programa GraphPad Prism. 
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5.5.1.5 Concentración de PodC mediante ultrafiltración 

 PodC replegada fue concentrada mediante ultrafiltración (Celda agitada de 

ultrafiltración 8400, EMD Millipore Amicon, Alemania) empleando membranas de 

con corte de peso molecular de 10 kDa (Millipore, Alemania). Se colocaron 50 mL 

de PodC replegada y se concentró hasta alcanzar un volumen de 10 mL usando 

nitrógeno gas para mantener una presión de 3.51545 Kg/cm2. 

5.5.1.6 Evaluación de la actividad peroxidasa de PodC 

 Se empleó el protocolo para medir actividad peroxidasa con 2,2'-azinobis 

(3-etilbenzotiazolin-6-ácido sulfónico) o ABTS (Sigma-Aldrich, EUA). En una celda 

de poliestireno se agregaron 1.49 mL del sustrato (ABTS 9.1 mM en fosfato de 

potasio monobásico 100 mM, pH 8, 45 °C), 0.05 mL de 0.3 % (p/p)  H2O2 (J.T. 

Baker, EUA) y 0.025 mL de la muestra de enzima. La reacción se monitoreó a 

A405nm por tres minutos contra un blanco donde PodC se reemplazó por 

seroalbúmina (Sigma-Aldrich, EUA). Una unidad de actividad de actividad 

enzimática (U) se definió como los μmol de ABTS consumidos por unidad de 

minuto a pH 8 y 45 °C. El cálculo de la actividad enzimática se realizó empleando 

la siguiente ecuación (Tijssen, 1985): 

                   
𝑉

 𝑣 
∗

1

𝑎.𝑏
∗

𝐴

𝑚𝑖𝑛
= 𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚é𝑡𝑟𝑖𝑐𝑎                               (2) 

Donde: 

V= volumen de reacción (mL) 
v= volumen de la enzima (mL) 
a= coeficiente de extinción molar del ABTS (3.72 mmol-1 mm-1) 
b= espesor de la celda (mm) 
A/min = pendiente 
 

La actividad específica se calculó dividiendo la actividad volumétrica entre la 

concentración de la enzima (mg/mL). 
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5.6 Caracterización cinética de las cepas parental y transformante 

5.6.1 Preparación del inóculo 

El inóculo se preparó en tubos de ensayo de 5 mL, con 3 mL de medio LB, 

con los antibióticos kanamicina y cloranfenicol en las concentraciones 

mencionadas anteriormente. Los tubos de ensayo se inocularon con una chaquira 

de un stock de trabajo de la cepa utilizada y se incubó por 16 h a 37 °C con una 

agitación de 200 rpm. Una vez que se obtuvo el inóculo se midió la DO (utilizando 

como blanco medio de cultivo sin inocular) y se agregó el volumen necesario a 5 

mL del medio de cultivo para alcanzar una DO de 0.01 y se incubó a 37 °C a 200 

rpm. 

5.6.2 Cinéticas de crecimiento microbiano 

 Las cinéticas de crecimiento se realizaron en matraces Erlenmeyer de 250 

mL, con 125 mL de medio de cultivo adicionado con kanamicina y cloranfenicol, 

inoculando el  medio para alcanzar una DO de 0.1, como se describió antes. El 

cultivo se mantuvo a 37 °C con una agitación de 200 rpm, midiendo la DO cada 

hora durante 12 h. Los datos se analizaran mediante los programas GraphPad 

Prism v.5 y JMP v.9. 

5.6.3 Efecto de la inducción de la producción de PodC con IPTG o lactosa 

sobre los parámetros cinéticos de la cepa transformante 

 Se evaluó el efecto de la inducción de la producción de PodC con 1 mM de 

IPTG y 2% de lactosa (p/v) sobre los parámetros cinéticos μ y td de la cepa 

transformante. Las cinéticas se realizaron en medio LB en matraces Erlenmeyer 

de 250 mL, con 125 mL de medio de cultivo adicionado con los antibióticos 

kanamicina y cloranfenicol. El medio se inoculó a una DO de 0.1, midiéndose cada 

hora durante 12 h. El cultivo se mantuvo a 37 °C con una agitación de 200 rpm. 

Una vez que se alcanzó una DO= 0.600 (aproximadamente a las 5.5 h) se 

adicionó el inductor. Los datos se analizaron mediante los programas GraphPad 

Prism v.5 y JMP v.9. 
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5.6.4 Efecto de la concentración de glucosa y sulfato de magnesio sobre los 

parámetros cinéticos de la cepa transformante 

 El efecto de las concentraciones de glucosa (0.5% y 0.05%; p/v) y sulfato 

de magnesio (MgSO4) (1 mM y 2 mM) sobre los parámetros cinéticos μ y td  de la 

cepa parental se evaluaron mediante un diseño factorial 22 completamente 

aleatorizado, con dos réplicas. Las variables respuesta fueron μ y td  calculadas a 

partir de la fase exponencial. Las cinéticas de crecimiento se realizaron como en el 

apartado 5.6.3 y las muestras fueron analizadas mediante SDS-PAGE.  

5.7 Producción de PodC mediante cultivo en lote y por auto-inducción 

en biorreactor 

5.7.1 Modelamiento de la fermentación de la cepa transformante 

 Para realizar el modelamiento de la cepa transformante se evaluaron  μ  y 

td,  usando la ecuación de crecimiento exponencial, el rendimiento en 

biomasa/sustrato (𝑌𝑥
𝑠⁄ ), el rendimiento de producto/sustrato (𝑌𝑝

𝑠⁄  ), el rendimiento 

de producto/biomasa (𝑌𝑝
𝑥⁄ ), la velocidad específica de formación de producto (qp) 

y la productividad volumétrica (Qp). Las ecuaciones empleadas para el cálculo de 

dichos parámetros fueron: 

 

a) Ecuación de crecimiento exponencial                 

                            Y=Y0  exp((μ)(x))                                                            (2) 

Dónde:  
Y0 = El valor de Y, t= 0 
x = tiempo 
 
 
 

b)  

                               𝜇 =  
𝐼𝑛2

𝑡𝑑
                                       (3) 
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c)  

                         𝑡𝑑 =  
𝐼𝑛2

𝜇
                           (4) 

 

d) Rendimiento de biomasa/sustrato (𝑌𝑥
𝑠 ⁄ ) 

          

            𝑌𝑥
𝑠⁄ =  

𝑔 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 (𝑥𝑚á𝑥)

𝑔 𝑑𝑒 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜
                            (5) 

 
Donde: 
xmáx = biomasa producida durante la fermentación 

 

 

e) Rendimiento  de producto/sustrato (𝑌𝑝
𝑠⁄   ) 

 

          𝑌𝑝
𝑠⁄ =  

𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜

𝑔 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑒𝑚𝑝𝑙𝑒𝑎𝑑𝑜
                                      (6) 

 

f) Rendimiento de producto/biomasa (𝑌𝑝
𝑥⁄ ) 

          

        𝑌𝑝
𝑥⁄ =

𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜

𝑔 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 (𝑥𝑚á𝑥)
                                             (7) 

 

 

g) Velocidad específica de formación de producto (qp) 

                      𝑞𝑝 =  (𝑌𝑝
𝑠⁄ ) (𝜇)                                                      (8) 
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h) Productividad volumétrica (Qs) 

              𝑄𝑠 =  
𝑔

𝐿 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜⁄

𝑡 (ℎ) 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜
                             (9) 

5.7.2 Cuantificación de la producción de PodC  

 La cuantificación de  PodC se realizó utilizando el kit para proteínas con 

cola de histidinas (His-Tag Protein ELISA kit, Cell Biolabs, EUA) y se empleó el 

protocolo descrito por los proveedores. Se recubrieron los pozos de una 

microplaca con 100 μL de conjugado de polihistidina diluido 1:1000 en la solución 

de recubrimiento del conjugado y se incubó por 12 h a 4 °C. Se eliminó la solución 

de recubrimiento y se enjuagaron los pozos con agua destilada. Se volteó la 

microplaca y se removió el exceso de agua golpeando suavemente sobre una 

toalla de papel. Se agregaron 200 μL de diluyente de ensayo a cada pozo y se 

bloqueó por 1 h a temperatura ambiente, después la placa se almacenó a 4 °C y 

se removió el diluyente de ensayo. Se agregaron 50 μL de las muestras, cuya 

concentración de proteína se evaluó (Bradford, 1976) y se incubó por 10 min a 

temperatura ambiente en agitador orbital a 100 rpm. Después se agregaron 50 μL 

del anticuerpo monoclonal Anti-6xHis en una dilución 1:100 a cada pozo y se 

incubó por 2 h a temperatura ambiente en agitador orbital. Se lavaron los pozos 5 

veces con 250 μL de amortiguador de lavado 1X y se secó el exceso. Se 

agregaron 100 μL del conjugado HRP-anticuerpo secundario en una dilución 

1:1000 y se incubó por una hora en un agitador orbital. Se lavaron los pozos 5 

veces con amortiguador de lavado 1X. Se agregaron 100 μL de la solución 

sustrato (aclimatar a temperatura ambiente antes de adicionarse) a cada pozo y se 

incubó por 20 min en agitador orbital y se detuvo la reacción enzimática 

agregando 100 μL de solución de paro en cada uno de los pozos. Se midió la A450. 

5.7.3 Producción de PodC en biorreactor mediante cultivo en lote 

5.7.3.1 Preparación del inóculo 

El pre-inóculo se preparó como se describe en el numeral 5.4.1, una vez 

que se obtuvieron las células estas se inocularon en matraces de 250 mL con 30 
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mL de caldo LB con los antibióticos mencionados anteriormente en la cantidad 

necesaria  para obtener una DO = 0.05 y se incubó durante toda la noche a 37 °C 

con una agitación de 200 rpm. Se inoculó un matraz de  500 mL con 300 mL del 

medio seleccionado para las fermentaciones adicionado con antibióticos con el 

volumen necesario para alcanzar una DO=0.01 y el cultivo se incubó durante una 

noche a 37 °C con una agitación de 200 rpm. Se agregó el volumen necesario del 

cultivo para alcanzar una DO inicial = 0.01 en el medio de cultivo del biorreactor. 

5.7.3.2 Condiciones de cultivo por lote 

 El cultivo por lote se realizó en medio LB con los antibióticos kanamicina y 

cloranfenicol a 37 °C con agitación de 200 rpm con pH inicial= 7 y una inyección 

de aire inicial de 3 L/min. La inducción se llevó a cabo al alcanzar una DO 0.8 y 

se dejó fermentar por 12 horas, de acuerdo a lo reportado por (Pliego-Arreaga et 

al., 2013)Se empleó un biorreactor de 5 L (Applikon, EUA) el cual cuenta con un 

sistema de control que consta del Biocontrolador ADI1030, la Bioconsola ADI1035 

y el software BioXpert v2. 

5.7.4 Producción de PodC en biorreactor mediante cultivo por auto-

inducción 

5.7.4.1 Condiciones de cultivo por auto-inducción 

 Las condiciones para el cultivo por auto-inducción fueron las siguientes 

volumen inicial del cultivo = 3 L, agitación = 200 rpm, pH = inicial de 7 y una 

inyección de aire inicial de 3 L/min. No se controló ni el oxígeno disuelto ni el pH. 

Se empleó el medio de cultivo ZYM-5052, empleando el mismo biorreactor. 

  

5.8 Purificación de PodC mediante cromatografía de afinidad a metal 

inmovilizado (IMAC) 

 La proteína replegada se purificó por IMAC utilizando columnas pre-

empacadas con Sefarosa 6, precargada con Ni (His Trap FF, GE, EUA). Se 

eliminó el etanol de la columna inyectando 5 volúmenes de columna (vdc) de agua 

destilada. La columna se equilibró con 5 vdc de amortiguador de unión (fosfato de 
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sodio 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol (Fisher, EUA) 30 mM, pH 7.4). Se inyectó la 

muestra (1 a 5 mL dependiendo de la concentración de proteína) y se lavó 

extensivamente la columna con 15 vdc de amortiguador de unión. La proteína se 

eluyó en un solo paso con 5 vdc de amortiguador de elusión (fosfato de sodio 20 

mM, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM, pH 7.4). Se recolectaron fracciones de 0.5 

mL, a las cuales se les medió la A280 y se analizaron mediante SDS-PAGE. Se 

determinó la proteína total purificada por el método de Bradford y se midió 

actividad mediante el método de ABTS. 

5.9 Análisis estadísticos 

 El análisis estadístico se llevó a cabo usando t-student para comparaciones 

entre dos medias con un intervalo de confianza del 95%, mientras que para 

comparaciones múltiples  se empleó la prueba de Tukey con α= 0.05. Se usó  el 

programa GraphPad Prism v. 5. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1 Expresión de la peroxidasa recombinante PodC en la cepa E. coli Rosetta 

2 transformada con la construcción pET28b::podC 

6.1.1 Extracción de ADN plasmídico 

 En la Fig. 8 se muestra la electroforesis del aislamiento de ADN plasmídico 

de cultivos de la cepa transformante provenientes de diferentes colonias aisladas 

utilizando el kit Qiaprep Miniprep. Las diferentes bandas que se observan pueden 

deberse a la presencia de diferentes plásmidos así como a sus isoformas 

topológicas (Schmidt et al., 2001).  

 

Figura 8. Electroforesis del ADN plasmídico en gel de agarosa al 1%. Carriles: I, Marcador de 
tamaño molecular (1Kb plus de Invitrogen); II, III, IV y V, ADN plasmídico extraído de cultivos 
provenientes de diferentes colonias aisladas de la cepa pET28b::podC::Rosetta 2; VI, ADN 
plasmídico de un cultivo proveniente de una colonia aislada de la cepa Rosetta 2. 
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La cepa transformante contiene al plásmido pRARE2 (4,684 pb), el cual es 

empleado para superar problemas en la producción de proteínas recombinantes 

provocados por la diferencia entre la preferencia de codones de E. coli  y el 

organismo al que pertenece la proteína de interés (Novy et al., 2011). 

 Por otro lado, el plásmido pET28b es el vector de expresión con el cual se 

diseñó la construcción pET28b::podC (6,290 pb), la cual contiene el gen de 

peroxidasa de nabo podC (Pliego-Arreaga et al., 2013).  

La presencia de ambos plásmidos explica la aparición de dos bandas, 

mientras que las otras bandas podrían ser las tres formas topológicas (compacta 

super-enrrollada, relajada circular o linearizada) en las cuales los plásmidos 

pueden ser amplificados en E. coli (Maucksch et al., 2013). 

6.1.2 Detección del gen podC en la cepa transformante 

 Una vez que se obtuvo el ADN plasmídico, este se empleó como plantilla 

para realizar PCR del gen podC. Se encontró que de los cuatro cultivos, 

únicamente se logró amplificar el fragmento del tamaño esperado de una sola 

colonia aislada, a partir de la cual se realizaron las conservas de la cepa 

transformante con las que se trabajó durante el proyecto. El tamaño del gen podC 

es de 922 pb (Pliego-Arreaga et al., 2013). En la Fig. 9 se muestra la electroforesis 

de los productos de PCR, en el carril III se observa un amplicón del tamaño 

esperado. 

6.1.3 Ensayos de expresión de PodC con IPTG o lactosa 

Debido a que la producción de la peroxidasa recombinante PodC se encuentra 

bajo el promotor T7lac fue necesario emplear un inductor para su expresión. El 

IPTG es un inductor estable del promotor T7, utilizado en el laboratorio para la 

expresión de proteínas recombinantes (Christensen y Eriksen, 2002; Marbach y 

Bettenbrock, 2012) debido a que no es metabolizable por E. coli (Dekel y Alon, 

2005; Su et al., 2015) 
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Figura 9. Electroforesis de los productos de PCR en gel de agarosa al 1%. Carriles: I, 
Marcador de tamaño molecular (1Kb plus de Invitrogen); II, III, IV y V, Productos de PCR de los 
cultivos de la cepa transformante. En el círculo azul se observa el fragmento amplificado con un 
tamaño molecular de 922 pb; VI, Producto de PCR de la cepa Rosetta 2; VII, Control negativo. 

 

Por lo que el IPTG tiene algunas ventajas sobre otros inductores 

metabolizables (p. ej. lactosa); ya que permite que la concentración del inductor 

sea constante, además que para que actúe como inductor no requiere 

transformaciones, dando como resultado una mayor expresión de la proteína 

recombinante (Donovan et al., 1996; Kilikian et al., 2000). No obstante, debido a 

su alto costo y toxicidad su uso se ve limitado a fermentaciones realizadas en 

pequeña escala (Jonasson et al., 2002; Aucoin et al., 2006).  

Una alternativa para el uso del IPTG es el uso de la lactosa como inductor. 

La lactosa es un carbohidrato metabolizable, el cual necesita ser transformado a 

su isómero alolactosa para actuar como inductor (Eames y Kortemme, 2012), por 
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lo que puede provocar una inducción moderada en comparación con la inducción 

fuerte causada por el IPTG (Su et al., 2015).  

No obstante, la inducción de proteínas recombinantes puede variar de 

acuerdo al tipo del inductor (Kim et al., 2007) y al sistema de expresión empleado, 

siendo necesario probar ambos inductores para la elección del mismo. Ésta 

elección es importante especialmente cuyo se pretende producir la proteína en 

procesos a gran escala ya que la lactosa ofrece ventajas sobre el IPTG (Donovan 

et al., 2000) debido a su bajo costo y toxicidad nula (Baneyx, 1999; Pei et al., 

2011). 

 

Figura 10. SDS-PAGE de la inducción de la producción de la peroxidasa PodC con 1 mM de 
IPTG. Carriles: I, marcador de bajo peso molecular (LMW Ahmersam, GE); II, células parental 
cosechadas  24 h después de la inoculación (sin inducir); células transformantes: III, cosechadas 
24 h después de la inoculación (sin inducir); IV, cosechadas 5 h después de la inoculación; V, 
cosechadas 1 h después de la inducción; VI, cosechadas  5 h después de la inducción; VII, 
cosechadas 16.5 h después de la inducción. 

 

Al realizar los ensayos de la expresión de PodC se observó que la 

inducción con 1 mM de IPTG provoca un aumento en la expresión de la proteína a 
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través del tiempo (Fig. 10). Se observa la proteína de interés, con un peso 

molecular aproximado a 37 kDa (carriles III-VII); en el control negativo (carril II) se 

observa una proteína que aproximadamente tiene el mismo peso molecular, esto 

puede deberse a la presencia de una proteína nativa con un peso molecular 

similar al de PodC.  

De igual manera, cuyo se realizó la inducción con 2% de lactosa (p/v) se 

observó que la inducción de la expresión de la proteína también aumenta a 

medida que aumenta el tiempo de inducción (Fig. 11). Por lo tanto, la lactosa fue 

considerada un inductor igualmente efectivo al IPTG para la inducción de la 

expresión de la peroxidasa PodC, siendo un inductor viable para su producción a 

mayor escala, lo cual concuerda con lo reportado por (Pliego-Arreaga et al., 2013).  

Se observa la proteína de interés con un peso molecular aproximado a 37 kDa 

(carriles III-VII). 

 

Figura 11. SDS-PAGE de la inducción de la producción de la peroxidasa PodC con 2% de 
lactosa (v/v). Carriles: I, marcador de bajo peso molecular (LMW Ahmersam, GE); II, Células de 
parentales cosechadas 24 h después de la inoculación (sin inducir); células transformantes: III, 
cosechadas 24 h después de la inoculación (sin inducir); IV cosechadas 5 h después de la 
inoculación; V, cosechadas 1 h después de la inducción; VI, cosechadas 5 h después de la 
inducción; VII, cosechadas 16.5 h después de la inducción. 
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6.2 Caracterización de la cinética de crecimiento de las cepas parental 

y transformante  

6.2.1 Curva de crecimiento de las cepas parental y transformante 

La dinámica de crecimiento (Fig. 12) de ambas cepas, concuerda con el 

modelo de crecimiento diaúxico,  caracterizado por tener dos fases exponenciales 

separadas por una fase en la cual la velocidad de crecimiento es mínima, causado 

por el consumo subsecuente de dos nutrientes (Mostovenko et al., 2011). Dicho 

comportamiento podría deberse al consumo de  los nutrientes del medio de cultivo 

LB seguido por el  consumo del acetato producido por su metabolismo. La 

capacidad para producir y consumir acetato ha sido reportada anteriormente para 

la cepa de E. coli BL21(DE3), la cual es la cepa parental de E. coli Rosetta 2 

(Castaño-Cerezo et al., 2014; Wang et al., 2014). No obstante, para comprobar si 

el comportamiento diáuxico es causado por la producción y consumo de acetato 

es necesario realizar su cuantificación en los cultivos transformantes. 

Debido al comportamiento diáuxico de las cepas fue necesario dividir a la 

cinética en dos fases, la primera entre 0-5 h y la segunda entre 5-12 h, ésta 

división permitió analizar cada una de las fases con la ecuación de crecimiento 

exponencial. 

Al realizar la comparación entre los parámetros cinéticos μ y td de las cepas 

parental y transformante durante la primera fase (Fig. 13) se observó que la 

transformación de la cepa parental tuvo un efecto negativo sobre su dinámica de 

crecimiento, obteniendo un valor de μ 17.74% mayor al de la cepa transformante y 

una td  17.91% menor. Esto sugiere que la cepa parental crece más rápido que la 

transformante durante las dos fases (Cuadro 6). El crecimiento de la cepa 

transformante se inhibió debido a la presencia de la construcción genética 

pET28b::podC. El efecto negativo de los plásmidos sobre el crecimiento de E. coli 

ha sido reportado anteriormente (Hoffmann y Rinas, 2004; Carneiro et al., 2013) y 

se cree que se debe al gasto metabólico causado por la expresión de las proteínas 
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codificadas en los plásmidos. Esta inhibición puede incluso observarse antes de la 

inducción de la expresión de la proteína objetivo, debido a que  la replicación y el 

mantenimiento  del plásmido induce estrés metabólico en E. coli (Silva et al., 

2012). 

 

Figura 12. Curva de crecimiento de las cepas parental y transformante. Se observó que ambas cepas 

tuvieron un comportamiento diáuxico, la fase de desaceleración se mostró de la hora 5 a la 6, aunque dicho 

comportamiento es más evidente para la cepa transformante. 

 

Cuadro 6. Parámetros cinéticos de las cepas parental y transformante en medio LB 

Primera fase de crecimiento Segunda fase de crecimiento 

Parental Transformante Parental Transformante 

μ (h
-1

)
 

td (h) μ (h
-1

)
 

td (h) μ (h
-1

)
 

td (h) μ (h
-1

)
 

td (h) 

0.62±0.011 1.10±0.020 0.51±0.014 1.34±0.037 0.09±0.003 7.28±0.291 0.06±0.001 10.26±0.163 
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Figura 13. Comparación de los parámetros cinéticos μ y td de las cepas parental y 
transformante en medio LB. Primera fase de crecimiento: A) constante de velocidad de 
crecimiento, B) tiempo de duplicación; Segunda fase de crecimiento: C) constante de velocidad de 
crecimiento, D) tiempo de duplicación. 

 

6.2.2 Efecto de la inducción de la expresión de PodC con lactosa o IPTG, 

sobre el crecimiento de la cepa transformante 

 Pliego-Arriaga et al. (2013), emplearon diferentes concentraciones de 

lactosa para inducir la expresión de PodC, encontrando que la concentración con 

una mayor eficiencia de expresión era al 2% (p/v) de lactosa, además realizaron 

ensayos de expresión con 1 mM del inductor IPTG concluyendo que la lactosa era 

un inductor aún más eficiente que el IPTG.  
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No obstante, no se había analizado el efecto que tiene la inducción de la 

expresión de PodC sobre los parámetros cinéticos de la cepa transformante, por lo 

que era importante analizarlo para completar su caracterización cinética (Fig. 14).  

 
Figura 14. Efecto de la inducción sobre la curva de crecimiento de la cepa transformante. La 
inducción con 2% de lactosa o 1 mM de IPTG se realizó a las 5 horas y media después de inocular 
los medios de cultivo, al  alcanzar una DO = 0.600. 

 

La inducción con IPTG remarcó el comportamiento diáuxico, mientras que 

la inducción con lactosa hizo que el comportamiento diáuxico casi desapareciera. 

Sin embargo, fue necesario analizar los parámetros cinéticos μ y td (Cuadro 7) 

para comprobarlo. Al realizar la comparación entre los parámetros cinéticos 

obtenidos (Fig. 15) se comprobó que la inducción con lactosa mejoró 

aproximadamente 30% los parámetros cinéticos de la cepa transformante, 

mientras que la inducción con IPTG tuvo como efecto un crecimiento 1.6 veces 

más lento posiblemente por su efecto tóxico, lo cual puede deberse que a 
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diferencia del IPTG, la lactosa es un inductor metabolizable, por lo que una vez 

que se encuentra dentro de la célula es transformado a glucosa y galactosa por 

acción de la β-galactosidasa  (Lewis, 2013), por lo que puede ser empleada como 

fuente de carbono. 

Figura 15. Comparación de los parámetros cinéticos μ y td de la cepa transformante bajo 
diferentes inductores. a) Constante de velocidad de crecimiento, b) tiempo de duplicación. 

 

Cuadro 7. Parámetros cinéticos de las cepa transformante bajo diferentes inductores 

Sin inductor Lactosa IPTG 

μ (h
-1

)
 

td (h)
 

μ (h
-1

) td (h)
 

μ (h
-1

)
 

td (h) 

0.066±0.001 10.44±0.218 0.092±0.004 7.50±0.326 0.057±0.002 12.16±0.498 

 

 Debido a que la lactosa mejoró los parámetros cinéticos de crecimiento de 

la cepa transformante, además de ser un inductor eficaz para la producción de la 

peroxidasa recombinante fue elegida como inductor para la producción de la 

enzima recombinante mediante cultivo en lote y por auto-inducción. 
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6.2.3 Efecto de las concentraciones de glucosa y sulfato de magnesio sobre 

los parámetros cinéticos de la cepa transformante 

 El medio de cultivo LB es un medio rico que ha sido empleado para la 

producción de proteínas recombinantes (Broedel Jr et al., 2001). No obstante, su 

formulación tradicional contiene únicamente trazas de fuentes de carbono, por lo 

que la adición al medio de cultivo con glucosa y algunos cationes divalentes (p.ej. 

Mg2+) (Rosano y Ceccarelli, 2014), así como la variación de otros de sus 

componentes pueden mejorar la producción de proteínas recombinantes 

(Sivashanmugam et al., 2009; Marini et al., 2014). Es por esto, que se evaluaron 

los parámetros cinéticos μ y td bajo diferentes concentraciones de glucosa y 

MgSO4 (Fig. 16). Los mejores parámetros cinéticos se obtuvieron en el tratamiento 

1, donde la concentración de glucosa fue de 0.05% (p/v) y 1 mM de MgSO4. 

 

Figura 16. Parámetros cinéticos de la cepa transformada con diferentes concentraciones de 
glucosa y MgSO4. A) Tiempo de duplicación obtenidos con los diferentes tratamientos; B) 
constante de velocidad de crecimiento, obtenidas con los diferentes tratamientos. Tratamientos: 1= 
0.5% de glucosa y 1 mM de MgSO4, 2= 0.05% de glucosa y 2mM de MgSO4, 3= 0.05% de glucosa 
y 1 mM de MgSO4, 4= 0.5% de glucosa y 2 mM de MgSO4. Los porcentajes fueron p/v. 
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 Analizando  el diseño experimental, se encontró que la concentración de glucosa 

y su interacción con la concentración de MgSO4 fueron significativas (Cuadro 8) 

para ambas variables respuesta, al obtener un valor F < 0.0001, la concentración 

de glucosa tuvo mayor significancia al obtener las mayores proporciones F para 

ambas variables respuesta. El perfil de interacciones se muestra en la Fig. 17,  

donde el nivel superior de glucosa y el inferior de MgSO4 mostraron las mejores 

variables de respuesta. Además el MgSO4 únicamente es significativo si la 

glucosa se mantiene en el nivel superior. Los parámetros cinéticos mejoraron por 

la adición de glucosa y MgSO4 al medio LB, por lo que ambos nutrientes tienen un 

efecto positivo sobre la cinética de crecimiento del microorganismo (Fig. 18). Esto 

concuerda con lo mencionado anteriormente por (Shiloach y Fass, 2005; Rosano y 

Ceccarelli, 2014), quienes recomiendan la suplementación con glucosa, glicerol y 

cationes como el magnesio para producción de proteínas recombinantes en E. 

coli, ya que permiten alcanzar altas densidades celulares y mejorar la 

productividad volumétrica de los cultivos. No obstante, fue necesario analizar las 

muestras de los cultivos para corroborar la acumulación de PodC en las células 

(Figs. 19 y 20). 

Figura 17. Perfil de interacciones de los factores [Glucosa] y [MgSO4]. a) Perfil de 
interacciones para el tiempo de duplicación (Td= td); b) perfil de interacciones para la constante de 
velocidad de crecimiento (K= μ). Rojo= Nivel inferior, Azul= Nivel superior. Se desea que el td 

disminuya y que la μ incremente. 
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Figura 18. Comparación de los parámetros cinéticos de la cepa transformante en medio LB y 
medio LB suplementado. a) Constante de velocidad de crecimiento, b) tiempo de duplicación. 
LB= medio LB, LB+S= medio LB suplementado con 0.5% (v/p) de glucosa y 1 mM de MgSO4. 

 

El mejor tratamiento (glucosa 0.5% /p/v y MgSO4 1 mM) no permitió la 

producción de PodC (Fig. 19), mientras que el tratamiento con glucosa 0.05% y 

MgSO4 1 mM (Fig. 20) muestra apenas una pequeña banda correspondiente a 

PodC, lo que indica que la inducción con lactosa cuyo hay presencia de glucosa 

no es tan efectiva como la inducción en ausencia de glucosa. Esto puede ser 

consecuencia del fenómeno metabólico conocido represión catabólica por carbono 

(CCR), el cual controla el orden en el que se metabolizan las diferentes fuentes de 

carbono (Kremling et al., 2015).  



45 
 

 

Figura 19. SDS-PAGE de la inducción de la producción de la peroxidasa PodC en presencia 
de glucosa 0.5% (p/v) y MgSO4 1mM. Carriles: I, marcador de bajo peso molecular (LMW 
Ahmersam, GE); II, células parentales cosechadas 24 h después de la inoculación (sin inducir); 
células transformantes: III, cosechadas  24 h después de la inoculación (sin inducir); IV 
cosechadas 5 h después de la inoculación; V, cosechadas 1 h después de la inducción; VI, 
cosechadas 5 h después de la inducción; VII, cosechadas  16.5 h después de la inducción. 

 

 

Figura 20. SDS-PAGE de la inducción de la producción de la peroxidasa PodC en presencia 
de glucosa 0.05% (p/v) y MgSO4 1mM. Carriles: I, marcador de bajo peso molecular (LMW 
Ahmersam, GE); II, células parentales cosechadas 24 h después de la inoculación (sin inducir); 
células transformantes: III, cosechadas  24 h después de la inoculación (sin inducir); IV 
cosechadas 5 h después de la inoculación; V, cosechadas 1 h después de la inducción; VI, 
cosechadas 5 h después de la inducción; VII, cosechadas  16.5 h después de la inducción. 
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6.3 Comparación de la producción de PodC mediante cultivo en lote y 

por auto-inducción en biorreactor 

6.3.1 Monitoreo de las fermentaciones 

 Para la comparación de la producción de PodC mediante cultivo en lote vs. 

auto-inducción se llevaron a cabo al menos dos fermentaciones por cada tipo de 

cultivo y las fermentaciones fueron monitoreadas por el software BioXpert v.2.  En 

la Fig. 21 se muestran las gráficas del monitoreo de pH, oxígeno disuelto (OD), 

DO y temperatura (T).  

La T se mantuvo constante durante ambas estrategias de cultivo,  siendo lo 

esperado debido al control de T del biorreactor. Con respecto al OD, este 

comenzó a disminuir en ambos tipos de cultivos cuyo comenzó la fase exponencial 

de crecimiento probablemente debido al aumento en la demanda de oxígeno, 

causado por un aumento en la concentración de biomasa (Cárcamo et al., 2014). 

Lo anterior concuerda con los resultados de (Riedel et al., 2013), quienes 

reportaron que la mayor demanda de oxígeno por célula, en diferentes cultivos 

bacterianos incluyendo  E. coli,  ocurrió durante la fase exponencial, mientras que 

la menor demanda de oxígeno fue durante la fase estacionaria. 

Por otro lado, el pH disminuyó de 6.9 a 6.3 durante el cultivo por auto-

inducción (Fig. 21-B), mientras que en el cultivo por lote la disminución en el pH 

fue de 7 a 5.8. Los cambios durante la fermentación mediante auto-inducción 

fueron menores a los observados durante el cultivo por lote, pudiendo deberse a 

que el medio auto-inductor es un medio con amortiguador de pH. La causa más 

probable de acidificación del medio de cultivo durante las fermentaciones es la 

acumulación en el medio de subproductos metabólicos, principalmente de acetato, 

ya que ha sido reportado como una de las principales causas de acidificación del 

medio de cultivo durante la producción de proteínas recombinantes (Eiteman y 

Altman, 2006; Lara, 2011; Riedel et al., 2013; Leone et al., 2015). 
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Figura 21. Monitoreo de OD, pH, DO y T durante la fermentación. A) Cultivo por lote, B) cultivo 
por auto-inducción. La T se muestra en °C, el OD en %, el pH y la DO en unidades. 

 

Figura 22. Parámetros cinéticos de los cultivos por lote y auto-inducción. A) Tiempo de 
duplicación, B) constante de velocidad de crecimiento 
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El parámetro DO fue empleado para evaluar la cinética de crecimiento de la 

cepa transformante bajo éstos dos métodos de cultivos (Fig. 22), encontrando que 

no hubo diferencias significativas en μ  y td. Esto podría deberse a que la cantidad 

de glucosa (0.05% [p/v]) del medio auto-inductor fue muy pequeña para hubiera 

una diferencia significativa en los parámetros cinéticos de ambos cultivos. 

6.3.2 Rendimientos de la fermentación 

 Se calcularon los rendimientos de las fermentaciones (Fig. 23) empleando 

ambas estrategias de cultivo, encontrando que la estrategia de cultivo por auto-

inducción tuvo un mejor (Yx/s), pudiendo deberse a que el medio de cultivo auto-

inductor contiene glucosa como fuente de carbono y a que el tiempo de 

fermentación fue del doble.  

Figura 23. Rendimientos de la fermentación. A) Rendimiento biomasa/sustrato (g de biomasa/g 
de medio de cultivo), B) rendimiento producto/sustrato (g de PodC/g de medio de cultivo), C) 
rendimiento PodC/biomasa (g de PodC/g de biomasa). 

  

No obstante, el cultivo por lote mostró mejores (Yp/s) y (Yp/x), lo cual fue una 

sorpresa ya que se esperaba que el cultivo auto-inductor mostrara mejores 
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rendimientos de cultivo. Además se evaluaron la qs y la Qp (Fig. 24), al igual que 

los rendimientos que involucraban al producto, el cultivo por lote obtuvo mejores 

resultados, lo que indica que el mejor tipo de cultivo para la producción de PodC 

es el cultivo por lote, lo que nos indica que la hipótesis que nos habíamos 

planteado inicialmente no fue correcta. Esto podría deberse a que uno de los 

objetivos de emplear el cultivo por auto-inducción es alcanzar altas densidades 

celulares alcanzando la saturación del medio a las 24 h de cultivo a DO= 12 

(Studier, 2005b). Sin embargo, la saturación del medio a las 24 h de nuestro 

cultivo fue DO=2.186±0.018 la cual fue muy similar a la del medio LB a las 12 h a 

DO=  2.057±0.032. Studier, (2005) observó que la aireación también era 

importante para alcanzar altas densidades celulares y producción de la proteína 

objetivo empleando el cultivo por auto-inducción a nivel matraz,  además (Mayer et 

al., 2014) emplean una agitación que aumenta de 536 a 1000 rpm. Por lo que la 

agitación que empleamos (200 rpm) pudo haber afectado negativamente al cultivo. 

Figura 24. qp y Qs de los cultivos en biorreactor. A) Velocidad de formación de producto (h
-1

), B) 

productividad volumétrica (g/L h
-1

). 
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Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas entre los dos 

métodos de cultivo empleados en la qp, lo que podría indicar que la velocidad de 

formación de PodC es independiente al método de cultivo empleado para la 

producción de PodC. 

6.3.3 Proceso de producción de PodC río debajo de la fermentación 

 El proceso de producción de PodC río abajo implica el aislamiento y 

solubilización de los cuerpos de inclusión (Fig. 25), el replegamiento de PodC 

soluble y la purificación de la misma. En el Cuadro 9 se muestra la concentración 

de proteína en cada uno de los pasos. Cerca del 30% de la proteína total 

corresponde a la producción de PodC, lo cual es 10% mayor a la producción de 

HRP en E. coli (Lin et al., 1999). En cuanto a la producción de PodC únicamente 

se había reportado el rendimiento al final del bioproceso de 36 mg/L (Pliego-

Arreaga et al., 2013), en comparación con el cual, el rendimiento final de los 

cultivos por lote (84.84±0.84 mg/L) y por auto-inducción (175.4±1.39 mg/L) fueron 

significativamente mayores (Cuadro 9).   

 

Cuadro 9. Concentración de proteína a lo largo del proceso de producción 

Cultivo por lote Cultivo por autoinducción 

Muestra 

(Lisado 

celular) 

Proteína 

(g/L) 

Rendimiento 

(%) 

Muestra 

(Lisado 

celular) 

Proteína 

(g/L) 

Rendimiento 

(%) 

Total 10.19±0.14 100 Total 11.85±0.21 100% 

PodCa* 2.845±0.015 27.92 PodCa* 3.395±0.044 28.64 

PodC-Rb 0.600±0.014 21.09 PodC-Rb 0.702±0.022 20.68 

PodC-Pc 0.084±0.010 2.96 PodC-Pc 0.175±0.014 5.16 

a Cuantificado con el kit de ELISA His-tag protein, b PodC replegada, c PodC purificada, * Se 

tomó como el 100% de proteína recombinante para calcular los porcentajes de PodC-R y 

PodC-P. 
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 Sin embargo, en el proceso de solubilización y purificación de la proteína se 

perdió cerca del 96% de proteína recombinante durante ambos tipos de cultivo, 

por lo que sería importante realizar una optimización tanto para el proceso de 

solubilización de los cuerpos de inclusión como de la purificación para maximizar 

los rendimientos del proceso. En el análisis SDS-PAGE del aislamiento y 

solubilización de los cuerpos de inclusión (Fig. 25) se observa que bajo las 

condiciones de solubilización una cantidad significativa de PodC continúa siendo 

insoluble al final del proceso. 

La actividad de PodC se evaluó en dos puntos del proceso: después del 

replegamiento y después de la purificación (Cuadro 10), encontrando que la 

actividad de PodC era 2.8 veces mayor, en ambas etapas del proceso de 

producción, cuando había sido producida por cultivo en lote, por lo cual se 

recomienda continuar la producción de PodC empleando esta estrategia de 

cultivo.  

  

La actividad de PodC-R sin purificar de ambos cultivos, fue menor a lo 

reportado por Pliego-Arriaga et al. (2013) de 265.79 U/mg, no obstante, los valores 

de PodC purificada producida por cultivo en lote fueron comparables a los 

reportados anteriormente de 1004.6 (U/mg), logrando obtener una mayor cantidad 

de PodC con una actividad específica similar a lo anteriormente reportado (Pliego-

Arriaga et al., 2013). 

 

Cuadro 10. Actividad peroxidasa de PodC (U/mg) 

Cultivo por lote Cultivo por auto-inducción 

Replegada  Purificada Replegada Purificada 

138.22±4.89 911.63±8.009 49.51±0.169 323±2.509 
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Figura 25. SDS-PAGE del proceso de solubilización de la PodC. A) Proceso de solubilización 
de PodC producida por lote. B) proceso de solubilización de PodC producida por auto-inducción. 
Carriles: I, marcador de bajo peso molecular (LMW Ahmersam, GE); II, lisado celular; 
sobrenadante: III, lisado; V, lavado 1; VII, lavado 2; IX, PodC soluble; pastilla: IV, lisado; VI, 
lavado 1; VIII, lavado 2; X, PodC insoluble. 
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CONCLUSIONES 

 La lactosa es el mejor inductor para la producción de PodC recombinante 

debido a su capacidad para mejorar los parámetros cinéticos y ser un inductor 

igualmente eficiente al IPTG. 

 La suplementación del medio de cultivo LB con glucosa y MgSO4 mejora la 

μ y el td  de la cepa transformante, no obstante, la suplementación no es necesaria 

a nivel biorreactor, ya que se obtienen valores semejantes a los obtenidos en 

matraz con medio LB suplementado, lo cual puede deberse a que los fenómenos 

de transferencia se llevan a cabo de una manera más apropiada en el biorreactor. 

El mejor método de cultivo para la producción de PodC recombinante es el 

cultivo por lote, ya que tuvo un mejor desempeño que el cultivo por auto-inducción, 

causado probablemente a la ineficiencia del medio ZYM-5052 para alcanzar altas 

densidades celulares.  

Es necesario realizar la optimización de los procesos de solubilización y 

purificación de PodC para mejorar los rendimientos finales del proceso. 
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Anexo 

A. Tabla de símbolos empleados 

Símbolo Significado 

μ (h-1) Constante de velocidad  de crecimiento 

td (h)  Tiempo de duplicación 

 (𝑌𝑥
𝑠⁄ ) Coeficiente de rendimiento de 

biomasa/sustrato 

xmáx  Biomasa producida durante la fermentación 

 (𝑌𝑝
𝑠⁄   ) Coeficiente de rendimiento  de 

producto/sustrato 

 (𝑌𝑝
𝑥⁄ ) Coeficiente de rendimiento de 

producto/biomasa 

 (qs) Velocidad específica de consumo de 

sustrato 

(Qs) Productividad volumétrica 

%T 𝑔 𝑑𝑒 𝑎𝑐𝑟𝑖𝑙𝑎𝑚𝑖𝑑𝑎 + 𝑔 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑠𝑎𝑐𝑟𝑖𝑙𝑎𝑚𝑖𝑑𝑎

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 (𝑚𝐿)
𝑋 100 

%C 𝑔 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑠𝑎𝑐𝑟𝑖𝑙𝑎𝑚𝑖𝑑𝑎

𝑔 𝑑𝑒 𝑎𝑐𝑟𝑖𝑙𝑎𝑚𝑖𝑑𝑎 + 𝑔 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑠𝑎𝑐𝑟𝑖𝑙𝑎𝑚𝑖𝑑𝑎
 𝑥 100 
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B. Protocolo para realizar geles electroforéticos mediante el método de 

Laemmli (Ausubel et al., 2003) 

1. Ensamblar firmemente las láminas de vidrio en el soporte con abrazaderas y 

verificar que no haya fuga de líquidos. 

2. Preparar las soluciones para el gel separador de acuerdo a lo descrito en el 

Cuadro 5. El porcentaje de acrilamida en el gel separador depende del peso 

molecular de la proteína de interés. Generalmente se emplean geles al  5% para 

proteínas de 60-200 kDa, geles al 10% para proteínas con peso molecular entre 

16-70 kDa y geles al 15% para proteínas con peso molecular entre 12 y 45%. 

3. Empleando una punta limpia para micropipeta se agrega 1 mL de agua saturada 

con isobutanol. El agua saturada con isobutanol se prepara mezclandoo agua e 

isobutanol mediante agitación en un embudo de separación. Se deja reposar y la 

fase acuosa (fase inferior) se retira. El proceso debe repetirse varias veces. El 

agua saturada con isobutanol es la fase superior obtenida en el último proceso. 

Dejar polimerizar el gel de 30-40 min. 

4. Eliminar el isobutanol y lavar con Tris-HCL pH 8.8. 

5. Preparar el gel concentrador de acuerdo al Cuadro 5. Agregar la solución al 

molde para gel, evitando la introducción de burbujas de aire, y colocar el peine 

para formar los carriles. Dejar polimerizar de 30-40 min. 

6. Diluir una alícuota de la muestra de proteína 1:1 (v/v)  con amortiguador de 

muestra 2X SDS y calentar de 3 a 5 min a 100°C. Para preparar muestras 

precipitadas de proteína disolver el pellet en 50-100 μL de amortiguador de carga 

1X. 

7. Remover el peine con cuidado, enjuagar con Tris-HCL pH 8.8 y agregar 

amortiguador de corrida 1X. 

8. Colocar los geles en la cámara de electroforesis y llenar con amortiguador de 

corrida 1X.  



63 
 

9. Cargar las muestras en los carriles del gel empleando puntas diferentes para 

micropipeta para cada una de las diferentes muestras. 

10. Conectar la cámara de electroforesis a la fuente de poder y correr a 10 mA 

(constante) hasta que el azul de bromofenol entre al gel separador. 

Posteriormente incrementar la corriente a 15 mA y correr hasta que el azul de 

bromofenol haya alcanzado el fondo del gel. 

11. Desconectar la fuente de energía, eliminar el amortiguador de corrida. El gel 

puede teñirse con azul de Coomassie o plata, también puede ser transferido a una 

membrana para secuenciación o inmunoensayos. 
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C. Cuantificación de proteína por el método de Bradford 

Si no se conoce la concentración aproximada de la muestra, se realizaron 

una serie de diluciones (1, 1/10, 1/100,1/1000) y se prepararon duplicados para 

cada una de las muestras. Agregar 5 mL del reactivo para teñir proteínas (100 mg 

de azul de Coomassie, 50 mL de etanol al 95%, 100 mL de ácido fosfórico, se 

aforó con agua destilada hasta obtener 1 L y se filtró en papel Whatman® no.1) a 

cada tubo de ensayo y se mezcló por inmersión o en un vórtex, evitando la 

formación de espuma. Posteriormente las muestras se midieron a A595nm. Para 

obtener la concentración de proteína en la muestra se realizó una curva estándar 

de seroalbúmina. 

A continuación se muestra una de las curvas estándar con las que se 

interpolaron los valores desconocidos de concentración de proteína, empleando el 

programa GraphPad Prism v.5. 
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D. Cuantificación de proteína con el kit de ELISA His-Tag Protein 

 Para poder emplear el kit para cuantificación de proteínas con cola de 

histidinas es necesario conocer antes la concentración de proteína total de la 

muestra. Si la concentración era desconocida se cuantificó mediante Bradford. La 

concentración que se colocó en la reacción de ELISA se diluyó para tener una 

concentración de 0.01 mg/mL. Para conocer la concentración de proteína con cola 

de histidinas se interpolaron los valores de absorbancia con una curva patrón, 

empleando el programa GraphPad Prism v.5. 

A continuación se muestra  una de las curva estándar generadas. 
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A continuación se muestra una imagen representativa de la microplaca donde se 

llevó a cabo el ensayo ELISA. A medida que la absorbancia aumenta la cantidad 

de proteína recombinante en la muestra disminuye. 
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