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RESUMEN 

El objetivo global del presente trabajo consistió de manera gene-

ral en optimizar la expresión de las proteínas híbridas a-galactosidasa 

Cadena A y S-galactosidasa-Cadena B, intermediarios en la síntesis de i.!!_ 

sulina humana, las cuales son codificadas por plásrnidos recornbinantes, -

usando como receptores cepas de E. coli. Los estudios se encaminaron f.i:p 

darnentalmente hacia aquellos aspectos que podrían ser críticos en el es-

calarniento: la estabilidad de los plásmidos, sus niveles de expresión y 

la utilización de materias primas industriales en la formulación de un -

medio de cultivo susceptible de escalarse, entre los más importantes. 

El sistema de Cadena A se encuentra en una cepa Lac , i por 

lo que la producción de proteína híbrida es constitutiva. La estabilidad 

de esta Última en células intactas es elevada debido a su naturaleza in--

soluble. La conservación de la cepa en glicerol presenta variaciones 

drásticas en su viabilidad y en los niveles de expresión de proteína hí--

brida. La presión selectiva de la arnpicilina solo se ejerce en las fases 

iniciales del crecimiento en vista de su rápida degradación. Sin embargo, 

en ausencia de antibiótico, el nivel de segregación no es mayor al l\ en 

un cultivo. En cultivo retroalimentado el nivel de segregarites es aprecia 

ble (10\) solo después de 7 pases. Con el uso de arnpicilina, las segre--

gantes prácticamente no aparecen. Los niveles de expresión dependen fun-

darnentalmente de la composición del medio de cultivo en el que son desar!_o . 
llados, muy probablemente debido a ajustes dinámicos del número promedio 

de copias del plásmido por célula. Los .niveles máximos de expresión se -



obtienen cuando los inóculos se desarrollan en medios mínimos, y cuando 

el cultivo final se crece en un medio con alto contenido de nitrógeno y 

sin necesidad de presión selectiva. El medio de cultivo se optimizó me-

diante técnica~ estadísticas y se logró la expresión de la proteína hí-

brida en un medio a base de sacarosa y peptona industriales. Los experi

mentos en fermentadores de 14 lts. permiten concluir que no existirán li

mitaciones importantes en el escalamiento del proceso de fermentación de 

Cadena A. 

El sistema de Cadena B requiere inducirse para lograr la ex-

presión, en vista de que se encuentra en una cepa que sobreproduce rer,re

sor lac. Inicialmente se estudió la inducción con el galactósido IPTG y. 

posteriormente las alternativas mediante el uso de lactosa. Variando fun 

damentalmente las concentraciones de lactosa y fosfatos se logró, median

te. métodqs estadísticos de optimización, la expresión de la proteína hí-

brida S~galactosidasa-Cadena B; en niveles comparables a los obtenidos -

usando IPTG. Se detectó q~e el. metaboli~mo óxidativo juega ~-

un papel decisivo en la inducción con lactosa y requiere de más experime_!! 

tación para escalar el proceso. Respecto a los niveles de segregación, -

degradación'·de ampicilina y la dependencia entre los niveles de expresión 

y las condiciones de cultivo son fundamentalmente los mismos que para e~ 

caso del sistema de ia .cadena A. Esto es; baja segregación (< 2\), des!!. 

parición acelerada del antibiótico e incremento en la síntesis específica 

de proteína híbrida al someter a la bacteria transformada a subcultivos -

en medio mínimo. En el caso de la Cadena B, se pudo concluir que un sis

tema induciqle puede tener ventaja sobre uno constitutivo reflejado pro-

bablemente en una mayor estabilidad del plásmido. Además se requ~eren más 



datos respecto a la influencia de factores fisicoquímicos, para lograr -

así la expresión adecuada en fermentadores de mayor capacidad en un medio 

de cultivo optimizado a base de materias primas industriales y suscepti

ble de escalarse. 



CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

La Diabetes Mellitus es una enfermedad que padece una parte -

importante de la poblaci6n mexicana y es un serio problema de salud' públi_ 

ca que tiene múltiples repercusiones socioeconómicas. La forma de centro 

lar este padecimiento generalmente es a través de dietas y en los casos -

más graves por medio de la aplicación de insulina. Esta hormona no se -

prc°duce en el país y ha tenido que importarse del exterior a precios cada 

vez más altos, con la consecuente fuga de divisas y la dependencia estríe 

ta de un proveedor monopólico. 

La insulina que se ha venido consumiendo a nivel mundial hasta 

fines de 1982 fué exclusivamente la proveniente de páncreas de bovinos y 

porcinos. Las insulinas porcina y bovina son muy parecidas a la humana, 

pero no idénticas, aunque cumplen adecuadamente su función hormonal en el 

organismo humano. Debido a estas pequeñas diferencias, en muchos casos -

se presentan problemas alérgicos en el paciente que hacen más difícil su 

tratamiento. 

Recientemente, con las técnicas de recornbinaci6n de ácidos 

nucleicos in ~ ha sido posible la obtención de insulina idéntica a la 

humana a partir de cultivos bacterianos. Con ello es posible obtener un 

producto en el que presumiblemente no se presentan problemas alérgicos¡ y 

más irnportantemente, permite contar con un proceso en el que no se depen

de del mercado de vísceras animales para· producir insulina. 



La metodología para la síntesis de insulina humana por estos 

procedimientos consiste fundamentalmente en sintetizar el ADN respectivo 

para cada una de las cadenas que forman la insulina, fusionarlo a un gene 

de una proteína'establc e introducirlo a una bacteria a través de un vehí 

culo molecular y lograr su expresión en el citoplasma bacteriano. Una -

vez producidas las proteínas híbridas respectivas, las cadenas se desli-

gan de la proteína a la que fueron fusionadas, se purifican y se reaso-

cian in vitro para establecer los puentes·disulfuro necesarios para que -

la insulina sea biológicamente activa. Esta finalmente es purificada con 

el objetivo de lograr un producto de uso terapéutico. Una estrategia di

ferente consiste en insertar los genes de la proinsulina, lo cual, elimi

na el paso de reasoc~ación de las· cadenas. En este Último caso la proin

sulina se convierte en la hormona activa mediante tratamientos enzimáti--

cos. 

La demostración de los conceptos fundamentales del proceso -

fué publicada por Goeddel et al. en enero de 1979. En 1980, se publicó 

la primera experiencia clínica y a principios de 1983, la compañía Lilly 

de Indianapolis, USA, inició la producción comercial de este tipo de 

·insulina, la cual ha sido autorizada legalmente en muchos países. 

(Johnson, 1983) , 

En los antecedentes del presente trabajo se revisaron los pr2_ 

blemas socioeconómicos ocasionados por la Diabetes Mellitus. Asimismo se 

incluye un breve bosquejo relacionado con el papel que actualmente jÚega 

la insulina en el tratamiento de la Diabetes; así como los esfuerzos ten

dientes a mejorar la práctica terapéutica. También se describen las alter 

nativas para producir insulina humana, ya sea mediante modificación enzi-



mática de la insulina porcina, o bien por síntesis bacteriana mediante --

técnicas de ADN recombinantc. De estos dos tipos de insulina htunana, co-

mercialmente disponibles se revisaron brevemente sus características de -

pureza y los resultados más relevantes de las pruebas clínicas a las que 

han sido sometidas. Finalmente, se incluye la revisión de la literatura 

referente al desarrollo de los· aspectos técnicos del proyecto de insulina 

humana mediante ADN recombinante. Esta revisión abarca desde los prime--

ros esfuerzos hasta el escalamiento y comercialización del proceso. 

A principios de 1981 se estableció un convenio entre el Ins--

tituto Mexicano del Seguro Social y la Universidad Nacional Autónoma de -

México a través del Instituto de Investigaciones Biomédicas, con el fin -

de establecer colaboración para lograr la producción de insulina humana' -

a nivel de planta piloto. Lo anterior con el propósito de implementar la 

tecnologta que permita producir una insulina igual a la humana por medio· 

de fermentación que evite la dependencia absoluta del extranjero para su 

adquisición. 

El proyecto, de caracter multidisciplinario, se planteó me--

diante la interacción de varios grupos de trabajo; el de Biología Mole-

cular, que se encargaría.de la síntesis de ADN, clonación y transforma--

ción de cepas adecuadas de E. coli para su expresión; el de Ingeniería --. --
Bioquímica, quien se responsabilizaría· de establecer las condiciones para 

el escalamiento del proceso y la operación de la planta piloto; el de --

Purificación, quien llevaría a cabo los estudios de recuperación y puri-

ficación de las cadenas a partir de las prote.ínas híbridas; el grupo de 

Química,:responsable de desarrollar las metoaologías de reasociación de 



cadenas, su purificación y el establecimiento de la autenticidad de los -

productos, y finalmente, un grupo de Inmunología, que desarrollaría méto

dos de detección, purificación y control biológico de calidad de los pro

ductos obtenidos. 

El presente trabajo se encuentra enmarcado dentro del grupo de 

Ingeniería Bioquímica. Específicamente, se refiere al desarrollo de meto 

dologías a nivel laboratorio que permitan el posterior escalamiento del -

proceso a nivel de planta piloto para la producción de las proteínas hí-

bridas a-galactosidasa-cadena A y a-galactosidasa-cadena B. Ello a pa!_ 

tir de las clonas desarrolladas por el grupo de Biología Molecular. Tam

bién, se planteó corno fin obtener pastas celulares que sirvieran corno ma

teria prlina para los grupos de purificación, química e inmunología, 

La experimentación en una planta piloto es requisito fundamen

tal para el desarrollo de tecnologías· comerciales¡ en vista de que propor·· 

ciona información sobre los problemas que se encontrarán en el escalamien

to. Principalmente, aquellos referentes a la calidad y disponibilidad de 

materias primas, así como a diversos aspectos relacionados con el equipo -

disponible, .su operación y la seguridad del proceso, entre otros, En el -

presente estudio se detectaron los principales problemas que surgirían en 

el escalamiento, mediante experimentación en matraces y en ferrnentadore's -

de dos y 14 lts. y que servirán de base para el escalamiento a equipos de 

100, 500 y 850 lts. 

Se estudiaron los parámetros que podrían ser críticos en el -

escalamiento. En el caso del sistema de la Cadena A se incluyen: rnéto-

dos de conservación de la cepa, estabilidad de almacenamiento de ,la·pro--



teína híbrida, estudios cinéticos de la fermentación, la necesidad de prE_ 

sión selectiva, la segregación del plásmido, métodos para maximizar la -

producción de proteína híbrida y la evaluación de componentes del medio -

de cultivo que sean susceptibles de escalarse. El trabajo concluye con -

la optimización estadística del medio de cultivo. 

En el caso del sistema de Cadena B, en vista de que requiere 

inducirse, la mayor parte del trabajo experimental tuvo como objetivo el 

encontrar las mejores condiciones de inducción y especialmente la sustitu 

ción del galactósido IPTG como inductor. Este compuesto tiene un costo -

relativamente alto y su disponibilidad es limitada, lo que podría influir 

negativamente al escalar el proceso, Algunos de los experimentos que re

sultaron de mayor relevancia en el caso de la Cadena A se llevaron a cabo 

también para la Cadena B, La optimización estadística del medio de culti 

vo permitió contar con un medio a base de lactosa y componentes industria 

les en el que se lograba inducción comparable al caso con IPTG. 

De manera general, en el caso de Cadena A, los resultados pe!_ 

miten concluir que no existirán limitantes importantes para el escalamie!!_ 

to de la fermentación y que muy probablemente el paso más crítico a centro 

lar sea la estabilidad del plásmido, 

En el caso de Cadena B la inestabilidad del plásmido no pare

ce ser crítica. Sin embargo, es aún necesario resolver problemas de 

escalamiento relationados con aspectos del metabolismo oxida

tivo . para lograr una expresión adecuada de la proteína híbrida en fer

mentadores mayores de 2 litros. 



CAPITULO 2 

ANTECEDENTES 

2 .1 Importancia Social y Económica de la Diabetes Mellitus 

La enfermedad denominada Diabetes mellitus es un importante 

problema de salud pública a nivel mundial ya que afectaba en 1977 a una -

población cercana a los 100 millones de personas (Anónimo, 1977). Una 

tasa de crecimiento anual entre el 5 y el 6\ (Anónimo, 1977, Anónimo, 

1981a) significa que el número total de personas con Diabetes se duplica -

cada 15 años. 

Según el informe de la Comisión Nacional de Diabetes al Congr~ 

so de lo~ Estados Unidos, esta enferme~ad afecta a un S\ de la población 

total( la cual, en 1975 se estimaba en 10 millones.de norteamericanos y -

cada año se diagnostican alrededor de 600,000 nuevos casos. Ello equiva

le a un crecimiento anual del 6\, que significa que la población diabéti

ca se duplicará cada 12 años. Entre 1965 y 1973 el número de diabéticos 

en los Estados Unidos se incrementó en un 50%, con esta tasa de crecimien 

to se calcula que para 1990 existirán en ese país cerca de 20 millones de 

diabéticos. De manera .gener¡il. se estima que actualmente en promedio un 

individuo que logre sobrevivir hasta los 70 años tiene un 20% de posibil.!, 

dades de desarrollar Diabetes a menos que se descubra algún método para -

curar o prevenir la enfermedad (Anónimo, 1975). 



En la República Mexicana, no existen datos precisos y organ.!_ 

zados respecto al problema de la Diabetes, sin embargo es posible encon

trar datos dispersos provenientes de fuentes diversas. Rodríguez (1979) 

menciona que la Diabetes es padecida por el 2% de los obreros·mexicanos 

jóvenes y hasta por el 10% en personas con más de 50 años. Lozano-Cast~ 

ñeda (1976) indica que un'2% de la población general padece Diabetes, -

variando estos porcentajes según la edad; el 5% inicia antes de los 20 

años; entre los 40 y 49 años el 5% padece la enfermedad; entre los 50 y 

59 el 10% y entre los 60 y 69 años el 14,2%, 

Solano (1979) en estudios realizados en Guadalajara en 1976 

indica que se ha detectado Diabetes hasta en el 8% de una población al 

azar de 200 individuos no diagnosticados con edad promedio de 55 años. -

El mismo autor reporta que el 40% de la población jóven y sana tiene pa

rentela diabética y en el caso de los diabéticos crónicos el porcentaje 

se eleva al 60%. Estas cifras son· mayores a las reportadas por los ame

ricanos y de acuerdo a Solano "hacen suponer que la herencia diabética -

es importante en nuestro medio". Este autor, de acuerdo a sus estudios 

en Guadalajara concluye que"•·• en nuestro medio la enfermedad represe!!_ 

ta un problema más serio (que en Estados Unidos), observando frecuente-

mente la historia natural de la Diabetes en forma prematura. Probablemen 

te esto es en gran parte derivado por la deteéción tardía de la enferme

dad, ya que la gran mayoría de los pacientes diabéticos son económicamen 

te pobres y solo acuden a los hospitales e.n condiciones de emergencia". 

Otras fuentes indican que, según cifras obtenidas entre 1966 

y 1970 en México, el 4.5\ de la población padecía Diabetes (Anónimo, 1977). 



La Secretaría de Salubridad y Asistencia declaró que en el 

país existen entre 1.4 y 3.1 millones de diabéticos (lo que de acuerdo a 

los datos del censo de 1980 corresponde a porcentajes que van del 2 al 

4.6i del total de la población) de los cuales se estima que el 5% comenzó 

a desarrollar el padecimiento antes de lo~ 20 años de edad. Respecto a -

la distribución por edades se estima que la población entre los 40 y 49 -

años, el 5% padece la enfermedad, mientras que los mayores de 60 años el 

porcentaje es cercano al 14. 3%. (Anónimo, 198la) . Finalmente, otra fuente 

menciona que entre el 5 y el 10% de la población mexicana padece Diabetes 

mellitus (Anónimo, 198lb). 

En otros países latinoamericanos la prevalencia por ciento de 

Diabetes en la población total es como sigue: Argentina, 6; Brasii, 2.7; 

Colombia 6.8; cuba, 3.8; Chile, 1.17; Jamaica, 1.26; Uruguay, 6,9; Venez~e 

la, 7.3. Estos datos fueron rec?pilados por expertos de la Organización 

Panamericana de la Salud entre 1966 y 1970, quienes indican: "Si bien -

las cifras varian, en gran parte debido a los diferentes parámetros eleg.!_ 

dos para realizar las estadísticas, en todos los casos se revela un pro-

gresivo aumento y una magnitud que anteriormente no se habían imaginado -

en países en vías de desarrollo". (Anónimo, 1977) • 

Los riesgos potenciales de la Diabetez son realmente alarman

tes: los diabéticos son 25. veces más propenso~ a la ceguera que los no -

diabéticos, con una posibilidad 17 veces mayor de desarrollar enfermedad 

crónica de los riñones, 5 veces m'ás propensos a la gangrena y con un ries 

go doble de enfermedades cardíacas y apoplcgía cerebral, De manera gene

ral se asegura que la expectativa de la vida de los diabéticos, es un ter 



cio menor a la de la población general (Anónimo, 1975, Solano, 1979). 

Se sabe que la Diabetes se conocía desde tiempos ancestrales 

(2000 11.C.) sin .embargo fue posible tratarla hasta 1921 cuando se descu

brió la insulina. Antes de ese año los pacientes con Diabetes dependic_!! 

te de insulina (Tipo I) solo lograban sobrevivir uno o dos años después 

de diagnosticada la enfermedad. En la actualidad la insulina permite c~n 

trolar la Diabetes y prolongar la vida a tales pacientes; pero también, 

gracias a ello, se han descubierto las complicaciones ocasionadas por la 

enfermedad, tales corno la ceguera y los padecimientos renales y cardio-

vasculares. Existen evidencias que indican que la diabetes y sus cornpli 

caciones causan aproximadamente 300,00C muertes anualmente en los Estados 

Unidos siendo aparentemente el 75% de ellas derivadas de problemas circu

latorios. Con ese número ocupan el tercer lugar entre las causas de mue!. 

te, solo ·antecedida por las enfermedades cardiovasculares y el cancer 

(Albisser & Spencer 1 1982). En México en 1972 1 la ·Diabetes ocupó la déc.!_ 

rna causa de muerte en la población general y la sexta para sujetos de más 

de 45 años de edad. (Lozano-Castañeda, 1976). 

Las mujeres tienen un 50% más de probabilidades de padecer la 

enfermedad que los hombres. Desde el punto de vista étnico, los no-blan

cos tienen un 20% mayor de probabilidad de tener diabetes con respecto a 
los blancos. Desde el punto de vista socioeconómico la población con es-

casos recursos es tres veces mas propensa a padecer Diabetes respecto a -

la población de ingresos medios o elevados. La probabilidad de ser diab-ª. 

tico es más de dos veces mayor por cada 20% de exceso de peso y se dupli

ca por cada diez años de vida. (1\lbisser & Spencer, 1982), 



En Estados unidos se calcula que aproximadamente el 50i de los 

niños con Diabetes Tipo I morirán de padecimientos renales en un promedio 

de 25 años después de su diagnóstico. En la actualidad existen alrededor 

de 100,000 niños diabét:i.coD dependientes de insulina con elevada posibili:_ 

dad de ceguera y de muerte por causas renales antes de cumplir los 40 

años. (Albisser & Spencer, 1982). 

Además de los problemas estríctamcnte físicos ocasionados por 

la Diabetes, existen un gran número de problemas económicos y psicosocia

les en el paciente diabético y en su fa.~ilia. En Estados Unidos, el 14% 

de la población diabética tiene que ser encamada por un promedio de 1.5 -

meses por año. Ninguna otra enfermedad crónica provoca tantÓs hombre-día 

en cama entre las personas que no tienen servicios institucionales de sa

lud. Los pacientes diabéticos viven con el temor permanente de quedarse 

ciegos y de morir prematuramente, por lo que es necesario el empleo de -

recursos para instruirlos, educarlos e integrarlos a la sociedad. El im

pacto directo e indirecto de la Diabetes en la economía de los Estados -

Unidos se estimó en más de 5,000,000,000 dólares por año en 1975, aún sin 

considerar el costo de las complicaciones. Tal impacto económico en 1975 

resultó ser el doble del estimado para el año de 1967, esto es, creció 

desde el punto de vista económico a un ritmo promedio del 25% anual en 

ese período. (Albisser & Spercer, 1982). 

En México, no se dispone de información de este tipo. Sin em 

bargo un rubro importante del impacto económico es simplemente la fuga de 

divisas ocasionadas por las importaciones de insulina. La compra de este 

producto representó para el Instituto Mexicano del Seguro Social, una er9_ 



gación de 13.5 millones de pesos en 1979 y a nivel nacional se estimó en 

40 millones de pesos, los que se destinaron a la adquisición de insulina. 

Si estas cifras se comparan con los erogadas·cn 1975, se observa que hubo 

un incremento del 500'1; en el costo de este producto (Anónimo, 1980b). 

2.2 La Diabetes y la Insulina 

El signo más evidente de la Diabetes es el elevado nivel de -

glucosa presente en la sangre y originalmente se pensó que esta enfermedad 

era causada por disturbios en el metabolismo de los carbohidratos. Sin -

embargo, en la actualidad se sabe que la Diabetes es un fenómeno mucho más 

complejo que también involucra disturbi.os en el metabolismo de las grasas 

y proteínas, principalmente. 

La diabetes es un padecimiento muy heterogéneo en su natural~ 

za. Aunque todavía se sabe poco de su etiología y patogénesis, los estu

dios recientes indican que la diabetes no es una enfermedad única sino se 

trata de un síndrome, esto es, el resultado final de muchas enfermedades 

posiblemente no relacionadas entre sí, que causan un conjunto de signos y 

síntomas, en este caso el elevado nivel de azúcar en la sangre es el más 

importante, aunque no el único. (Zonana & Rimoin, 1976, Solano, 1979, 

Fajans, 1981). 

Actualmente, se distinguen dos clases principales de Diabetes: 

diabetes tipo I, dependiente de insulina y diabetes tipo II, no dependie_!! 

te de insulina, Adicionalmente existe una clasiÚcación para caracteri-

zar otros tipos especfoles de diabetes y otras categorías de intolerancia 

a la glucosa que no se clasifican como diabetes (Anónimo, 1979b,We~t, 



1979, Fajans, 1981). Los pacientes que padecen diabetes del tipo I cons

tituyen cerca del 20% del total de diabéticos. El 80% restantes se encuen 

l:;ra constituído principalt;l·~nte por diabéticos del tipo II. (Roth, 1981) • 

De manera general el tratamiento de los diferentes tipos de -

diabetes esta basado en dietas, drogas antidiabéticas e insulina. (Pctr! 

ds & Weiss, 1978). La dicta, con o sin el uso de los otros recursos ter~ 

peúticos es la piedra angular·en el tratamiento de la diabetes. Esta de

pende fundamentalmente del grado o severidad del desorden metabólico y de 

la presencia o ausencia de obesidad. Mas de la tercera parte de todos 

los diabéticos pueden ser adecuadamente controlados solo por medio de di!:. 

tas (Petrides & Weiss, 1978) lo que significa de acuerdo a los datos de -

Roth, (1981) que aproximadamente el 41% de los diabéticos •ripo II pueden 

ser controlados solo con dietas. 

Cuando la dieta no es suficiente, los pacientes son tratados 

con hipoglicerniantes orales (a excepción de los diabéticos Tipo I) • Cier 

tas drogas de este tipo estimulan la secreción de insulina (ver detalles 

en Petrides & Weiss, 1978 y Oakley et al, 1978). 

Cuando los síntomas de la diabetes no pueden ser controlados 

por medio de las dietas y/o hipoglicerniantes orales es necesario el uso -

de insulina. Cuando se pr~sentan las consecuencias mas graves de la dia

betes, tales corno el coma diabético o la cetoacidosis es indispensable el 

uso de la insuliha. Los pacientes con diabetes Tipo I no tienen alterna

tiva de tratamiento. La insulina tan)bién se usa en casos de infección, -

cirugía o embarazo, de pacientes que no dependen de insulina pero que pr~ 
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sentan hiperglicemia (I'etricles & Wciss, 1978, Gal.loway & Daviclson, l':ÍfJl). 

Sin duela, la insulina es la hormona más importante ligada con la diabetes. 

Sin embargo, no es la Única {Oakley, g,! al., 1978, Petrides & Weiss, 1978). 

La insulina es una hormona peptídica que está constituida por 

dos cadenas conteniendo 21 aminoácidos (Cadena /\) y 30 aminoácidos (Cade

na B) • Las dos cadenas estan interconectadas por dos puentes disulfuro -

entre cisteinas de ambas cadenas: el primero entre las posiciones 7 de -

ambas cadenas y el segundo entre la posición 20 de la Cadena /\ y la 19 de 

la Cadena B. Dentro de la cadena /\ existe otro puente disulfuro que une 

a la cisteina de las posiciones 6 y 11. (Figura 2.2.l). Aunque existen 

diferencias en la secuencia de aminoácidos de las insulinas de animales -

mamíferos y no mamíferos, la estructura fundamental se conserva y si su·

actividad biológica, determinada en mamíferos, se compara con la present~ 

da por la insulina bovina o porcina, se encuentra que se conserva entre -

un 10 y 100% 1 dependiendo de la especie. 

La insulina en el hombre es sintetizada por las células S de 

los islotes de Langerhans, ubicados en el páncreas (Oakley, et al., 1978, 

Grodskj;· 1970). Este proceso es una compleja serie de eventos de codifi 

cación genética (Bell et al., 1980, Ganan~ al., 1979, Kinninburg & 

Ross, 1979), biosíntesis y excresión (Steiner, 1977, Petrides & Weisp, 

1978). La excresión de la insulina a la sangre se encuentra'contr:olada -

de manera compleja por: los niveles de glucosa, así corno por: una diversi-

dad de estímulos adicionales (Oakley El al., 1978, Petrides & Weiss, 1978, 

Halter, & Porte, 1981, Unger, 1981). 



Los efectos met;:ibÓlicos de la insulina son diversos. De m;:ine 

ra general, puede decirse que el efecto global de la insulina es dirigir 

el metabolismo fundamentalmente hacia procesos biosintéticos. En su au--

sencia, se propician principalmente las actividades catabólicas o <legrad~ 

tivas. (Oakley !"..!.al, 1978, Petrides & Weiss, 1978). 

El modo de acción de la insulina no ha sido totalmente deluci 

dada, sin embargo, se sabe que.se ejerce mediante receptores específicos 

(Goldfine, 1978, Roth & Muggeo, 1981, Levine, 1981, Gorden et al., 1980, 

Steiner, 1977, Wood et ~!·, 1975). 

Las insulinas utilizadas para el tratamiento de diabéticos --

han sido de origen porcino y bovino principalmente, las cuales difieren -

respecto· a la insulina humana en su secuencia de aminoácidos como se ilus 

tró en la Figura 2.2.1. Estas diferencias en su estructura primaria, así 

como las impurezas que se encuentran en las preparaciones comerciales son 

los principales responsables de algunos problemas derivados del tratamie.!!. 

to con tales insulinas, entre los que se encuentran principalmente la pr~ 

ducción de anticuerpos anti-insulina que puede llevar a alergia local o -

sistémica, resistencia inmunológica a la insulina y lipoatrofia en los 

sitios de inyección (Skyler, 1982a). En vista de la importancia de los 

problemas ocasionados por la presencia de impurezas, a partir de 1972 se 

lanzaron al mercado insulinas purificadas por técnicas cromatográficas y/o 

de intercambio iónico. A estas nuevas insulinas se les denomina se, SP a 

MC (de "Single Component", "Single Peak" o ''Monocomponent", por su campar . -
tamiento cromatográfico) (Yue & Turtle; 1977). 



De las insulinas disponibles la porcina purificada es la que 

tiene menos actividad antigénica. Pero dada la baja disponibilidad de m~ 

terias primas y las pérdidas que resultan en su purificación (Yue & ~'urtle, 

1977), solo se recomendaba para situaciones muy especiales (Petrides & 

Weiss, 1978, p. 99). La mayor parte de las presentaciones comerciales 

contienen 2/3 de insulina bovina y 1/3 de insulina· porcina. Las caracte

rísticas de las diferentes presentaciones de insulina que se encuentran -

disponibles comercialmente se pueden consultar en los trabajos de Petrides 

& Weiss (1978), Solano (1979) y Galloway & Davidson (1981). 

La terapia de la diabetes ha experimentado un gran avance en 

los Últimos años. Sin embargo, puede decirse que en corto y quizá mediano 

plazo, el tratamiento más común para los diabéticos dependientes de insu

lina seguirá siendo la aplicación exógena de insulina, posiblemente junto 

con otras· hormonas (Raskin, ·1981, Solano, 1979). Los avances más signif,!c 

cativos en el futuro, muy probablemente serán en la forma de administrar 

la insulina por medio de dispositivos electromecánicos implantables 

(Marble, 1981, Albisser & Spencer, 1982, Soeldner, 1982). La aplicación 

de los otros tratamiento como los transplantes (Raskin, 1981, Matas.!:!. al., 

1976), la prevención inmunológica (Solano, 1979, Cahill, 1981) y la mani

pulación genética (Cahill, 1981) son más remotos. De cualquier modo, de -

tener éxito, infuenciarían decisivamente el papel que actualmente de$emp~ 

ña la insulina en el tratamiento de la diabetes. 



2.3 Producción de insulina humana 

En gran medida, los esfuerzos tendientes a mejorar el trata

miento de la diabetes se han encaminado a dos objetivos principales: a 

la producción de insulinas cada vez más puras y a la obtención de insuli

na idéntica a la humana. Esta insulina, denominada en lo sucesivo insuli 

na humana, púede ser obtenida fundamentalmente por medio de cuatro proce

dimientos: a) extracción del páncreas de cadáveres humanos, b) síntesis 

química total, c) conversión enzimática de la insulina de cerdo y d) sín

tesis bacteriana mediante el uso de técnicas de ADN recombinante. 

Los dos primeros métodos tienen grandes limitaciones. La dis 

ponibilidad de la materia prima en el primer caso, y el bajo rendimiento, 

en el se·gundo, conducen a procesos no viables para la producción de insu

lina de uso generalizado (Skyler, l982b, Grodsky, 1970, Klostermeyer & 

Humbel, 1966). 

El tercer método consiste en transformar la insulina de cerdo 

en insulina humana. Puesto que la insulina porcina difiere en un solo -

aminoácido respecto ·a la humana (el amino5.cido 30 de la cadena B es tréo

nina en la humana y alanina en la porcina), es posible por métodos enzim!_ 

tices sustituir la alanina por la treonina. El resultado de lo anterior 

es una insulina humana "sem.is'intética". La parte fundamental del proceso 

es la reacción de transpeptidación con tripsina en mezclas de solventes 

orgánicos en agua. Este método ha sido de~arrollado a nivel industrial -

por la compañía danesa NOVO (Harkussen ~ al., 1983) • Es'te producto se -

ha sometido n numerosas pruebas clínicas· (Karam & Etzwiler, 1983) de las 



que se ha concluido que esta insulina tiene un comportamiento casi idénti 

co a la insulina porcina monocomponenm y que los pacientes pueden usar 

o cnmbiar indistintamente estas insulinas sin precauciones especiales 

(Etzwilcr, 193, Karam, 1983). Sin embargo, la insulina humana parece ab

sorberse más rápidamente y se ha reportado una menor inmunogenicidad 

(Schernthaner .!:.!: al., 1983) respecto a la porcina monocomponente. En la 

actualidad, este tipo de insulina se encuentra disponible comercialmente 

en el mercado europeo (Ka1:am, 1983) . 

El Último método, la síntesis bacteriana de insulina humana -

mediante ADN recombinante, tiene una ventaja fundamental respecto al de -

la conversi6n enzimática de insulina porcina. En este caso no se depende 

de las vísceras animales. El suministro· de vísceras animales cambia en -

función de la demanda de carne y no tiene relación respecto a las necesi

dades de'los diabéticos (Johnson, 1983) y es posible que se presente una 

deficiencia en las fuentes naturales de insulina en vista del elevado ere 

cimiento de la población diabética (An6nimo, 1978, Anónimo, 1980v). En la 

Figura 2.31. se ilustra de manera general, la estrategia para la obtención 

de insulina humana emple¡¡ndo técnicas de recombinación de ADN, En la se.s 

ción 2.4 se revisarán con más detalle los aspectos técnicos del proceso. 

La expresión de fnsulina hurnana a.partir de ADN recombinante 

se anunci6 en septiembre de 1978. El proyecto fue .desarrollado en los -

Estados Unidos, gracias a un contrato de la compañía Genentech, Inc. con el 

"National Medica! Center (City of Hope)" de California. Unn ve~. demostrada 

la factibilidnd técnica, Genentech hizo .un contrato con la compañía Eli -
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Lilly, Inc. de Indian&polis, (U.S.A.) para hacer el escalamiento y desar_E_o 

lle del proceso. En Junio de 1979 Lilly solicitó al "Recombinant DNA 

Advisory Co:nittoe (RAC)" el hacer pruebas en volúmenes mayores a 10 litros 

(en vista de que la regulación Norteamericana fijaba tal volumen como lí

mite máximo para la experimentación con ¡,m¡ recombinante); en Diciembre -

del mismo año la solicitud fue aprobada. Un mes después, se autori~ó a -

Lilly llevar a cabo cultivos en tanques de 150 litros. En 1980, se logró 

permiso para extender el volumen de ferJ!lentación hasta tanques de 200 li

tros, en Julio de ese año se iniciaron las pruebas clínicas con la insuli 

na humana en Inglaterra y poco después en Alemania Occidental, Grecia y 

U.S.A. En mayo de 1982 se solicitó la aprobación de la "Food and Drug 

Administration (FDA)" de U .s .A., la cual autorizó la venta de insulina 

humana en Octubre del mismo año, solo 5 meses después, un tiempo record -

para los productos farmacéuticos (Anónimo 1982) • 

A finales de 1982 se inició la construcción de plantas indus

triales especialmente diseñadas para la producción bacteriana de insulina 

tanto en Indianapolis (U.S.A.) como en Liverpool (GB) con una inversión -

superior a los 40 millones de dólares. Actualmente la insulina humana ha 

sido aprobada en muchos países.- (Johnson, 1983). 

La insulina obtenida por este método es química y físicamente 

equivalente a la insulina humana pancreática y biológicamente·equivalente 

en varios sistemas bioquímicos y animales a la insulina humana natural y 

a la insulina porcina purificada (Chance~ al., 198lb). 

Este producto ha sido objeto de numerosas pruebas clínicas 

(Keen et al., 1980, Daker et al., 1981, Skyler & Raptis, 1981, Skylcr, 



1982) las cuales concluyeron que no existen diferencias sustanciales en 

el tratamiento de diabéticos entre la insulina humana y la porcina puri-

ficada y que pueden ser intercambiadas sin nunguna precaución adicional. 

Aparentemente, las probables diferencias radican en una absorción más rá 

pida y la presencia de inmunogcnenicidad ligeramente menor, respecto a -

la insulina porcina monocomponentc. A manera de resumen se puede afirmar 

que la insulina humana producida por recombinación de ácidos nucleicos es 

segura y efectiva en el control de la diabetes mellitus y asegura una dis 

ponibilidad ilimitada de esta hormona en el futuro. 

2.4 Insulina humana a partir de ADN recombinante 

En la sección anterior se han descrito de manera general los 

procedimientos posibles para la producción de insulina humana, entre ellos 

el de la biosíntesis bacteriana mediante el uso de ADN recombinante. Se 

revisaron brevemente las características de autenticidad y de pureza de la 

insulina humana, sus propiedades, la historia y estado actual de la tecno-

logía, así como los resultados de pruebas clínicas. En esta sección se --

discutirán con más detalle las estrategias y el desarrollo de los aspectos 

técnicos esenciales del proceso tanto de lo reportado en la literatura ---

como de lo desarrollado en el Departamento de Biología ~blecular del Insti 

tuto de Investigaciones niomgdicas de la U.N.A.M. 

La primera experiencia en la producción de insulina por bact~ 

rias fue. reportada por Ulliich.~ ~l., (1977) quienes prepararon l\RNm de -

i~lotes de Langcrhans de ratas y posteriormente sintetizaron .l\DN de doble 

cadena complementario a tal ARNm usando transcriptasa reversa. En la Fi-



gura 2.4.l. se ilustra la estrategia general utiliz<i°da. El 1\RN se obtuvo 

de islote::; pancreií ticos de rata los cuales contienen ARNm que codifica -

para insulina. Este ARNm se encuentra poliadenilado (como sucede en la -

mayoría de los organismos superiores) lo que permite su purificación por 

cromatografía de afinidad en o ligo (d'r)-celulosa. El 11RN así purificado 

fue "copiado" a l\.DN complementario de cadena sencilla por medio de la -

enzima transcriptasa reversa. Después de la digestión del ARNm con álca

li, el ADNc de cadena sencilla fue nuevamente transcrito reversamente para 

dar ADNc de doble cadena, este procedimiento genera una región de unión -

de cadena sencila que fue posteriormente digerido con la nucleasa s
1 

(la 

cual digiere exclusivamente ADN de cadena sencilla). Con el fin de evitar 

posibles residuos de cadena sencilla que no hayan sido digeridos por la -

enzima s
1

, el ADN se trata con ADN polimerasa para dar ADNc con extremos 

"rasurados". Con el fin de permitir la introducción de este fragmento de 

ADN en un vehículo molecular se agregan pequeños fragmentos de ADN denomi

nados "linkers", que contienen secuencias específicas que reconoce la ende 

nucleasa Eco Rl. Estos "linkers" se sintetizaron químicamente y se unie-

ron al fragmento de ADNc con la enzima ligasa. Finalmente el ADNc así ob

tenido se digiere con Eco Rl para dar extremos cohesivos que permitan su -

introducción en un plásmido. 

El plásmido resul~ante fue introducido en una cepa de ~· coli 

y se seleccionaron clonas que contenían el l\.DN recombinante. En el traba

jo de Ullrich ~al., (1977) se reportó también la secuencia nucleotídica 

de ADN recombinante y se demostró que contenía la región completa que co~

difica para el prepéptido y la secuencia completa que codifica para una --
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regi6n no traducible del ARNm en su extremo terminal 3'. 

El siguiente paso fue reportado por Villa-Komaroff et ~·, 

(1978) quienes generaron clonas bacterianas que sintetizaban proinsuli.na. 

Estos investigadores partieron de un ARNm de insulinoma de rata y sintet}_ 

zaron l\DNc de forma similar al reportado por Ullrich ~ al., (1977) con -

ciertas modificaciones: en lugar de completar la síntesis de l\DNc de do

ble cadena con ADN polimerasa e incluir sitios de restricción para Eco Rl 

en los extremos terminales, agregaron fragmentos de poli-deoxicitosina de 

cadena sencilla a los extremos terminales 31 de un plásmido (pBR-322) que 

había sido linearizado tratándolo con la endonucleasa Pst I. La estrate

gia generul se muestra en la Figura 2.4.2. Puesto que en el pBR-322 solo 

existe un sitio para Pst I, la digestión con esta enzima resulta en un -

plásmido lineal conteniendo pequeños extremos de cadena sencilla. Agreg!:!l 

do residuos de poli-deoxiguanosina a la cadena 3' mediante el uso de la -

enzima transferasa terminal (que extiende los extremos 3' de l\DN de cade

na sencilla) se generan "tallos" de cadena sencilla en los extremos 3'. -

De la misma forma, se agregan residuos de poli-oxicitosina a los extremos 

31 del ADNc aislado del insulinoma. Una vez realizado lo anterior se me~ 

clan ambos l\DN y las terminales 31 de poli (G) y poli (C) hibridizan por 

apareamiento de bases y forman un plásmido circular recombinante. Los -

fragmentos de y los dG son ·de aproximadamente 15-30 nuclcótidos. Los cua 

lPs forman híbridos muy estables que no requieren el tratamiento con iig~ 

sa. 

Con el plásmido así obtenido se transformaron células de 

E. coli y se seleccionaron clonas adec~adas por medio de rildioinmunoensayo 
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en fase sólida. 

El sitio de Pst I en el plásmido pBR-322 se encuentra dentro 

del gene que codifica para 13-lactamasa, la cual le confiere resistencia a 

la amp.cilina a la cepa. La inserción del ADNc en tal gene resulta en la 

creación de genes fusionados que producen una proteína híbrida constituí-

da por los primeros 182 aminoácidos de la S-lactamasa y el resto por los 

aminoácidos de la proinsulina. En el trabajo descrito no se logró la pr~ 

ducción de insulina como tal, pero fue la primera demostración de que era 

factible la ex p:esión de proteínas de mamíferos en bacterias. Por otra -

'parte no se trataba de insulina humana sino de rata. 

Con el fin de producir insulina humana, en varios laborato--

rios se ha seguido una estrategia similar a la de Ullrich et al. (1977) 

y de Villa Komaroff et al. (1978) utilizando insulinomas humanos (Miller 

& Baxter, 1980). Alternativamente a este procedimiento se encuentra el 

que involucra la síntesis química total de ADN específico. El primer --

esfuerzo exitoso de esta alternativa se logró con la hormona somatostat.:!:_ 

1 na (Itakura ~al., 1977). Lo que demostró que un gene sintético puede 

ser diseñado a partir de una secuencia de aminoácidos conocida y ser pr~ 

pagado y expresado en bacterias aun a pesar que el gene sintético no con 

tenga exactamente la misma secuencia nucleotídica encontrada en el gene 

natural. 

En 1978, Crea et al. re¡:ortaron la síntesis químita total de 

genes para las cadenas 1\ y B de la insulina humana. En vista de que el 

código genético es degenerado, el disefio de los genes fue realizado bajo 



las siguientes restricciones generales: 

a) Los codones se escogieron en función de aquellos que se conoce 

son más apropindos para la expresión en ~· coli. 

b) Puesto que la secuencia completa sería construída a partir de -

fragnientos que se sobreponen, los fragmentos se diseñaron a mane 

ra·de eliminar uniones ínter o intrrunoleculares no deseables, 

c) Se evitaron secui:.ncias ricas en G-C (guanina-citosina) seguidas 

de regiones ricas en A-T (adenina-timina) puesto que se sabe que 

tales secuencias propician la terminación de la transcripción. 

d) En los extremos terminales se. diseñó una secuencia que recono--

cicran enzimas de restricción para facilitar su inserción en un 

vehículo molecular. 

e) En el extremo 5' de cada gene se adicionó previo al sitio de la 

.endonucleasa, un codón extra que codificara para metionina, para 

poder separar con un tratamiento con Bromuro de cianógeno el pr~ 

dueto de los genes de insulina que serán fusionados a la B-ga-

lactosidasa. 

La síntesis de llDN se llevó a cabo por el método del fosfotr.!_ 

ester, el cual se esquematiza en la Figura 2.4.3, El proceso se inicia ~ 

con nucleótidos, de los cuales se generan triester-trímeros protegidos 

como los señalados con los números 1 y 2 en la Figura. El trímero del 

tipo 2, con el grupo protector amisol-3' se convertirá en el extremo 3' 

del oligonucleótido. El trímero del tipo l es bifuncional y dependiendo 

del tratamiento (ácido o básico), podrá constituir tanto el extremo 5' o 

un componente de la secuencia interna.. Debido a que los intermediarios -
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de síntesis,tales como los ilustrados con los números 3,4,5,G y 7 de la -

figura, no son solubles cm agua, todos los pasos de condensación y pud-

ficación se hacen en solventes orgánicos tales como cloroformo. Lon trí

meros pueden ser condensados para dar hexámeros (por ejemplo 3 + 4 da 6) 

y los hexámeros pueden ser condensados para dar dodecámeros (6 + 7 da 8) • 

El siguiente paso en la síntesis es la remoción de los grupos protectivos. 

Esto se logra mediante tratamientos con ácido acético y NH
4
0H, generando 

el fragmento deseado de ADN de cadena Gencilla soluble en agua. 

El paso final de la síntesis es una purificación de los frag

mentos dn ADN mediante cromatografía líquida de alta presión. 

Una vez·obtcnidos los fragmentos de entre 10 y 15 pares de~!!. 

ses y puesto gue fueron diseñados para tener sobreposiciones complementa

rias se unieron entre sí mediante la enzima ligasa. Los extremos terrnin!!_ 

les del gene se diseñaron para tener un sitio de Eco R1 en el extremo iz

quierdo y uno de Bam Hl en el extremo derecho. En la Figura 2.4.4 se 

ilustra el diseño y forma de síntesis de los genes para Cadena A y Cadena 

B de insulina humana. 

Posteriormente, Gocddel ~ ~· (1g79) clonaron estos genes -

en el plásmido pBR-322 de acuerdo a la estrategia ilustrada en la Figura 

2.4.5. El pBR-322 se digiri6 en las endonucleasas Eco Rl y ~am 111 lo que 

permitió la inserción del gene sintético mediante la enzima lígasa T4. El 

plásmido resultante se utilizó para transformar células de ~· coli, se 

seleccionaron clonas adecuadas y se corroboró mediante la secuenciación -

nucleotídica. Posteriormente se aisló un fragmento del operón lac del --
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genoma del fago A que incluía el promotor, el operador y los primeros 1006 

codones para 8-galactosidasa incluidos entre dos sitios de Eco Rl. Este 

fragmento se insertó en el pliismido contenicn.do el gene de cadena A median 

te su sitio de &co Rl y la enzima ligasa T4. El plásmido resultante se -

introdujo en células de E. coli y se seleccionaron clonas adecuadas, las 

cuales producían una proteína híbrida Cadena A-6-galactosidasa. Para la 

cadena B el procedimiento fue similar, solo que en este caso se clonaron -

separadamente fragmentos del gene con un sitio de unión reconocido por la 

enzima Hind III. El procedimiento general se detalla en la Figura 2.4.6. 

El plásmido recombinante para la cadena A una vez establecida 

su correcta orientación fue in\:roducido en una cepa de E. coli constituti 

va para 8-galactosidasa y cultivada en un medio rico. El plásmido recom

binante para cadena B se introdujo en una cepa de !· coli con una mutación 

Iq (que s~breproduce represor lac) y se. cultivó en un medio rico, para lo

grar la expresión el sistema se indujo con el galactósidoso IPTG. 

La proteína híbrida resultante es insoluble y constituye apr2_ 

ximadarnente el 20% de la proteína bacteriana total. La cadena de insulina 

tiene que ser posteriormente separada de la proteína a la que ha sido fu-

sionada mediante tratamiento con Bromuro de Cianógeno.en ácido fórmico al 

70%. Las cadenas libres de insulina se convierten a. sus derivados s-sulfo 

nades para prevenir la formación prematura de puentes disulfuro y se pur.!_ 

rifican posteriormente mediante cromatografía de intercambio iónico, fil

tración en gel y cromatografía líquida de alta presión de fase reversa·. -

Una vez purificada, la cadena B-sulfonada se mezcla con un exceso de cad~ 



•\ 
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na A-sulfonada purificada y se generan sulfihidrilos libres mediante re-

ducción con marcaptoetanol. El exceso de marcaptoetanol se remueva por 

extracción con acetato de etilo, el pll se ajusta a 10.6 y la reasociación 

se logra mediante la oxidación con aire, la insulina resultante so detcc-

ta mediante radioinmunoansayo. El rendimiento de reasociación se encuen-

tra entre el 10 y el 15%. En la Figura 2.4.7 se ilustra el procedimien-

to general de obtención de insulina humana por bacterias, haciendo énfa--

sis en los procedimientos de purificación y reasociación. 

Respecto al rendimiento de las cadenas, éste es de alrededor 

de 0.41 mg/g células húmedas, equivalente a l mg/litro de cultivo. J,a 

producción de proteína híbrida es cercana a 105 moléculas por célula. 

(Goedell et al., 1979). Estos rendimientos son cerca de 10 ve.ces más ai-

tos que los encontrados para somatostatina (Itakura, et al., 1977). 

El proyecto de insulina no concluyó con la publicación de la -

viabilidad técnica del proceso, fué necesario todavía una gran cantidad -

de trabajo para que la insulina humana se convirtiera en un agente clíni-

co útil (Riggs, 1981). El escalamiento del proceso de cultivos de unos -

pocos litros a cientos de miles de litros, sin duda presentó problemas de 

desarrollo¡ sin embargo de acuerdo a Riggs, (1981) "no se encontraron di-

ficultades mayores y a pesar
0
de que el rendimiento necesita ser mejorado, 

los resultados actuales son satisfactorios, ya que Lilly inv~rtirá 40 mi-

llones de dólares para la producción a gran escala de insulina humana por 

este método". 
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En la Tabla 2.4.l se resume la historia de los principales -

acontecimientos del proyecto de insulina humana, Como es claro fué nece 

saria la experiencia en niveles i11termedios a la planta industrial (150 

y 2000 1 ts) con el fin de escalar el proceso al nivel de ferrnc11tador de 

10,000 galones en la práctica industrial. Sin embargo, de acuerdo a 

Johnson (1983) los principales problemas en el escalamiento fueron apa-

rentemente de carácter legal, en vista de la legislación vigente en E,st~ 

dos Unidos respecto al ADN recornbinante. Fué necesario demostrar la se

guridad de la Eschcrich2:_~ coli K-12; la confiabilidad del equipo de ese~ 

la comercial principalmente en lo que se refiere al confinamiento de los 

.:ultivos; y en entrenar adecuadamente al personal respecto al proceso. -

En la literatura, como es más o menos obvio no se reportan las condicio

nes técnicas del e.~calarniento ya que ello forma parte fundamental de la 

tecnología. 

En vista de los bajos rendimientos en la reasociación de las 

cadenas, una alternativa para producir insulina humana es mediante la in 

serción del gene de la proinsulina en plásmidos híbridos. La proteína -

híbrida así sintetizada se trata con bromuro de cianógeno para liberar a 

la proinsulina de la proteína a la que ha sido fusionada, A la proinsu

lina cruda se le somete a la sulfitólisis oxidativa para producir el deE_i 

vado sulfonado. Después de ún apropiado acomodamiento de la molécula m!:_ 

diante la formación de los puentes disulfuro adecuados, la proinsulina -

resultante se purifica por filtración en gcl. El péptido e puede ser -

eliminado cnzimáticamente mediante un. tratamiento con tr:l.psina o carboxi 

pcptidasa n, lo que produce insulina bioÍógicamcnte activa. (Johnson, -



TABLA 2 • 4 .1 

PRINCIPALES EVENTOS Etl EL DESAP.ROLLO DEL PROYECTO DE INSULINA HUMl\NI\ 

Fechá 

1977 

1977 

1978 

1978 

1978 (Septiembre) 

1979 (Junio) 

1980 

1980 

1982 (Mayo) 

1982 (Octubre) 

1982 (Finales) 

1983 

Evento 

Ullrich et ¡\l (1977) logran clonar un gene 
de insulina"""de rata en plásmidos. 

Itakura et al (1977) reportan por primera 
vez la expresión de genes sintetizados qui: 
micamente, de la hormona somatostatina. -

Villa-Komaroff et al (1978) logran clonas 
bacterianas que-Sintetizan proinsulina de 
rata. 

C'i:ea et al (1978) sintetizan químicamente 
los geñe;-que codifican para las cadenas 
A y B de insulina humana. 

Se logra la expresión de genes que sinteti 
cen para cadenas de insulina humana en 
~· ~ (Goedell et al, 1979) 

Lilly es autorizada para escalar el proce
so hasta 150 lts. 

Se permite a Lilly escalar el proceso hasta 
2,000 lts. 

Se publica la primera experiencia clínica 
con esta insulina humana (Keen, !:.!:. al., 
1980). 

Se solicita la aprobación de la FDA 

r.a FDA aprueba el producto de Lilly 

Lilly comienza la construcción de las plan 
tas industriales en Indianapolis (U.S.11.)
y Liverpool (U.K.). 

Lilly produce insulina humana en fermenta-
dores de 10,000 galones. 



1982) . J,a insulina producida por esta vía tiene en el producto final un 

contenido de proinsulina elevado ( 11. 3 ppm) . 

La producción de proinsulina puede lograrse a través de "pl~s 

midas de expresión" en los que se inserta también la secuencia del pre

péptido, el cual dirige la excrcsión de la molécula de interés. Una ven 

taja adicional es que la proteína puede ser aislada más fácilmente y con 

menos posibilidad de contaminación con otros productos bacterianos en -

vista de que se localiza en el espacio periplásmico, disminuyendo también 

la posibilidad de la inestabilidad intracelular y pern1itiendo la expre-

sión de proteínas sin necesidad de fusionarlas con proteínas bacterianas. 

Villa Komaroff et al. (1978) demostraron la síntesis y excresión de pro

insulina de rata, corno resultado de la fusión de los genes de proinsulina 

y pre-penicilinasa. 

Posteriromente Talmadge et al, (19BOa} demostraron que la s~ 

cuencia para pre-proinsulina de rata dirige la secreción de un antígeno -

de insulina en !· ~ y el mismo año concluyeron que la bacteria es capaz 

de procesar correctamente las señales eucarióticas como la de la propia -

bacteria por medio de una peptidasa bacteriana que genera proinsulina 

(Talmadge ~al,, 19BOb). 

Sin duda, un aspecto muy importante para maximizar la expresión 

de productos de genes recombinantes es la selección del promotor a partir 

del cual se inicia la transcripción. Mientras r.iás fuerte sea el promotor 

mayor será la cantidad de ARNm que se forma y en consecu~ncia se sinteti

zará más proteína, Los promotores tambfén tienen el efecto de incrementar 



la relación del producto deseado a la proteína fusionada, esto es, que si 

los genes de las cadenas se fusionan a genes de proteínas pequeñas, la 

proporción de las cadenas en la proteínc híbrida será mayor y en consecu!:_n 

cia se producirán mayol" cantidad de cadenas por gramo de proteína híbrida. 

Se ha demostrado por medio de microscopía electrónica de ba-

rrido y de transmisión (Williams ~ al., 1982) que la proteína híbrida, 

que consiste en las cadenas A o B o bien proinsulina fusionadas al operón 

de triptofano, forma en la célula cuerpos de inclusión en forma granular. 

La cantidad de estos cuerpos de inclusión es proporcional a la cantidad -

de proteína híbrida formada por la célula. Al principio del cultivo estos 

gránulos se encuentran en menos del 1% de las células pero al final del -

mismo más del 90% de las células contienen cuerpos de inclusión y llegan a 

ocupar cerca del 20% del volumen celular. Por técnicas inmunocitoquímicas 

se ha demostrado que los cuerpos de inclusión estan formados por la prote.f. 

na híbrida (Williams et al., 1981). Aparentemente la fol-mación de estos -

gránulos se debe exclusivamente a la naturaleza insoluble de la proteína -

híbrida. 

Los trabajos desarrollados en el Departamento de Biología Mo

lecular del Instituto de Investigaciones Biomédicas, U.N.A.M., -

dentro del proyecto de producción insulina humana siguierou funda-

mentalmente estrategi<rn si.mil~res a las reportadas por Crea et al., (1978) 

y Goeddel !:..!:. al., (1979). La síntesis ·química de los genes fue llevada a 

cabo por el M. C. Xavier Soberón. El gene de cadena A se clonó en conjun

to con el' operón lac del fago A en el vchícuJ o pBR-322 para dar el plásmi

do pBR-213. El gene de la cadena B fue. clonado en el vehículo pBR-322 ge-
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FIGURA 2.4.8 Comparación entre la relación que guarda el núnero de aminoacioos 
de las proteinas a las que se fusionan las secuencias de uminoácidos de la cade 
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TlBLA 2.4.1 

EFECTO DE LA PRESENCIA DEL PLASMIDO ¡:!l R-213 EN LA VELOCIDAD ESPEC!FICA DE CRE
CIMIENTO DE~ MX-61 4 EN DIVERSOS MEDIOS DE CULTIVO. Datos de B albás ( 1981). 

Medio de cultivo Velocidad específica de crecimiento ( µ) ( hr - 1 ) 

Cepa MX-614 

.con el ¡.BR-213 Silvestre 

Luria 0.43 0,57 

Luria (glucosá) 0;64 0,96 

M-9 (glucosa) 0,83 0,64 

M-9 (glucosa-glicerol) 0.68 o.so 
M-9 (glicerol) 0,51 0.67 

MM (glucosa) 0,39 0,35 

MM ( g lucosa-q Ji cero!) 0,44 o. 34 



nerando el plásmido pBR-271. En la Figura 2.4.9 se resumen esquemática-

mente los trabajos desarrollados a partir de los plásmidos pBR-213 y 

pBR-271 reportados por Dalbás (1981), 

El primer paso fue la secuenciación de los genes sintéticos 

para corroborar que la secuencia fuera la correcta, Esto se llevó a cabo 

por el método de Sanger et al. (1977) y se verificó que la secuencia 

era la correcta y correspondía a la reportada por Crea~ al. (1978). 

Posteriormente el plásmido pBR-213 se trató con Eco Rl y se 

purificó el fragmento que contiene el .operón de lactosa, el cual se clonó 

en el pBR-271 previa digestión con Eco Rl. Con los plásmidos resultantes 

se transformaron células de E. coli K-12 RRl y se seleccionaron clonas en 

Xgal + 'ampicilina. Se encontró una sola colonia azul a la cual se le de-

terminó la orientación de la inserción con la enzima Hind 111 y se encon-

tró que era incorrecta. A este plásmido se le denominó pBR-274, el cual 

se purificó, se digirió nuevamente con Eco Rl y se trató posterionnente -

con ligasa. Al transformar células de E. coli se seleccionaron 20 colo--

nias azules y mediante digestión con Hind 111 se encontraron 5 que esta--

ban en posición correcta, este plásrnido se le denominó pBR-275 y se le --

caracterizó con 5 combinaciones de enzimas de restricción para demostrar 

que efectivamente se tenía.e~ plásmido adecuaqo, 

Los plásmidos pBR-213 y pBR-275 fueron usados para transformar 

células de ~· coli K-12 RRl, sin embargo posteriormente se sustituyó la -. 
cepa receptora por la ~· coli MX-614 en vista de que ésta Gltima no prod~ 

ce B-galactosidasa (que podría interferir en la medición de proteína hí--
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''}los adecuados para l<i cxprcnión de protci.nas híbridas para cadena l\ Y,B ele innuliria humilna. De 
•acuerdo a Balbás ( 1981). 



brida) y es constitutiva, ya que no produce represor lac. Sin embargo en 

el caso del pl3R-275 no se logró una expresión adecuada en esta cepa ya 

que el pliismi.do resultó incs table durante el. cultivo y sufre deleuiones, 

(Bolívar, 1983).. Este problema se solucionó utilizando como cepa recept~ 

ra E. coli D-1210 cuyas características principales es sobrcproducir re-

presor lac (Iq) y no tener capacidad el.evada de recombinación de material 

genético (Recll-). Sin embargo, esta cepa sintetiza B-galactosidasa nati

va y necesita ser inducida. Con esta cepa el pBR-275 se mantenía estable 

y se determinó que el máximo de proteína híbrida se obtenía cuando el cul 

tivo se .inducía con el galactósido IPTG a una concentración entre 2 y 5 -

mM y en la fase exponencial tardía del crecimiento de la bacteria, 

La proteína híbrida S-galactosidasa-cadena B constituye apr~ 

ximadamente al 12% de las proteínas totales de la bacteria determinada -

por densitometría de geles cuando es crecida en un medio rico. El porce~ 

taje de la proteína híbrida respecto a las proteín~s precipitables depen

de del tiempo de cosecha pero, entre l.y 4 horas posteriores a la inducción 

este valor es cercado al 30%. La biosíntesis de proteína híbrida sucede 

aún en la fase estacionaria, 

Los estudios reportados por Balbás (1981) respecto a las velo 

cidades de crecimiento de cultivos en diferentes medios para la expresión 

de proteína híbrida cadena A• (plásmido pBR-213) se resumen en la Tabla 

2. 4, l. En general puede decirse que en medios muy complejos, así como en 

aquellos conteniendo glicerol como Única fuente de carbono la cepa silve~ 

tre crece más rápido que la transformada. Por el contrario, en medios má_~ 

definidos y que contiDnen glucosa como única fuente de carbono, la cepa -

transformada crece más rápido que la silvestre. 



Con el. fin de investigar la responsabilidad de la presencia -

del plásmido en la alteración de la velocidad de crecimiento, se cultivó 

la cepa en ausencia de presión selectiva (aropicilina) con el fin de incr~ 

mentar la segregación (pérdida del plásmido). En medios sin ampicilin<> -

las velocidades de crecimiento tienden a igualar a la presentada por la -

cepa silvestre, en el caso del medio Luria la \J se. incrementa con la se-

gregación y con el m.::dio M-9 la 1.1 decrece. De acuerdo a Balbás (1981) -

la segresación es cercana al 90% a las 4 horas de cultivo en ausencia de 

arnpicilina- Sin embargo para tratar de definir de manera conclusiva si -

eran los plásmidos los responsables de incrementar la velocidad de creci

miento, se transformó la cepa de E. coii RRl con el pBR-213 y se observó 

que en este caso (en.el medio M-9) la presencia del plásmido disminuía -

la velocidad de crecimiento; en cambio la cepa MX-614 transformada con el 

plásmido pBR-322 si incrementa su velocidad de crecimiento respecto a la 

no transformada. Estos resultados llevaron a concluir que "no son los -

plásmidos pBR-213 y pBR-275 los responsables de aumentar la tasa específ!_ 

ca de crecimiento de la cepa MX-614, sino mas bien es la cepa la que pre

senta alguna característica (probablemente genética) por la cual la pre-

sencia de un plásmido (derivado delpBR-322) en su citoplasma es capaz de 

favorecer su velocidad de crecimiento" (Balbás, 1981 p. 93). 

Respecto a la cinética de producción de proteína híbrida, 

Balbás (1981) reporta que la producción de proteína total es superior en 

la cepa transformada y se observa un marcado incremento en la síntesis de 

proteínas precipitables en esta Última cepa aún en la fase estacionaria. 

La relación proteínas precipitales/proteínas totales es máxima en el me--



dio M-9 con un 14. 4i. Con un análisis desintométrico de geles se encontró 

que la proteína híbrida constituye aproximadamente el 9i de las proteínas 

totales y el 28% de las proteínas precipitables. La productividad máxima 

respecto a protéína híbrida (medida como un porcentaje de las proteínas -

precipitables) se logró con el medio M-9 en vista de que también presentó 

la velocid~d específica mas alta entre los medios probados. 

Aunque la mayor parte del trabajo se ha realizado con proteí

nas híbridas conteniendo $-galactosidasa, el grupo de Biología Molecular 

(Bolívar, 1983) ha logrado generar un nuevo sistema en el cual se fusio-

naron los genes que codifican para la cadena A y B a un fragmento de ADN 

que codifica para los 71 aminoácidos de la región amino terminal de la -

proteína transacetilasa de cloranfenicol y que se encuentra bajo el con-·

trol del operón de triptofano, que es mas eficiente que el del operón lac. 

Por otra parte elimina la necesidad del IPTG y produce una proteína híbri_ 

da soluble que requiere menores cantidades de Bromuro de cianógeno para -

separarla de la proteína de la que fué fusionada. Estas proteínas híbri

das serán solo de 95 y 106 mninoácidos para las cadenas A (plásm.ido pBR-

730) y B (plásmido pBR-731) respectivamente, 



CAPITULO 3 

OBJETIVOS 

Global: 

.Establecer las condiciones de producción de proteína híbridas 

8-galactosidasa- Cadena A y 8-;galactosidasa - Cadena B de insulina humana 

a nivel de laboratorio, que permitieran su posterior escalamiento, 

Particulares: 

a) Estableciiniento de las condiciones de almacenamiento de las cepas 

y desarrollo de los inóculos. 

b) Estudio de los efectos de variables fisicoquímicas en la produc-

·ción de proteína híbrida 

c) Caracterización cinética de los cultivos productores de proteína 

híbrida. 

d) Establecimiento de las condiciones que maximizaran la producción 

específica de proteína híbrida. 

e) Diseño de medios de cultivo a base de materias primas industria

les y su optimizaci§n estadística, 

f) Escalamiento inicial a fermentadores de 2 y 14 litros. 



MATERIALES Y METODOS 

4.1 

4.1.1. 

Materiales 

Reactivos 

CAPITULO 4 

En el desarrollo experimental se usaron los reactivos que se 

detallan a continuaci6n en orden alfabético y con su respectiva procede~ 

cia: 

Acido aspártico (Merck) 

Acido gh1támico (Merck) 

Alanina (Merck) 

Acido etpendiamino tetracético, EDTA .(Sigma) 

Acrilamida (Bio-Rad) 

Acido acético (J.T. Baker) 

Acido tricloroacetico (J.T. Baker) 

J\mpicilina (Quinonas S.A., Binotal, Bayer) 

Antrona (Merck) 

Acido sulfúrico (J.T. Baker) 

Almid6n (J.T. Baker) 

Albúmina (Bovina, Sigma) 

Alcohol etílico (J.T. Baker) 

Azul de Bromofenol(Bio-Rad) 

Azul ·de Coomasic (Bio-Rad) 

Bactoagar (Difco) 



Bis-acrilamida (Bio-Raci) 

B-galactosidasa (Sigma) 

B-mercaptoetanol (Bio-Rad) 

Casaminoácidos roifco) 

Carbonato de sodio (J.T. Baker) 

Cloruro de sodio (J.T. Baker) 

Dextrosa (J.T. Baker) 

Dodecil sulfato de sodio (SOS) (Bio-Rad) 

Extracto de levadura (Dif co) 

Extracto de carne (Dif co) 

Folin-Ciocalteau, solución (Si.groa) 

Fosfato dibásico de $Odio (J.T. Baker) 

Fosfato monobásico de potasio (J.T. Baker) 

Glicina (J.T. Baker) 

Glicerol (J.T. Baker) 

Galactosa (Sigma) 

Hidróxido de sodio (J.T. Baker) 

Hidróxido de potasio (J .T. Baker) 

Hidroximetilaiminometano (Tris Base), (Sigma) 

Iodo (Baker) 

Isopropil-B-tio-galactopiranos~ IPTG (Sigma) 

Lactosa (Merck) 

Leucina (Merck) 

Metanol (J.T. Baker) 

Mclibiosa (Sigma) 

Membrana Milliporc O. 45 µm 



N,N,N' ,N'-tetrmnctiletilendiamina (Temed), (Sigma) 

Persulfato de amonio (Bio-Rad) 

Papel filtro {\'/ha tman) 

Peptona de caseína (Bioxon) 

Peptona industrial, "Peptamin C", (Glucosa, S.A.) 

Sulfato de cobre (J.T. Baker) 

Sacarosa {J.T. Baker) 

Sacarosa industrial, azúcar refinada (UNPASA) 

Sulfato de magnesio {J,T, Baker) 

Tar.trato de Sodio y Potasio {J.T. Baker) 

Triptona (Difco) 

4.1.2. Equipos 

Colorímetro (Spectronic 20, Bausch & Lomb) 

Espectofotómetro (Beckman, modelo 351) 

Potenciómetro (Corning) 

Sonicador (Soniprep modelo 150) 

Cetrífuga clínica 5000 rpm (Sol-bat) 

Fermentador.14 lts. (New-Brunswick) 

Fermentador, 2 lts. (New-Brunswick) 

Fuente de poder (ISCO, Modelo 493) 

Agitadora para matraces New-Brunswick (modelo G-24) 

Controlador de pH (Centro de Instrumentos, UNAM) 

Medidor de oxígeno disuelto (Centro de Instrumentos, UNAM) 

Ultracentrífuga {Sorvalll 

Densit6metro 



4.1. 3. Cepas 

Escherichi.a coli K-12: MX-614 (Pro - , Ile - , Val - , VBl , /:, lac 

( I-, P -) transformada con el plásmido pBR-213, proporcionada por el Depa,;:. 

tarnento de Biología Molecular del. Instituto de Investigaciones Biomédicas, 

UNl\M. Se utilizó también la cepa sin transformar. 

Escherichia coli i;-12, D-1210 lac+ (iq+ z+ Y+) I transforma-

da con el plásmido pBR-275, proporcionada por el Departamento de Biología 

Molecular del Ini;;tituto de Investigaciones Biomédicas. 

Sarcina luteaATC.C 9341, la· cual se empleó para la deterrnlna--

ción microbiológica de arnpicilina. 

Todas las cepas fueron conservadas en glicerol a -15°C. 

4.2 Métodos 

4.2.l. Medios de cultivo 

Medio M-9 g/l 

Peptona 15 

Na 2HP04 
.7 

KH 2Po4 
3 

N114Cl 1 

MgS04 
0.246 

CaC1
2 

0.011 

Isoleucina 0.2 

Valina 0.2 

Prolina 0.2 



Medio M-9 

Vitamina B1 
Glucosa 

Ampicilina 

g/l 

0.2 

4 

0,1 

Este medio se armaba a partir de soluciones concentradas esté 

riles de acuerdo a lo establecido por Balbás (1981, p.34) y el pH final -

se ajustaba a 7 con solución de NaOH. 

Medio Luria . g/l 

Triptona 10 

Extracto de levadura 5 

"NaCl 

NaOH (2.5 N) 

pH 

Agar 

Medio Mínimo 

Glucosa 

NH
4

Cl 

MgS04 
Na

2
HP04 

KH2Po4 
NaCl 

pi! = 7 

10 

1 ml 

7 

20 

g/l 

2 

1 

0.25 

6 

,3 

0.5 



Medio HT, g/l 

Peptona Industrial 3.5 

Sacarosa industrial 6 

IGl
2

Po4 5 

NH4Cl l 

Na
2

HP0
4 

5 

pll = 7 

Medio M-B 

Peptona Industrial 5 

Sacarosa industrial 4 

KHl04 3 

Na2HP0
4 7 

pH = 7 

La composición de otros medios experimentales se describe en 

el texto: En todos los casos la esterilización se llevó a cabo en auto-

clave a 12lºC (21 libras de presión) durante 20 minutos y los azúcares -

siempre fueron esterilizados por separado. A menos que señale lo contra 

rio, se utilizó agua destilada para disolver los componentes de los me--

dios de cultivo. El pH se ajustó a 7.2 antes de la esterilización con 

lo que se lograba en general un pH final de 7.0. 

4.2.2. Técnicas c',e 1r.<.:dición. 

4.2.2.1. Proteína (método de Lowry, Lowry et al., 1951), de la manera'--

descrita por Bautista (1983) p. 62. 



4.2.2.2. Proteínas totales en células 

Las proteínas totales en células se dete11ninaron resuspcndie!!_ 

do el pellet resultado de la centrifugación de 10 ml de caldo de cultivo 

en buffer de sonicación y lisando posteriormente la suspensión, de aeuer-

do a lo establecido por Ralbas (1981) p. La proteína total se detcr-

minó por el ·método de Lowry tomando una alíquota del sonicado. 

4.2.2.3. Proteínas precipitables y solubles 

El sonicado descrito en la sección anterior se somete a una 

centrifugación a 10,000 rprn en una centrífuga Sorvall durante 10 minutos. 

Al sobrenadante se le determina proteína por el método de Lowry y consti

tuyen las proteínas solubles. El pellct de centrifugación, una vez deca!!_ 

tado se resuspende en amortiguador de sonicación, se agita fuerternen•~e·· 

la medición por Lowry constituye el contenido de proteína precipitables. 

La resuspensión del pellet en NaOll 1 M y Cloruro de Gudnidina 6 M no re-

presentó ventajas en la reproducibilidad, por lo que siguió usando el 

amortiguador de sonicación para resuspender. 

4. 2. 2. 4. Determinación microbiológica de penicilina. B"ii'cnsayo. (Cole, 

1969), de acuerdo a lo descrito por Bautista (1983) p. 63. 

4.2.2.5. Actividad enzimática (Ross & O'Callagharn, 1975) y de acuerdo a 

lo establecido por Bautista (1983) p. 65. Puesto que el método emplea-

do se tuvo que adaptar para la determinación de activida& enzimática en -

éelulas intactas, se revisaron algunos aspectos de la metodología que a -

continuación so detallan: 



Se determinó el tiempo al cual la técnica descrita en la lite 

ratura presentaba los valores más altos para lo cual se incubó una suspe!!_ 

sión de células en fase exponencial tardía y se midió la decoloración del 

complejo Iodo-Almidón a diferentes tiempos (5, 10, 15, 20, 25; 30 min) y 

se calculó a partir de las mediciones la actividad enzimática. 

·A la técnica descrita se le agregó un control conteniendo cé

lulas sin actividad enzimática (esterilizadas a 120°C durante 15 minutos) 

y se midió la decoloración del control sustrato y del control células du

rante 30 minutos cada 5 minutos. 

En la Figura 4.2.2.l. se presentan los resultados para la de

terminación de actividad enzimática en función del tiempo de incubación. 

Como se· puede observar, la actividad es máxima cuando se emplean entre 10 

y 15 minutos en la determinación. Inicialmente el tiempo de incubación -

empleado fué de 20 minutos y es posiblemente debido a ello que las medi-

ciones resultaran un tanto erráticas y bajas. En lo sucesivo se empleó -

un tiempo de 10 minutos. 

En la Tabla 4.2.2.1. se muestran los controles empleados en -

la determinación, así como la decoloración del control células y del con 

trol sustrato. La decoloración debida a las células siempre es menor que 

la ocasionada por el sustrato lo que indica que las células por si mismas 

no contribuyen apreciablemente en la decoloración y por lo tanto la técn.!_ 

ca puede emplearse usando células intactas. De cualquier modo, se consi

deró el control de células de actividad para todas las déterminaciones. 
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F'IGURA 4.2.2.1 Efecto del tiempo de incubación de muestras de una. suspensión 
de celulas de E. coli MX-614 pBR-213,' en la actividad calculada de a-lactama
sa. Las células provinieron de un cultivo en medio M9 en fase expone~cial tar 
día. La técnica fué la descrita por Ross & Callagham (1975) variando los tiem 
pos de incubación. r.os puntos corresponden al promedio de dos experimentos iñ 
di viduales. 
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TABLil 4, 2, 2, 1 

ESQUEMA DEL ME'fODO PARl\ LA DE'fERMINACION DE /\CTIVIDAD DE 8-LACTAMASA. 

Contribución rlc lns células sin actividad enzimática a la decoloración 
del complejo Iodo-almidón. 

lld"ición (ml) 

Iodo almidón 

Sustrato 

Solucié:n amorti
guadora ele fosfa 
tos 0.1 M 

Suspensión de 
células viables 

Suspensión ele 
células no viables 

Tiempo de 
incubación (min) 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

Control 
enzima 

1.9 

0.1 

Control 
sustrato 

11620 

0.718 

0,695 . 
0.630 

o.s1a 

0,570 

0,540 

Prueba 

0.9 

0.1 

Controla) 
células 

0.9 

0.1 

11620 

0,728 

o. 720 

0.700 

o.640 

0.640 

o.sao 

Diferencia 

0.010 

0.025 

0.070 

0.062 

0.070 

0.040 

·a) El control células corresponde a una suspensión de células sin actividad 
enzimática (esterilizadas a 120ºC durante 15 minutos) 



4.2.2.6. Crecimiento celular 

El crecimiento celular fué medido por densidad óptica a 565 nm 

en diluciones 1:10 con agua destilada, en un colorímetro Baush & Lomb 

(Spectronic 20) contra un blanco de agua destilada y corrigiendo por el 

color del medio de cultivo. Los valores DO se encuentran reportados en -

las gráficas multiplicados por un factor de 10, 

4.2.2.7. Azúcares totales 

Se empleé? la técnica de antrona, (Keleti & Leaderer, 1974), 

de acuerdo a lo descrito por Rodríguez (1983) p. 92. Las lecturas se re

lacionaron a curvas patrón de glucosa, sacarosa, lactosa, según sea el caso. 

4.2.2.8. Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida, de acuer-

do a lo establecido por Balbás (1981) La preparación de muestras es 

como sigue: las muestras sonicadas se centrifugan para separar las protef. 

nas precipitables de las solubles y cada fracción es cuantificada por el -

método de Lowry. Las proteínas precipitables antes de ser cuantificadas -

se resuspenden en solución amortiguadora de sonicación. 

Una vez que se han obtenido los resultados del contenido de -

proteínas, se efectúan los cálculos para conocer el volumen de muestra ne

cesarios para tener 30 µg de proteína en cada carril del gel.' El volumen 

de muestra que resulta de estos cálculos se disuelve en 20 µ1 de solución 

desnaturalizadora Mezcla Mágica (M.M), se agitan y se hierven durante 3 -

minutos, Después de este tratamiento las muestras fUeden .procesarse in-

.mediatamente o conservarse a -1\ºC. 



Las muestras se colocan en los carriles de los geles y se añade -

solución amortiguadora de corrida, los geles entonces son colocados den

tro de la cámara de corrida que previamente ha sido llenada con 1.5 li-

tros de amortig~ador de corrida y se aplica una corriente de 20 mA (corE_ie 

te constante) hasta que las muestras pasan el primer gel, en este momen

to se cambia a 40 mA para qne pasen al gel inferior. Una vez que los g~ 

les se han corrido, se fijan las proteínas con ácido tricoloroacético al 

50% durante 45 minutos, después de este tiempo se tiñen las proteínas 

con solución de Coomasie a 65°C por 20 minutos. Los geles se destiñen -

con ácido acético al 10%, el cual se cambia varias veces hasta que ya no 

sea posible extraer más color~nte. 

4.2.2.9, cuantificación de proteína hÍbrid<1 

La determinación cuantitia~iva de proteína híbrida solo se -

llevó a efecto en experimentos selectos. En el ca~o de la Cadena A, de-

bido a la función objetivo seleccionada para la optimización (la veloci-

dad de crecimiento) y en virtud de que se trataba de una expresión consti 

tutiva de proteína híbrida, no se llevó a cabo la cuantificación. En el 

caso de la cadena B, la optimización tenía necesariamente como función -

objetivo la productividad en función de proteína híbrida ya que se trata 

ba de un sistema inducible •• 

La detección de la proteína híbrida hasta el momento, se ha 

venido efectuando por medio de electroforesis, sin embargo esta técnica 

consume un tiempo considerable y en general es poco reproducible y preci

sa cuando se quiere cuantificar. Pari'\ el control del proceso de fe1:ment!:!. 



ción es fundamental contar con técnicas de medición.rápidas y precisas 

que permitan tomar decisiones en el transcurso del cultivo o bién llevar 

un seguimiento del proceso en todas sus etapas. Es por ello que se pensó 

en desarrollar un método alterno indirecto y rápido para tal fin. Origi

nalmente Balbás (1981), había reportado que la concentración de proteína 

precipitable en la cepa transformada se incrementaba fundamentalmente 

debido a la síntesis de proteína híbrida (Cadena A) y que al final de la 

fase estacionaria la proteína híbrida constituía el 28% de las precipita

bles. De esta manera era posible correlacionar un parámetro rápidamente 

medible (proteína precipitable) con la cantidad de proteína híbrida. La 

evolución de la proteína total, soluble y precipitable de la cepa trans-

formada y la silvestre se ilustran en la Figura 4.2,2.2. En lo que se -

refiere. a proteínas totales y solubles el comportamiento es muy similar -

al obtenido por Balbás (1981), en el caso de las proteínas precipitables 

el incremento de la cepa transformada no es tan pronunciado como el repoE 

tado. La cinética de producción de la proteína híbrida (Cadena A) se mu~s 

traen el gel (Figura 4.2.2.3,). De manera general se puede decir que no 

existe un notable incremento en la cantidad de proteína híbrida (Cadena A) 

en la fase estacionaria, lo que concuerda con la gráfica de proteínas pr~ 

cipitables por diferencia, al menos para los puntos con densidad Óptica -

mayores a 0.33. Lo anterior permite sugerir que la producción de proteí

na híbrida se lleva a cabo fundamentalmente mientras la bacteria se en--

cuentra creciendo. Aunque no se determinó cuantitativamente la densidad 

de las bandas en ese gel, es posible o.bservar cualitativamente que los ni_ 

veles bajos de proteína precipitables por diferencia corresponden a las -

bandas mas delgadas, mientras que los valores altos coinciden con aquellos 
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FIGURA 4.2,.2.2 Perfiles de proteina de cultivos de E. coli MX-614 ( • ) y E. coli MX-614 pBR-213 (O ) • Los cultivos 
se desarrollaron en medio M-9, la densidad óptica (dilución 1/10) indica el---creciiñiento del cultivo. Las proteinas to. 
tales corresponden a la detenninación por Lowry del caldo de cultivo; las solubles constituyen el sobrenadante del cul 
tivo sonicado; las precipitables cuantificadas corresponden el pellet resuspendido; las precipitablcs por diferencia :' 
se calcularon como: proteinas totales - proteinas solubles, · 
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carrile'> donde la banda que comigra con G -galactosidasa es apreciablemente 

mayor y aunque seguramente existirá una variación en las proteínas inclu.f 

das en cada carril, el patrón del resto de proteínas sugiere que esta no 

es la causa de ias diferencias tan notables en el grosor e intensidad de 

las bandas. Por lo que potencialmente en este caso la determinación de -

proteína precipitable puede ser una herramienta auxiliar indirecta, pero 

rápida, para el seguimiento de la producción de proteína híbrida (cadena 

A). 

Para el caso de la proteína híbrida cadena B, este fenómeno -

no se reproduce. No parece existir relación entre las proteínas precipi

tables por diferencia y la cantidad de proteína híbrida. 

En la optimización, la proteína híbrida se estimó mediante' -

una "apreciación visual promedio" que consistió en lo siguiente: todas -

las condiciones de los métodos experimentales para la optimización se 

corrieron en un mismo gel, que una vez teñido y desteñido y con un fondo 

blanco, se sometió a la evaluación subjetiva de al menos 6 y a lo más 10 

observadores. Para facilitar la evaluación, el experimento inducido con 

IPTG se le dió arbitrariamente el valor de 10 y en función de él se cali

ficaron el resto de las bandas. Los resultados indicados en el texto son 

el promedio de las calificaciones individuales. Para el primer diseño -

experimental (Plakett-Burman) se llevó a cabo, paralelamente, densitome-

tría de la transparencia del gel. La integración manual (pico por pico) 

dió resultados totalmente erráticos y contradictorios a los patrones .. ae 

a-galactosidasa introducidos. Esto puede ser debido a que al integrar de 

de esta manera, los resultados dependan en gran medida de la apreciación 



personal del operador, Por ello, el área total del densitograma así como 

el área del pico de B-galactosidasa se evaluaron recortando el densitogr~ 

ma total y por triangulación el pico de S-galactosiclasa, respectivamente 

y pesándolos. Oe esta manera los datos resultaron más congruentes con -

los ti::stigos de G-galilctosidasa y se encontró una desviación estandar res 

pecto a la media del 21% en las proteínas totales. Este porcentaje de h.!:_ 

cho representa la posibilidad media de error en una estimación que tiene 

como prerrisa que la cantidad de proteínas en los diferentes carriles del 

gel sea constante. En la Figura 4.2.2.4, se muestra la correlación entre 

los datos obtenidos por densitomctría y la "apreeiación visual promedio", 

los datos desintométricos se normalizaron tomando como base el experimento 

con IPTG al que se l~ dió arbitrariamente el valor de 10. Como se obser

va, existe cierta correlación lineal (r = 0.92) por lo que la apreciación 

visual refleja en cierta manera la producción específica de proteína híbE_i 

da y no por lo tanto se usó en el siguiente diseño experimental; '. 

Cabe hacer notar que esta forma de evaluación solo es justif ,!_ 

cable como un mecanismo que permitió avanzar más rápidamente en las últi

mas etapas del desarrollo experimental. Sin duda, los resultados finales 

que arrojaron los experimentos de optimización deberán ser cuantificados 

de una manera más precisa. Sin embargo, aún la densitomctría (lo que paE_e 

ce ser la alternativa más factible) presenta poca reproducibilidad en vis 

ta de que depende de una gran variedad de factores que van desde que el -

teñido y desteñido de los geles no es totalmente uniforme, la luz y el fon 

do utilizados para tomar la foto, las características del revelado que se 

reflejan finalmente en una calidad muy variable de los negativos sobre los 

que se hace la denoitometría, etc. 
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FIGURA 4.2.2.4 Correlación entre la estimación de proteina híbrida 
por densitometría y la determinada mediante una apreciación visual 
promedio. El gel que se analizó corresponde al incluido en le Figura 
5,2,9.1. Los procedimientos se detallan en la sección 4,2.2.9. 



Una forma alterna para cuantificar indirectamente la proteína 

híbrida podría ser midiendo otros productos codificados por el plásmido -

pero que tengan actividad enzimática, tal como la tl-lactamasa. Aunque 

sin duda los mecanismos regulatorios son diferentes para ambos genes y no 

se encuentran en la misma unidad de transcripción y de manera coordinada, 

la cuantificación de S-lactamasa (que es fácilmente medible) podría. repr~ 

sentar una medida de la dosis de genes con que un cultivo se iniciara. -

(Nordstrom et al. , 1972) • 

De cualquier forma, se midió la actividad específica de B-la;:_ 

tarnasa a lo largo de un cultivo para ver si existía cierta correlación en 

tre la producción de la enzima y la proteína híbrida (Cadem1 A) . 

La Figura 4. 2. 2. 5 esquemati'zan los resultados de la actividad -

de 13-lactamasa versus la edad del cultivo, los cuales indican que la acti

vidad esp~cífica disminuye al aumentar el contenido celular, sin embargo, 

la actividad total tiene muy poco cambio, lo que apoya la idea de que la 

13-lactamasa solo se sintetiza en los primeros minutos del cultivo. Como 

es claro, no es posible establecer una relación entre la actividad especí

fica de a-lactamasa y cantidad de proteína híbrida durante el cultivo. 

Sin embargo, la actividad específica inicial (o bién la actividad total a 

lo largo del cultivo) puede ser un indicativo del número de copias del --

plásmido y probablemente del nivel de expresión ~ de la proteína híbri:_ 

da. Este fenómeno ha sido reportado en la literatura (Nordstrom, et al., 

1972) y en nuestro laboratorio (B~utista, 1983) trabajando con el plásmido 

pBR-327 se han encontrado niveles mas altos de actividad de lactamasa com

parados con los presentes en el pBR-215. Se sabe (F. Bolívar, comunicación 
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FIGURA 4.2.2.5 Actividad específica de B-lactamasa en función del 
tiempo de cultivo de E. coli MX-614 pBR-213. El medio de cultivo 
fue el M-9, La actividad de B-lactamasa se·detenninó de acuerdo a 
Ross & Callaham (1975), con las modificaciones descritas ,en la sec 
ción 4.2.2,5. -



personal) que este último plásmido se encuentra en m.:ís alto número de co

pias que el pDR-215. 

En vista de que la ampicilina soio permanece unos minutos en 

el cultivo, en virtud de ser degradada rápidwnente por la B-lactamasa y -

con el fin de determinar si el patrón que presentaba la enzima ante adi-

ciones periódicas de ampicilina era similar al presentado en la Figura 

4.2.2.5., se llevó a cabo el ensayo y los resultados se muestran en la 

Figura 4.2.2.6. Aparentemente los patrones son similares y aunque cxis-

ten pequr,.ñas variaciones entre 0.3 y 0.4 de densidad Óptica no parecen ser 

significativas puesto que se presentan en la misma magnitud en un experi

mento testigo. 

De acuerdo a estos resultados se puede concluir, que la acti

vidad de $-lactamasa puede ser un indicador del número de copias del plá2_ 

mido y probablemente de un nivel final· de expresión. Sin embargo, si se 

emplea la actividad específica como criterio, se d~berá señalar adecuada

mente la edad del cultivo puesto que la actividad por rng de proteína de-

pende de ello. Este método podrá ser útil cuando se desee comparar cepas 

con muy diferentes dosis de genes y como criterio global de "calidad" de 

la cepa que deba escalarse. 

4.3. (A) Procedimientos exp~rimentales (Cadena A) 

4.3.l. (A) Condiciones generales de cultivo 

Cuando no se indique lo contrario, las condiciones de cultivo 

fueron las siguientes: volumen de trabajo: 2oi del volumen del matraz -
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Erlenmeyer, inóculo: 10%, densidad óptica del inóculo: O. 3-0. 4, pll ini._ 

d.al ajustado a 7; ;! antes de la esterilización, temperatura 37ºC, agita-·· 

ción rotatoria: 250-300 rpm. 

Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado y lo que se 

presenta es el promedio de ellos. En el caso de geles se incluyen los más 

representativos y en general corresponden a proteínas precipitables. 

4.3.2. (A) Conservación de la cepa 

Se prepararon 3 series de glicerol.es en tres medios de cnltivo 

diferentes (Luria, M-9, mínimo), la serie A se mantuvo 2 horas fuera del -

congelador diariamente, la serie B cada semana y la serie C cada mes. Al 

conjunto se le determinó viabilidad plateando 10 µl. de una dilución apr~ 

piada en 2 cajas Petri conteniendo medio Luria y 100 µg/ml de ampicilina. 

La presentía de proteína híbrida se determinó cualitativamente por electE_o 

foresis cada mes. 

4,3,3. (TI) Curvas de crecimiento 

En matraces de 250 ml con 50 ml de medio M-9 se cultivó la -

bacteria a 37°C y agitación de 200 rpm, se midió la DO cada hora durante 

B horas y en algunos .casos hasta las 24 horas. El pll fué medido externa

mente tomando muestras, La ampicilina se estimó por bioensayo en muestras 

del medio de cultivo filtrado en membranas millipore (0.45 µM) para rete

ner las células y refrigerarlas hasta su análisis •. 



4. 3. 4. (A) Estabilidad de almacenamiento de la proteína híbrida 

Un cultivo con el meclio agotado se almacena sin ningún trata 

miento a 4°C. Del mismo macla, de muestras del resultado de la centrifus_a 

ción del cultivo se almacena a 4; -10 y fi70ºC. A intervalos de 1, 2, 3, 

12, 24 semanas se determina la presencia de proteína híbrida por electro

foresis. 

4.3.5. (A) Efecto de la tempe~atura 

En 50 ml de medio M-9 contenido en matraces de 250 ml se cul 

tiva la cepa a diferentes temperaturas y en cada caso se midió la DO cada 

media hora para calcular la velocidad específica de crecimiento (µ) ; al -

final de la fermentación se les determinó la presencia de proteína.híbri

da por electroforesis en las células centrifugadas. 

4.3.6. (A) Efectos del inóculo 

Se inoculan matraces de 250 ml con 50 ml de medio M-9 con di

ferentes proporciones de un cultivo de toda la noche en medio Luria y M-9; 

se midió el crecimiento y los resultados se graficaron en papel semiloga

rítmico para determinar la p y la fase lag. De igual manera pero ahora -

manteniendo constante. la cantidad de células se inoculó con cultivos de -

diferentes edades. 

4. 3. 7, (A) Comportamiento de segregan tes 

Se tomaron cada hora alíquotas de cultivos en medio M-9 cante 

niendo diferentes concentraciones iniciales de ampicilina (O, 25, 50, 75, 



y 100 µg/rnl), se diluyen apropiadamente y se platean en cajas con medio -

Luria conteniendo arnpicilina. En cada caso se probaron un máximo de 184 

colonias. El porcentaje de segregación está dado por la relación del nú

mero de colonias que crecen en el medio con antibiótico con respecto a -

las que se desarrollan sin él. 

4.3.8. (A) Segregantes en cultivo retroalirnentado. 

Se realizó un cultivo en matraces de 500 rnl conteniendo 100 rnl 

de medio M-9 con casaminoácidos corno fuente compleja en nitrógeno en pre

sencia (100 µg/rnl iniciales) y ausencia de arnpicHina respectivamente. De 

estos cultivos incubados durante toda la noche se transfirieron 20 rnl a 

80 rnl de medio de la misma composición. Este procedimiento se repitió por 

11 veces. Al final de cada cultivo (previo a la siguiente inoculación) se 

tornaron ~uestras que se diluyeron apropiadamente y se platearon en cajas -

Petri con medio Luria, cada colonia fué transferida individualmente con -

palillos estériles a cajas Petri con medio Luria pero conteniendo 100 µg/rnl 

de ampicilina. La relación entre las colonias que crecieron en el medio -

con arnpicilina respecto a las obtenidas en el medio sin antibiótico repre

senta el porcentaje de segregaci6n. 

4.3.9. (A) Fuentes de Nitrógeno 

Al medio M-9 se le sustituyó gradualmente la peptona por casa

minoácidos y se midió la µ y la presencia de proteína híbrida por electro

foresis, al final de la fermentación. En experimentos similares la pepto

na fué sustituída en base a nitrógeno total por Urca, Sulfato de amonio y 

cloruro de l\monio. A las fuentes indu:strialcs de nitrógeno se les detcr1ni 



nó su solubilidad y se hizo una comparación teórica de los requcrimien-

tos. 

4.3.10 (A) Efecto del tipo de fuente de Nitrógeno 

De manera similar que en el experimento 4,3,9 (A), el medio 

M-9 se le sustityó la peptona (Bioxon) por cantidades equivalentes' en -

Nitrógeno de peptona industrial y sulfato de amonio. 

4,3.ll (A) Fuentes de carbono 

Se sustityó la glucosa del medio M-9 con sacarosa y se deter_ 

nó la µ. 

4.3.12. (A) Efectos de la adición de sacarosa 

En matraces bafleados de 250 ml conteniendo 50 ml de medio -

M-9 y Ll respectivamente se ctlltivó la cepa transformada. A dos matra-

de cada medio se les hicieron adiciones de sacarosa a determinados peri~ 

dos siendo esta esterilizada por filtración Millipore. A tales cultivos 

se les determinó el crecimiento por DO. y se comparó con aqu~ 

llos a los que no se les hizo adición alguna. 

4.3,13 (A) Efectos del inóculo en el medio balanceado. 

Se inocularon matraces de 250 ml con 50 de medio Ll 

con diferentes proporciones ~e un cultivo de toda la noche cr_e 

cido en el mismo medio. Se observó el crecimiento mediante -

• 1 



n.o. y los resultados se graficaron en papel semilogarítmico 

para determinar la velocidad de crecimiento y la fase lag. De 

igual manera pero ahora manteniendo constante la cantidad de 

células se inoculó con cultivos de diferentes edades. 

4.3.14. (A) Efecto del ayuno de aminoácidos en la capacidad 

de la cepa para sintetizar proteína híbrida 

La cepa en cuestión se cultiva en medio mínimo que 

contiene los requerimientos de aminoácidos durante al menos -

48 horas. De allí se obtiene el inóculo (10%) para el sigui~n 

te cultivo en las mismas condiciones y el procedimiento se re 

pite varias veces. 

4.3.15 (A) Efecto de la presencia de bajas concentraciones 

de ampicilina en medio de cultivo durante perió

dos prolongados en la capacidad de la cepa para 

sintetizar proteína híbrida y la presencia de se 

gregantes. 

De un glicerol reciente se inocula un matraz de 125 ml con 20· 

ml de medio M-9 conteniendo 10 ¡¡g/ml de ampicilina, se deja incubar duran 

te toda la noche y de ahí se inocula al 10% un nuevo matraz con un medio 

de la misma composición, este procedimiento se repite por 10 períodos; Al 

final del Último período se inocula con este cultivo en m~dio M-9 conte-

niendo casaminoácidos como fuente dci nitrógeno, del cual se toma muestra 



para correr electroforesis. Como testigo se crece un cultivo 

en M-9 inoculado directamente del glicerol del que se toma -

muestra para realiaar electroforesis, Para determinar la se

gregación se•siembra una dilución de la décima transferencia 

y del cultivo control en cajas con medio Luria que se trans-

fieren a cajas con el mismo medio pero conteniendo 250, 500, 

750, 1000 y 2000 µg/ml de ampicilina. 

4.3.16. (A) Experiencia en fermentadores de 14 lts. 

Se llevó a cabo en fermentadores de 14 lts. (10 l de volumen 

de trabajo) (New Brunswick) ~ 3 7 ºC, 300-400 rpm, 500 ml de un cultivo de 

toda la noche como inóculo, aireación 1 vvm (10 l/min) a 10 psi de presión. 

Se empleó el medio M-9 como base con algunas modificaciones descritas -

en el t~xto. El pH fué ajustado a 7 en algunas corridas. ·Se empleó an

tiespwnante de silicón siendo suficientes 5-10 ml de una solución al -

10%. 

4.3.17. (A) Optimización del medio de cultivo 

En este caso, la función objetivo a optimizar fué la velocidad 

específica de crecimiento, en vista de que la producción de proteína hí-

brida-Cadena A es constitutiva. De esta manera se estaría optimizando -

indirectamente la productividad de proteína híbrida. 

Diseño Plackctt-Burman: 

En primer lugar, se llevó a cabo un "mal leo de factores" esto 



es, identificar las variables que tenían mayor influencia en la velocidad 

de crecimiento para posteriormente optimizar solo aquellas variables. El 

malleo de factores se llevó a cabo por el método de Plackett-Burman de 

acuerdo a lo establecido por Box et al., (1978) p. 398, Fabila (1979) 

p. 93 y Rodríguez (J.983) p. 67. 

El medio base de la optimización fué derivado de ajustes en el 

medio M-9, balanceándolo en función de rendimientos reportados para células 

de fuentes de Carbono y Nitrógeno. Los rangos de variación fueron un tan

to arbitrarios pero dentro de lo razonable para un medio de cultivo. Estos 

se muestran en la sección de resultados. 

Las curvas de crecimiento para las 8 corridas se llevaron a -

cabo por duplicado en matraces de 250 ml con 50 ml de medio inoculado al -

10% en volumen de un cultivo cuya densidad Óptica fué de 0.31. Se midió -

la n.o. cada hora y la velocidad específica de crecimiento se determinó -

mediante el ajuste por mínimos cuadrados de los datos del log. de la n.o. 

versus tiempo. 

Diseño Box-Wilson 

Con el malleo de factores es posible distinguir cuales paráme

tros tienen la mayor influencia en la función objetivo. Con el método 

Box-Wilson es posible encontrar los niveles Óptimos de variación de los 

efectos considerados. 

El método Box-Wilson es un diseño factorial completo que pre-

senta ortogonalidad. Para elaborar la matriz puede usarse un número ele--
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vado de variables, sin embargo por razones prácticas es aconsejable no 

variar simultáneamente más de 4 ó 5 variables con dos niveles. De esta 

manera se requieren 2n experimentos para evalu .• r n factores en dos nive

les. 

Después de la experimentación los resultados pueden ser ajus-

tados a un modelo lineal, mediante la ecuación de regresión correspon-

diente, siendo posible, deterininar los valores de los efectos ya sea ind.!_ 

vidualmcnte como en interacción con otras variables. Los procedimientos 

utilizados fueron los descritos por Rodríguez (1983) p. 75-77. La seleE_ 

ción ·de los valores alto y bajo se realizó en función de los resultados 

del diseño Plackett-Burinan. El medio base fué el que resultó con la ve

locidad específica de crecimiento mayor en tal diseño. La composición -

de los diversos medios se describe en la sección de resultados. 

Las 16 corridas se llevaron a cabo por duplicado en matraces 

Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml inoculados al 10% (v/v) con un cultivo de 

densidad óptica igual a 0.44 crecido en el medio base de la optimización. 

Fué necesario acondicionar el i.nóculo para disminuir la fase lag esto -

se realizó transfiriendo un mínimo de 4 cultivos de al menos 24 hrs., -

cada uno en el medio base de optimización. 

El cálculo del efecto de cada uno de las variabl~s y de sus -

interacciones se realizó por medio del algoritmo de Yates (Fabila, 1979, 

p. 73, Box et al., 1978, p. 324, 342). 



4.3. (B) Procedimientos experimentales (Cadena B) 

4.3.l. (9) Condiciones generales de cultivo 

A menos que se indique lo contrario, los experimentos se lle

varon a cabo en las siguientes condiciones: matraces erlenmeyer de 250 ml 

con SO ml de medio de cultivo inoculado al 7.5% (v/v) de cultivos de toda. 

la noche, temperatura: 37°C, agitación rotatoria: 200 rpm, pH inicial: -

ajustado a 7.2 antes de esterilizar. Los azúcares fueron esterilizados -

por separado y los inductores con filtración millipore. Los experimentos 

se llevaron a cabo por duplicado y lo que se presenta es el promedio de -

ellos. En el caso de geles s~ incluyen los mas representativos. Se utili 

zó IPTG 5 mM como inductor en la fase exponencial tardía (4 hrs para el -

medio M-9 y 6 hrs. para el medio M-L). Los geles presentados corresponden 

a proteín.as precipitables. 

4.3.2. (B) Cinética de fermentación 

Cada hora se toman muestras de los cultivos para determinarles 

o.o., pi! y azúcares reductores totales, La degradación de ampicilina se -

midió por bioensayo y se tomaron muestras cada 30 min. durante 3 hrs, Co

mo testigo se incubó un matraz de la misma composición sin inocular. 

4.3.3. (B) Inducción con IPTG 

A los cultivos se les adicionaba IPTG de manera que su concen

tración final fuera 5 mM, los cultivos fueron cosechados 24 hrs., después. 

En el caso de la cinética de producción se cosechó en los tiempos indica-

dos. 



4.3.4. (B) Segregantes. Efectos del subcultivo en medio mínimo, en la 

producción específica de proteína híbrida. 

De la manera descrita para el caso de Cadena A (experimentos 

4.3.7 (A) y 4,3.15 (A) con las salvedades hechas en 4.3.l. (Bi. 

4.3.5. (B) Inductores alternos al IPTG. 

6 matraces con medio M.L. fueron inducidos de la manera si--

guiente: Matraz 1 1 se efectuó la inducción con 5 milimoles (concentra--

ción final) de lactosa a las 6 horas después de inocular. Matraz 2, la 

inducción fue llevada a cabo con 5 milimoles (concentración final) de 

Melibiosa a las 6 horas después de inocular. Para tener un testigo, se 

realizó una inducción con 5 milimoles (concentración final) de IPTG, aña 

dido a las 6 horas después de inocular, Matraz 3. En el caso de los --

Matraces 4 y 5, la fuente de carbono fue una combinación 1:1 de Sacarosa 

con Lactosa y Sacarosa con Melibiosa, respectivamente. Se usó un último 

matraz, para llevar a cabo una fermentación sin inducir. 

El tiempo de 6 horas corresponde a la fase exponencial tardía 

en este medio, la cual se delimitó efectuando una curva de crecimiento an 

tes de iniciar estos experimentos. 

4.3.6. (B) Alternativas en.el uso de lactosa 

2 matraces con medio M.B., fueron inducidos con 1 g/l de lac-

tosa y con 5 milimoles (concentración final) de IPTG respectivamente, la 
• 

inducción se hizo en la fase exponencial tardía. 



En la inducción en el medio M-9 se realizaron los experimentos 

que a continuación se enuncian: I. Inducción con 5 rnilirnoles de IP'I'G en 

la fase exponencial tardía, II. Sustitución·de Glucosa por Lactosa corno 

fuente de carbono. III. Una combinación de Lactosa con Sacarosa 1:1 como 

fuente de carbono. IV. Se crecieron las células en medio M-9 durante --

24 horas, después de este tiempo se centrifugaron y se lavaron con solu--

ción salina 0.85\. Se resuspendieron después en medio M-9 en el que la 

única fuente de carbono era Lactosa, se incubaron nuevamente 24 horas, V. 

Adición de pulsos periódicos de Lactosa (5 mM concentración final), los 

cuales fueron añadidos cuando los azúcares estaban agotados en el medio. -

VI. Por Último se efectuo un~ inducción con 1 g/l de Lactosa en la fase -

exponencial tardía. . 

El tiempo de cosecha fué a las 24 horas después de inducir, -

excepto en los casos II y III, en que el fue a las 24 horas después de ino 

cular. 

4.3.7. (B) Fuente de carbono en los inóculos 

Se inocularon 2 matraces con 15 ml de medio M-9, uno de ellos 

con Sacarosa y el otro con Glucosa como fuente de carbono y se crecieron 

durante 24 horas. E.stos cultivos fueron usados para inocular 2 matrace!3 

con 50 ml de medio de la misma composición anterior. Una vez crecidos se 

transfirieron a 2 matraces Fernbach conteniendo 500 ml de medio M-9, el -

cual tenía Lactosa como principal fuente de carbono. Los cultivos fúeron 

cosechados 24 horas después de inocular. 



4.3.8. (B) Efecto de la presencia de galactosa, 

Se desarrolló el cultivo en medio M-9 sustituyendo la glucosa 

por 4 g/l de lactosa y 2 g/l de galactosa. 

4.3.9. (B) Optimización del medio de cultivo. 

Se utilizaron los métodos de Plackett-Burrnan y Box-WÚson que 

se detallan en la sección 4.3.17 (A). En este caso la función objetivo -

fué la producción específica de proteína híbrida en vista de que el siste 

ma necesitaba inducirse. 

El medio base se seleccionó en función a los experimentos de 

inducción. Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado en matraces 

de 250 ml con 50 ml de medio y a 200 rpm de agitación rotatoria a 37ºC. 

En cada experimento se efectúo una curva de crecimiento para calcular la 

velocidad específica de crecimiento. Además, se hicieron mediciones del 

pH inicial y final, del consumo de azúcares y de la presencia de proteína 

híbrida por electroforesis. Se corrió un testigo sin lactosa e inducido 

con IPTG en el medio base. 

El inóculo para este experimento fué preparado en medio míni

mo con el fin de evitar en lo posible interferencias, los matraces se ino 

cularon al 7.5% y los culti~os se cosecharon 24 hrs. después. 

Para el diseño Box-Wilson se eligieron tres parámetros que -

presentaron los mayores efectos en el Plackett-Burrnan. Ef medio base se 

obtuvo del mejor experimento individual d.cl diseño Plackctt-Burrnan. 



Los ocho e~-perimentos fueron hechos por duplicado en matraces 

de 250 ml con 50 ml de medio a 37°C y 200 rpm de agitación rotatoria, ca

da medio se inoculó al 7.5% (v/v), con un cultivo crecido en medio mínimo 

y se cosecharon 24 hrs. después. Se midió la o.o. cada hora para calcular 

la velocidad específica de crecimiento. También se midieron el pH inicial 

y final y los azúcares consumidos. La proteína híbrida se detectó por -

electroforesis. Se incluyó un testigo, inducido con IPTG en el medio base, 

pero que solo contenía sacarosa como fuente de carbono. 

4.3.10. · (B) Cultivo en fermentador de 2 lts. 

Se desarrolló en un fermentador New Brunswick de capacidad 

nominal de 2 ltr. con 1250 ml de medio de cultivo de la siguiente composi

ción ·(g/l) : Peptona 20, Sacarosa 4, Lactosa 7 1 Na
2

HPO 
4 

4, KH
2
Po 

4 
5, sales 

5 ml. Este medio fué el que resultó mejor del diseño Box-Wilson. Las con 

diciones fueron; 37°C, aireación l v/v/m, o
2 

disuelto, mínimo 10%, agita-

ción mínima de 200 rpm y en función del o
2

, Se determinó cada hora pH, -

O.O. y azúcares totales. Se tomaron muestra a las 12, 24 y 30 horas para 

hacer gel de las proteínas precipitables. Como testigo se corrió una fer

mentación en matraz con medio M-9 inducido con IPTG. 



CAPITULO 5 

RESULTADOS Y DISCUSION 

5.1 Cadena A 

5.1.l. Conservación de la cepa (Experimento 4.3.2. (A)) 

Para llevar a cabo de manera reproducible cualquier proceso 

microbiano, es un requisito contar con una cepa que mantenga las caract~ 

r!sticas de interés a lo largo del tiempo. En vista de que se había ob-

servado en experimentos preliminares, que la cepa empleada de rutina y -

mantenida en glicerol a -lOºC, presentaba, en algunos casos, menor pro-~ 

ducción de proteína híbrida, se estudió si las condiciones de almacena--

miento e~tan relacionadas con este fenómeno. Se determinó la viabilidad . 

de la cepa mantenida en tres medios de diferente composición y contenie~ 

do glicerol. Lo anterior, a su vez, en tres modalidades: descongelami~n 

to diario (serie Al, descongelamiento semanal (serie B) y descongelamie~ 

to mensual (serie C). De esta manera se trató de simular condiciones de 

trabajo rutinario con la cepa y de su almacenamiento prolongado. 

En las figuras 5.1.1.1., 5.1.1.2. y 5.1.1.3. se presentan los . 
resu¡tados respecto a la viabilidad de. la cepa mantenida en los medios 

M-9, Luria y Mínimo, todos ellos conteniendo glicerol" y almacenados en -

el congelador, sometidos a las tres condiciones mencionadas. Corno se ob-

S!Jrva, la composición de los medios con glicerol no tiene una influencia -

marcada en la viabilidad de la población bacteriana y no se detecta ning~ 
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le denominó serie A. 
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na ventaja al usar uno u otro medio. La excepción a lo anterior parece 

ser clara solo en la serie e, descongelada mensualmente, para el medio -

M-9. La cual presentó una mayor viabilidad con respecto a los demás me

dios. En ningún otro caso fué observada ventaja alguna entre .los medios 

experimentales. Estos resultados no coinciden con lo reportado por 

Menningmann (1979), quién encontró una marcada diferencia en la conserv~ 

ción de la viabilidad de diversas cepas de ~· ~ dependiendo de la -

composición al medio en el que· las bacterias se suspendieron. Un medio 

que contenía unicamente fosfatos y cloruro de sodio resultó mejor que un 

medio conteniendo triptona, extracto de levadura y cloruro de sodio. Sin 

embargo, este fenómeno no ocurrió en 3 ·de las 23 cepas probadas por 

Menningmann •. Esto llevó a que el autor concluyera que la sensibilidad 

al almacenamiento no solo es función de los componentes del medio sino -

que es una característica genética determinada, Esto Último podría ex-

plicar los resultados obtenidos en este trabajo, 

En la Figura 5.1.1.4. se grafican los promedios de las tres 

condiciones. Es claro que miestras más frecuente es el descongelamiento 

más rápido decrece la viabilidad, en las series A y B la viabilidad es -

cercana a cero en el sexto mes 1 la serie e conserva en el mismo período -

un 30% de la viabilidad original. La vida media respecto al logaritmo -

del número de células viables por mililitro fue de la siguiente manera: 

descongelamiento diario, 80 d~~s1 descongelamiento semanal, 100 días; -

descongelamiento mensual, 150 días. Menningmann (1979) reporta disminu

ciones máximas de viabilidad de tres escalas logarítmicas en 150 días. 

En el caso de este trabajo, la menor disminución de viabilidad fue la de 

la serie e, con cerca de 6 escalas logarítmicas en el mismo periodo de -
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tiempo. La dif ercncia puede radicar en el descongelamiento y en que 

Menningmann utilizó suspensiones celulares menos concentradas. 

De lo anterior es claro que la concentración en glicerol no 

debe prolongarse más allá de 6 meses y se debe ser muy cuidadoso con el 

tiempo y las condiciones en las que se descongele para su uso rutinario. 

·Las electroforesis llevadas a cabo mensualmente para cada -

una de las condiciones indicaron la presencia de bandas irregulares de -

a-galactosidasa, sin ninguna tendencia definida, ni la ventaja aparente 

de algún medio o condición. Se puede decir que la constante fue la i.rre 

gularidad. Esto indica que probablemente se esta observando un fenómeno 

poblacion:il y que la resistencia a ampiciHna no asegura que la biosínte 

sis de la proteína híbrida se lleve a cabo en forma reproducible y en -

cantidades elevadas. La ampicilina se usaba como presión selectiva en -

los cultivos inoculados a partir de las cepas mantenidas en diferentes -

medios conteniendo glicerol y sin purificar la cepa en cada ocasión. Con 

este experimento se pretendió delimitar la utilidad de los gliceroles en 

función de la producción de proteína híbrida respecto al tiempo y sin la 

necesidad de verificar y seleccionar, cada vez, colonias con elevada pr~ 

ducción específica de proteína híbrida. 

De los resultados obtenidos, se puede afirmar que es posible 

que poblaciones de bacterias con idénticos marcadores,. tengan diferentes 

capacidades de síntesis específica de proteína híbrida. En vista de la 

presión selectiva ejercida por al ampicilina, es improbable que el fenó

meno observado sea el resultado de la· segregación del plásmido. Posible 

mente se trate de una variación en el número promedio de copias del plá~ 



mido, ,presente en la célula.La distribución del número de plásmidos por -

célula puede ser muy heterogénea y las condiciones de cultivo pueden re-

sul tar en cambios en la dosis final de genes. Ello conduciría a la pre-

sencia de niveles irregulares de expresión de proteína híbrida. En la -

literatura (Engberg & Nordstrom, 1975, Gustacsson & Nordstrom, 1980, Janes 

~~·• 1980) se encuentran 

mencionados. 

evidencias que apoyan algunoz de los hechos 

Los resultados de los experimentos descritos anteriormente, -

fueron la base para el diseño de experimentos tendientes a averiguar la -

forma en la que fuera posible incrementar la producción específica de pr~ 

teína híbrida y de manera más importante, uniformizar esta producció~. 

Estos experimentos se describirán más adelante en las secciones 5.1.13 y 

5.1.14. 

s.1.2. Caracterización cinética del cultivo (Experimento 4.3.3. (A)) 

Con el fin de precisar el momento adecuado para la cosecha de 

células, se determinó la curva de crecimiento y la producción de proteína 

híbrida a lo largo del cultivo. Lo anterior se realizó en el medio M-9. 

El mismo experimento se repitió en un medio de similar composición, en el 

cual la peptona se sutituyó por casaminoácidos. La razón por la cual se 

utilizó esta Última fuente compleja de nitrógeno fué que en experimentos 

preliminares realizados por el grupo de Biología Molecular, se detectó -

una elevada expresión de proteín~ híbrida en cultivos desarrollados en -

c~saminoácidos, como principal fuente de nitrógeno. 



En la Figura 5.l.2.l. se presentan los resultados de ambos 

experimentos. En ambos casos, la fase exponencial ocurre durante las -

primeras tres horas del crecimiento , situación que coincide con un des-

censo en el pH hasta un valor cercano a 6.5. La velocidad de crecimien

to medida en la fase exponencial es menor cuando se usan casaminoácidos 

respecto al caso con peptona. La fase estacionaria es más definida en -

el primer caso, mientras que utilizando peptona, la bacteria continua 

creciendo ligeramente. En el periodo comprendido entre las 3 y las 8 

horas, ccincidiendo con la fase estacionaria el pH tiene una ligera ten

dencia a incrementarse, logrando un valor de 6.9 en la octava hora. En 

el caso de los casaminoácidos, la densidad Óptica entre las B y 24 horas 

de cultivo se incrementó sustancialmente. Esta situación no fue tan maE._ 

cada cuando el medio contenía peptona. En este periodo de tiempo, el pH 

ascendio hasta un valor de 7.4. 

En la parte inferior de la Figura 5.1.2,1. se presentan sec

ciones de las fotografías de los geles de electroforesis en donde se in

cluyeron muestras de los cultivos a diferentes tiempos. Las bandas que 

cornigran con S-galactosidasa indican que la producción de proteína híbri

da es constitutiva, ya que no se observan diferencias apreciables de las 

dimensiones de las bandas, en las diversas etapas del crecimiento y en ~ 

función de la cantidad·de cé\ulas presentes en el cultivo. Estos resul

tados eran los esperados en vista de las características genéticas de la 

cepa. Por otra parte, no se detectaron diferencias sustanciales en la -

expresión de proteína híbrida cuando se utilizaron casaminoácidos o pep

tona como fuente de nitrógeno. En la sección 5.1.7. se estudió con mas 
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detalle este fenómeno. 

Puesto que la biosíntesis de proteína híbrida es constitutiva, 

la producción de biomasa es una medida indirecta de la producción de pro

teína híbrida¡ al menos en las condiciones experimentadas. Por esta ra-

zón, y en función de la productividad, no existe ventaja en continuar la 

fennentación una vez que se ha alcanzado la fase estacionaria, esto es, -

entre 4 y 5 horas. Sin embargo, el prolongar el cultivo hasta las 24 ho

ras, no tiene efecto adverso alguno, que no sea la disminución de la pro

ductividad. 

Los resultados anteriores permitieron establecer corno criterio 

de optimización, la productividad de biornasa. Ello requirió la suposición, 

no necesariamente cierta, de que la dosis de genes o número promedio de -

copias del plásrnido, se mantuviera con poca variación. Esta es la razón 

por la cual, en la mayor parte de los experimentos, la concentración celu 

lar y la velocidad específica de crecimiento se utilizaron corno parámetros 

para la torna de decisiones en el desarrollo del proyecto. La electrofore 

sis en gel de acrilarnida solo fue una herramienta auxiliar, cualitativa, 

para la verificación de la presencia de la proteína híbrida, en los resul 

tados finales de los experimentos. 

Un aspecto de gran importancia en'el cultivo, fue el detenni

nar hasta que punto resultaba necesaria la adición de arnpicilina al medio 

de cultivo. Este antibiótico se emplea para asegurar que no se desarro-

llen bacterias que no tengan la in~orrnación genética con~enida en el plá!:!_ 

mido. A estas últimas se les llama. segrcgantes. El plásrnido pBR-213 co-



difica para la proteína híbrida y además para la enzima S-lactamasa. Es-

to hace que las bacterias con plásmido sean resistentes al antibiótico, -

mientras que las que no lo tienen sean sensiblP.s. Debido a la acción des 

tructiva de la S-lactamasa, el antibiótico se degrada en el medio de cul-

tivo que ha sido inoculado con una población de bacterias recombinantes. 

Los resultados de la degradación de ampicilina durante el cultivo se mues 

tran en la Figura 5.1.2.2. Independientemente de la cantidad inicial, 

el 90% del antibiótico se degrada en lcis primeros 30 minutos del cultivo. 

La actividad de ~-lactamasa contenida en el inóculo es suficiente para --

lograr esta degradación. El cultivo, en realidad, está expuesto la mayor 

parte del.tiempo a concentraciones muy bajas de ampicilina; la cual, en -

todos los casos, no·se detec'ta después de 4 horas de cultivo. La caneen-

tración inicial de ampicilina prácticamente no tiene influencia sobre la 

velocidad de crecimiento que desarrolla el cultivo. De esto se concluye 

que de no existir niveles altos de segregantes en ausencia total de arnpi-

cilina, la adición del antibiótico no es necesaria, sino solo una medida 

extra de precaución, Los experimentos de segregación se describen en las 

secciones 5.1.6, y 5.1.7. 

5.1. 3. Estabilidad del almacenamiento de la proteína híbrida (Experi
mento 4.3.4.(A)) 

La estabilidad de la proteína híbrida es de gran· importancia, 

en vista de que define, en gran medida, las condiciones de los procedi--

mientos de purificación, subsigu~entes a la fermentación. otra razón pa-

ra determinar la estabilidad, radica en que en ocasiones, el manejo de --

materiales en escalas superiores a la del laboratorio no es posible real.!_ 
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zarlo en óptimas condiciones. Esto puede ser debido a limitaciones en el 

equipo. En función de ello, se investigó si no existía degradación de la 

proteína híbrida en condiciones que simulaban los probables problemas que 

se encontraría!'i en el escalamiento. Pensando que el cultivo no podría -

centrifugarse inmediatamente, se almacenó a 4°C el medio de cultivo, re-

sultado final de la fermentación. Con la idea de.investigar las condici~ 

nes para almacenar el paquete de células, resultante de la centrifugación, 

se almac~nó el centrifugado húmedo a diferentes temperaturas. 

Los resultados se encuentran en la Tabla 5.1.3,l. Al parecer, 

en:un tiempo de seis meses, no presenta ventaja apreciable el almacenamie.!!_ 

to en refrigeración, Incluso las células suspendidas en el propio medio -

de cultivo, se pueden conservar al menos tres semanas. El único problema 

que se presenta, es el desarrollo progresivo de olores desagradables. En 

este caso no se trató de cuantificar la proteína híbrida. Sin embargo, la 

presencia y dimensiones de las bandas que comigran·con 6-galactosidasa no 

presentaron, cualitativamente, irregularidades importantes. De cualquier 

modo, los casos analizados constituyen un extremo de las condiciones que -

pudieran prevalecer en el escalamiento. se puede concluir que no existi-

rán problemas serios debidos a degradación de proteína híbrida en los pa-

sos siguientes a la fermentación. 

Como se sabe, la proteína híbrida 6-galactosidasa Cadena A de 

insulina humana, es insoluble en medios acuosos (Goeddel,etal,, 1979, 

Balbás, 1981) y forma cuerpos de inclusión dentro· de la células (Williams 

!!:. al., 1982). Estas características pueden constituir un mecanismo que 



Ti'BLI\ 5.1.3,1 

ESTABILIDl\D DE AIMllCENAMIENTO DE LA PROTEINA HIBRIDA 

EN CELULAS INTACTAS BAJO DIVERSAS CONDICIONES 

Condición de 1 semana 2 semanas 3 semanas almacenamiento 

Medio de cultivo (4°C) + + + 

Paquete celular 
(temperatura ambiente) + + + 

Paquete celular (4°C) + + + 

Paquet'e celular (-lOºC) + + + 

Paquete celular (-70°C) + + + 

3 meses 

ND2 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ ·Indica la presencia de prote1na h!brida detectada cualitativamente por 
sis 

ND2 No determinado 

6 meses 

ND
2 

+ 

+ 

+ 

No2 

electrofor~ 



restrinja la degradación proteolítica (Paul et ~·, 1983). La naturaleza 

insoluble de la proteína híbrida es una ventaja, ya que se han sintetiza-

do quimeras solubles, que presentan degradación intracelular de importan

cia (Paul et al~, 1983). 

5.1.4. Efecto de la ternµeratura 

Es ampliamente conocico que la velocidad de crecimiento de --

~· coli, corno de otros microorganismos, depende de la temperatura. Tarn--

bi~n se conoce que su temperatura óptima de crecimiento es de 37°C. Con 

el fin de determinar si la cepa transformada tenía el mismo comportarnien-

to respecto a la temperatura, se llevaron a cabo los experimentos cuyos -

resultados se presentan en la Figura 5.1.4.1. Se encontró que la veloci-

dad específica de crecimiento es máxima a 37°C. Coincidiendo con lo arn--

pliamente establecido para ~· coli. La velocidad de crecimiento a 37°C e!!. 

centrada en este trabajo es menor a la reportada por Balbás (1981) . Sin 

embargo, en otros experimentos reportados en este trabajo, manteniendo --

constantes las condiciones de cultivo, se observo cierta variabilidad en 

-1 
los resultados (entre 0.7 y O.B hr ). Esto puede ser debido a las caraE_ 

terísticas del lote de peptona utilizada y/o en las condiciones de ester.!_ 

lización que pudieron variar en cierta medida de manera no controlada, La 

presencia de proteína híbrida, detectada por electroforesis, no presentó 

variaciones importantes en los rangos de temperatura experimentados. En 

función de ello, todos los experimentos subsiguientes se realizaron a 

37°C. 

Con los datos de la Figura 5.1.4,l., en el rango 26- 37°C, --

se construyó una gráfica de Arrhenius de la cual se calculó una energía -
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de activación de 17,200 cal/mol, Este valor es superior al reportado 

para !· coli (Manad, 1942), lo que significa que en el caso de la cepa 

transformada, la dependencia de la velocidad de crecimiento respecto a la 

temperatura es más elevada. Es probable que este fenómeno sea ocasionado 

por la presencia del plásmido, ya que ha sido reportado (Balbás, 1981) -

que la presencia de este incrementa la velocidad de crecimiento (a .37°C), 

respecto a la cepa sin el plásmido. Sin embargo, para concluir definiti

vamente, se deberá calcular la energía de activación de la cepa sin plás

mido, de experimentos que se realicen fm las mismas condiciones con la -

cepa sin el plásmido; 

5.1.5. Efectos del inóculo (Experimento 4.3,6. (A) 

Con el objeto de lograr l.a productividad máxima en la fermen

tación, ~e determinaron las condiciones en las que se deberá realizar la 

inoculación para disminuir o eliminar la fase lag. En la Figura 5.1.5.l. 

se presentan los resultados del experimento en el que el inóculo se desarro 

lló en medio Luria y fue transferido a medio M-9. En este caso y reali-

zando la inoculación en una relación volumen/volumen del 1% se observa -

una fase lag de 2 horas. Cuando el cultivo se inoculó con un si, la fase 

de adaptación fue de 30 minutos. En el caso de que el inóculo provenga -

de un cultivo de indéntica c9mposición (M-9), la fase lag solo es aparen

te en niveles de inoculación del l\ (v/v). Estos resultados se muestran 

en la Figura 5.1.5.2. En todos los casos, el tamaño del inóculo influen

ció la fase lag, pero no la velocidad de crecimiento, según lo esperado -

de acuerdo a Shida et al. (1975). De· ello se concluye que utilizando al 
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menos un nivel de inoculación del 5%, es posible eliminar la fase lag. En 

el experimento cuyos resultados se ilustran en la Figura 5.1.5.3. se obs~r 

va que en estos niveles de inóculo, la edad de este, no presenta ninguna 

influencia en lás características de crecimiento de la población bacteria 

na. 

Los experimentos descritos anteriormente se repitieron utili

zando el medio denominado L-1 (Experimento 4.3.13. (A)). La composición 

de este medio resultó de un balance teórico en el que se tornó como sustra 

to limitante la glucosa del medio M-9 y se utilizó sacarosa como fuente -

de carbono. Los resultados obtenidos son fundamentalmente los mismos que 

para el caso del medio M-9. Esto es, la fase lag se elimina cuando la -

inoculación se realiza al menos con una relación del 5% (vol/vol) ; la edad 

del inóculo no tiene un efecto significativo en las características del -

crecimiento. 

5.1.6. Comportamiento de segregantes (Experimento 4.3.7. (A)) 

Los resultados de los experimentos referentes a la conserva-

ción de la cepa y a la degradación de ampicilina durante el cultivo, est.!!_ 

blecieron la importancia de conocer los niveles de segregación del plásm.!_ 

do a lo largo de uno o varios cultivos. La irregularidad de la expresión 

de proteína híbrida en.los ;xperimentos de conservación de la cepa podría 

ser el resultado de contar, al final de la fermentación, con poblaciones 

bacterianas en la que una proporción de las células no tuvieran el plásm.!_ 

do y por lo tanto fueran incapaces de ·producir la proteína híbrida. Esto 

daría como resultado, en los geles de acrilamida, la presencia de una ban 
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da que comigra con S-galactosidasa, proporcionalmente menor. A pesar de 

que en todos los cultivos se usaba arnpicilina (100 ¡;g/ml iniciales); de

bido a su rápida degradación, resultaba posible que pudieran desarrolla!_ 

se bacterias sin el plásmido y por lo tanto sensibles a la ampicilina. -

Lo anterior podría suceder, sobre todo, en aquel período, durante la fa

se exponencial de crecimiento donde la concentrac'ión de ampicilina· es -

cercana a cero (ver Figura 5.1.2.2.). Por otra parte, Balbás (1981) uti 

lizando el mismo sistema experimentado en este trabajo, esto es, la cepa 

de!· coli MX-614 transformada con el plásmido pBR-213; reportó que la -

segregación al final· de un cultivo era cercana al 80%. Esto, cuando no 

se adicionaba ampicilina al inicio del cultivo. Este hech~ resultó des

concertante, en vista de que como ya se demostró, la ampicilina ejerce.

presión selectiva solo en los primeros minutos del cultivo. Por otra -

parte, si este fenómeno resultaba del todo cierto, constituía una desven 

taja en el escalamiento ya que el uso de ampicilina representaría un com 

ponente importante del costo del proceso. 

En función de lo anterior se investigó el comportamiento de 

la segregación del plásmido. Esta se midió corno el porcentaje de célu-

las sensibles a la arnpicilina, respecto al total de células en el culti

vo. La medición se llevó a cabo en fermentaciones en ausencia de ampici 

lina y en presencia de 25, 5'0, 75 y 100 11g/ml iniciales del .antibiótico. 

Los resultados se encuentran en la Tabla 5.1.6.1. cuando se utilizó arn

picilina al inicio del cultivo, independientemente de la concentración -

inicial, no se detectó segregación. Esta situación se esperaba, de acu~r 

do a los datos de Balbás (1981). Sin embargo, se demostró que no es ne-



TABLA 5.1.6.1. 

COMPORTAMIENTO DE LA SEGREGACION DEL PIJ\SMIDO pBR-213 A LO LARGO DE UN CULTIVO EN PRESENCIA 
DE DIFERENTES CONCENTRACIONES INICIALES DE AMPICILINA 

Tiempo Concentración de ampicilina ( µg/mll 
de cultivo 

(hrs) o 25 50 75 100 

colonias % seg Colonias % seg Colonias % seg Colonias ' seg Colonias ' seg 

0.5 124 o 49 o 11 o 60 o 8 o 
~. 

1 129 2 23 o 57 o 6 o 42 o 

2 398 2 36 o 38 o 60 o 59 o 

3 115 o ND ND 72 o 1 o 24 o 

4 110 o 136 o 64 o 59 o 32 o 

5 470 o 142 o 72 o 144 o 72 o 

6 377 o 18 o 40 o 153 o 14 o 

7 295 1 16 o 74 o 119 o 53 o 

8 294* 0.3 40 o 17 o 96 o 35 o. 

24 184** o 60* o 12* o 40* o 62* o 

El cultivo se desarrolló en el medio M-9 de acuerdo a lo descrito en la sección 4.3.7 (A)' El por-
centaje de segregación se calculó en función del número de colonias sensibles a ampicilina. 

* Indica la presencia de proteína híbrida detectada cualitativamente por electroforesis 

** I.a digestión del plásmido indicó que se encontraba intacto. 



cesario utilizar concentraciones iniciales elevadas del antibiótico, lo -

que es un hecho importante para el escalamiento. Este fenómeno puede ser 

explicado en vista de que, en las concentraciones de ampicilina probadas, 

el tiempo en el que el antibiótico puede ejercer presión selectiva en el 

cultivo es similar (30 - 40 minutos) independientemente de la cantidad --

inicial (ver Figura 5.1.2.2.). 

Cuando el cultivo. se desarrolló en ausencia de arnpicilina, se 

detectó segregación en algunas etapas de la fermentación. Sin embargo, -

la segregación promedio fue de 1.3%. Estos últimos resultados difieren -

marcadamente de los reportados por Balbás (1981). Resultaba probable --

que las diferencias se debieran a que en este trabajo, los inóculos de --

los cultivos en los cuales se midió la segregación, se desarrollaron en -

presencia de arnpicilina. Aunque como ya fue demostrado, la arnpicilina --

contenida en el inóculo, debido a su rápida degradación, no podría contri_ 

buir para ejercer presión selectiva en el cultivo. De cualquier modo, --

era posible que la presencia del antibiótico en el inóculo, hubiera con--

tribuido a la selección de una población resistente a la ampicilina. 

Con el fin d~ despejar esa duda, fué preciso determinar cual 

era el comportamiento de las segregantes en una serie de cultivos retro--

alimentados. Esto significaba que un porcentaje elevado del volumen de un 

cultivo desarrollado durante aproximadamente 12 horas, servía corno inócu-

lo para el siguiente cultivo y así sucesivamente. Por otra parte; son --

comunes en el escalamiento de inóculos, así como en su adaptación a medios 

industrial.es, las frecuentes transferencias de los últimos y era importa!!. 

te establecer los límites en los cuales no se presentaba segregación irn--



portante. Los resultados de este experimento (4,3,8 (A)) se presentan en 

la Tabla 5.1.6.2.La segregación es prácticamente nula en presencia y au-

sencia de ampicilina hasta el séptimo cultivo. A partir de ahí, es noto

ria la aparición de segregantes en ambas condiciones aunque en una propo!. 

ció mayor en los cultivos sin ampicilina. La segregación fue de 1-3\ 

cuando se uso ampicilina y de 5-10% cuando no se empleó. Estos datos se -

ven apoyados por los reportes de Jones ~ al., (1980), y Noack ~ al., -

(1981) • Los primeros de ellos detectaron segregantes de un plásmido simi

lar al empleado en este trabajo (el pBR-322) , solo después de 30 generaci~ 

nes en cultivo continuo y sin presión selectiva. El segundo grupo de aut~ 

~es reportaron no haber encontrado segregantes del pBR-322, hasta en 100 -

generaciones en cultivo continuo y en ausencia de antibióticos. Adiciona!_ 

mente, Godwin &Slater (1979) no encontraron segregantes del plásmido TP120 

en cultivo continuo con limitación de glucosa llevado a cabo por más de --

800 hrs en ausencia de antibióticos. En limitación de fosfatos estos auto 

res detectaron niveles apreciables de segregación después de 200 hrs de -

cultivo, también en ausencia de ampicilina. Aparentemente, la segregación 

de un plásmido depende más de sus características genéticas que de la posi

ble presión selectiva ejercida por el antibiótico. Esta hipótesis se ve -

reforzada con los resultados experimentales presentados. 

Resulta probabl'e oque los resultados de Balbás (1981) respecto 

a la segregación, se hayan debido a que en su caso se partió de una pobla

ción bacteriana con un contenido relativo de plásmidos inferior. Esto --

provocó una disminución drástica de la concentración mínima inhibitoria de 

la ampicilina, y por lo tanto, se detectaron scgregantes de acuerdo a lo -



TABLA 5.1.6.2 

SEGREGACION DEL PLASMIDO pBR-213 EN CONDICIONES DE CULTIVO 

RETROllLIHENTADO CON Y SIN AMPICILINA INICIAL EN EL MEDIO 

Ampicilina inicial ( Jg/rnl) 

100 o 
cultivo 

Colonias % Segregantes Colonias % Segregantes 

1 104 o 104 o 

2 30 o 20 o 

3 44 o 15 12* 

4 112 o 84 o 

5 58 o 94 o 

6 120 o 84 o 

7 121 o 36 o 

8 93 3· 100 10 

9 117 3 116 5 

10 98 2 105 5 

11 104 l 103 10.5 

Los cultivos se desarrollaron en medio M-9 de acuerdo a lo 
descrito en la sección 4.3.8. {A). Los matraces se inocula 
ron con 20\ del volumen del cultivo anterior, el cual se :: 
incubaba durante 12 hrs. La segregación se calculó en fun 
ción del número de ..colonias sensibles a arnpicilina. -

*Este valor pudo ser el resultado del bajo número de colo-
nias probadas en ese caso. 



reportado por Jones et al. (1980). Con las evidencias experimentales pr~ 

sentadas en este trabajo y de acuerdo a los datos de la literatura, es -

posible afirmar a manera de conclusión, que si se parte de un inóculo adc 

cuado; esto es, con la mayor dosis de genes posible, no es necesaria la -

presión selectiva del antibiótico. Como se había concluído en la sección 

5.1.2, la adición de ampicilina al medio de cultivo solo debe hacerse co

mo medida extra de precaución, en las fases iniciales del proceso, Adi-

cionalmente, es posible que la concentración mínima inhibitoria de ampic.!_ 

lina, pueda ser usada como herramienta para seleccionar poblaciones con -

elevado número de copias, en función de lo reportado por Jones et al. 

!1980). 

5.1. 7. Fuentes de Nitrógeno (Experimento 4.3.9. (A)) 

Con el fin de establecer la ventaja potencial de emplear cas~ 

.minoácidos en la producción de proteína híbrida, se diseño el experimento 

cuyos resultados se encuentran en la Figura 5.1.7.1, La estrategia fue -

sustituir gradulamente la peptona del medio M-9 por casaminoácidos, todo 

ello en base a nitrógeno total. Posteriormente, se determinó la vcloci-

dad de crecimiento y la producción de proteína híbrida por electroforesis. 

LJ:>s resultados indican que la velocidad de crecimiento es mayor al incre

mentarse la proporción de peptona. Y por otro lado, no existe una rela-

ción directa en la.producción específica de proteína híbrida y la veloci

dad de crecimiento. Situación que pudiera estar relacionada con la dosis 

final de genes, de acuerdo a lo postulado por Engberg & Nordstrom (1975) 

y por Gustatsson & Nordstrom (1980), · Es. posible que las diferencias en -

las velocidades de crecimiento no fueron lo suficientemente grandes como -
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rril 1 se incluye un patrón de p- galactosidasa (10 µg), 



para observar cambios drásticos en la expresión de la proteína híbrida. 

Respecto a este fenómeno, se discutirá con más detalle en los experimen

tos descritos en las secciones 5.1.ll. y 5.l.·12. De cualquier manera, es 

posible concluí; en este momento que el uso de casaminoácidos no represe~ 

ta una ventaja sustancial respecto a la producción de proteína híbrida y 

que, por otra parte, posee un costo muy superior al de la peptona y tiene 

problemas de disponibilidad en el país. 

con el propósito de investigar si era factible el uso de fue~ 

tes inorgánicas de nitrógeno; se sustituyó la peptona, en base a nitrógeno 

total, por sulfato de amonio, cloruro ae amonio y urea. La razón de. ello 

fue que estos compuestos tienen, por gramo de nitrógeno, un costo aprecia 

blemente menor al de la peptona. Corno puede observarse en la Figura 

5.1.7.2., el empleo de fuentes inorgánicas de nitrógeno decrementa impor

tantemen~e la velocidad de crecimiento; corno era lo esperado. La produc

ción específica de proteína híbrida también sufre ún decremento corno se -

observa en.los carriles 4 y 5 del gel de la Figura 5.1.7.3. (Experimen

to 4.3.10 (A)). Los valores de la velocidad de crecimiento y de la pro-

dueción específica de proteína híbrida con este tipo de fuente de nitróg~ 

no, establece corno requisito el uso de fuentes orgánicas complejas de es

te nutriente, para elevar la productividad. 

un análisis preliminar de fuentes industriales de nitrógeno -

complejo se presenta en la Tabla 5.1.7.l Corno se puede ver, el medio M-9 

contiene un exceso de nitrógeno. Esto corno resultado de un balance.de rn_! 

teria tomando corno base la composición de la biomasa de ~· ~ (Bailey & 

Ollis, 1977 , p. 27). Por otra parte, la mayoría de las fuentes contienen 
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FIGURA 5.1.7.2 Efecto de la fuente de nitrógeno en la velocidad específica de 
crecimiento de E. coli MX-614 pBR-2l3, Los cultivos se desarrolaron en el medio 
M9 al que se le ~uyó la peptona por las substancias indicadas, en base al 
mismo contenido de nitrógeno total. Los procedimientos se detallan en la sección 
4.3.9 (ll). 
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TABLA 5.1.8.l 

CARACTERISTICAS DE FUENTES COMPLEJAS DE NITROGENO DISPONIBLES COMERCIALMENTE 

Nitrógeno l) Concentración 2) concentración 3> Solubilidad4) 

Producto (\) equivalente teórica 
al M-9 .requerida (g/.l) 

(g/l) (g/l) 

Licor de ma!z 4 48 11.2 7.87 

Extracto de 6 32 7.46 
levadura 
industrial 

Harina de soya 6 27.4 6.4 1.118 

Peptona de case!na 12.8 15 3,5 

Pharmamedia5) 59.2 3.24 0.756 1.78 

1) Datos del fabricante 
2) En función del contenido de nitrógeno en la peptona del medio M-9 
3) Considerando una' concentración de glucosa de 4 g/l como limitante del cultivo y en 

base a Quintero'(l981) p. 223 - 231 
4) Determinada experimentalmente 
5) Pasta de semilla de algodón 



materiales insolubles que complicarían los procesos de purificación post~ 

rieres a la fermentación. Además su fracción soluble no satisface los --

requerimientos teóricos del medio de cultivo. Las peptonas y extractos -

de levaduras industriales no presentan estos problemas y fueron los que -

se seleccionaron para continuar el trabajo experimental. En el gel pre--

sentado en la Figura 5.1.7.3. (Carriles 2 y 3 ) se observa que la pep

tona grado industrial puede sustituir a la peptona Bioxon, (Carrilles · 6 

y 7) sin detrimento en los niveles de producción de proteína híbrida. 

s.1.a. Fuente de carbono (Experimento 4.3.11. (A)) 

La glucosa es una fuente de carbono y energía que microorga-

nismos tales como E. coli asimilan fácilmente. Tradicionalmente, este -

carbohidrato ha sido utilizado como fuente preferencial de carbono para -

el desarr?llo de la bacteria en experimentos de laboratorio. Sin embargo, 

con fines de escalamiento, la glucosa no resulta conveniente en vista de -

su elevado costo y baja disponibilidad a nivel comercial. En nuestro país, 

el azúcar de caña o subproductos de su elaboración tales como la melaza1 

constituyen las alternativas viables para ser usadas como fuentes de car

bono en procesos microbianos. En función de ello, se evaluó el uso de s~ 

caresa 'industrial como materia prima para la producción de proteína híbri 

da. 

De acuerdo a Heller y Wilson (1979) en general la bacteria -

Escherichia coli es impermeable a la sacarosa e incapáz de metabolizarla. 

Sin embargo, ha sido demostrado, que este microorganismo 'puede adquirir -

la capacidad para utilizar sacarosa como fuente de carbono y energta. 



Algunos autores indican que la información genética de esta característica 

se encuentra en plásrnidos (Smith & Parsell, 1975¡ Palchaudhuri ~al., 

1977). Otros autores (Alaeddinoglu& Charles, 1979), demostraron que la 

capacidad para similar sacarosa se encuentra codificada en el cromosoma, 

y establecieron la posición relativa de los genes responsables. Por otra 

parte se ha observado (Alaeddino9lu & Charles, 1979) que para la expresión 

de la característica denominada sac+ (capacidad por crecer en sacarosa), 

se requiere d<' expresión. de al menos 1m gene del sistema de la fosfo--

transferasa utilizado para el transporte de carbohidratos (Rosernan, 1969, 

1972; Epstein et al.,· 1979). También se ha demostrado (Heller & Wilson, ., 

que la sacarosa puede ser transportada al interior de la célula por la -

perrneasa del operón ·de la lactosa, 

En función de los datos de la literatura, se investigó si la 

cepa utiHzada en esta etapa del trabajo era capaz de utilizar sacarosa 

corno fuente de carbono y energía. Los resultados indicaron que la E. ~ 

MX-614 era sac+, aunque no se realizaren intentos por caracterizar el 

origen genético de esta capacidad metabólica. Sin embargo, puesto que la 

cepa utilizada es incapaz de transcribir los genes del operón de la lac

tosa, en vista de tener una delesión en el promotor lac, es improbable 

que el transporte de sacarosa .se lleve a cabo mediante la perrneasa del 

operón de la lactosa, según lo propuesto por Heller & Wilson (1979) • En 

la Figura 5.1.B.l se comparan las velocidades específicas de crecimiento 

desarrolladas por la bacteria que fue crecida en glucosa y en sacarosa. 

En el caso de la sacarosa, la velocidad de crecimiento tuvo un valor 2,5 

veces menor que cuando se utilizó glucósa. Estas diferencias pueden estar 
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FIGURA 5.1.8.1 Velocidad específica de crecimiento de E,coli MX-614 pBR-213 -
en función de la fuente de carbono utilizada en el culti~ medio fúe el M-9 
conteniendo glucosa y sacarosa, respectivamente, como única fuente de· carbono. 



indicañdo las eficiencias relativas de los sistemas de transporte y/o -

metatolismo de ambos azúcares. En los experimentos iniciales con sacaro

sa, se obtuvo una fase lag de 8 - 10 hrs. Este periodo se redujo a cerca 

de dos horas después de someter el inóculo o varios subcultivos en un me

dio de la misma composición. El rendimiento de biomasa respecto a la 

fuente de carbono fue cercano a 0.25 g de células/g sacarosa en ausencia 

de limitación del oxígeno. Este valor resulta ser la mitad del logrado -

con glucosa (ver sección 5.1.12.). 

Una vez demostrada la viabilidad de usar sacarosa parru el -

desarrollo del cultivo, se determinó su posible influencia en la produc-

ción de proteína híbrida. Los resultados se presentan en los carriles --

6 y 7 del gel quya foto se incluye en la Figura 5.1.7.3. Es posibie 

afirmar que el empleo de sacarosa en el medio de cultivo no altera la bi~ 

s!ntesis.de proteína híbrida, respecto a los testigos en los que la gluc~ 

sa fue la fuente de carbono (carriles l y ·2 del gel de la misma Figura). 

5.1.9. Efectos de la adición de sacarosa (Experimento 4.3.12. (A)) 

Como se demostró en el experimento anterior, es posible usar 

sacarosa como fuente do carbono, sin menoscabo de la producción de prot~í 

na híbrida. Con el fin do elevar la densidad celular en el cultivo¡ y -

de esta manera incrementar la productividad; se experimento el efecto de 

añadir sacarosa durante la fermentación. El cultivo se caracterizó ciné 

ticamente y los resultados se muestran en la Figura 5.1.9.l, El experi

mento se realizó, con dos medios diferentes: el M-9 y el L-1, de los -

cuales ya se ha detallado su cc1mposición (ver Materiales y Métodos, soc-
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.FIGURA 5, 1,9, 1 Efecto de la adición de sacarosa a un cultivo de E.coli MX-614, 
Los medios utilizados fueron el M-9 conteniendo sacarosa como fue~ carbono 
y et medio balanceado M-L de acuerdo a lo indicado, Las flechas corresponden al 
momento en el que se realizó la adición, Se presentan experimentos testigo a los 
que no se les hizo adicion alguna, Las velocidades especificas de crecimiento -
(µ) son las indicadas, Los procedimientos se detallan en la sección 4,3.13 (a), 



ción 4.2.1.). Las adiciones al medio L-1 incrementan la concentración ce 

lular final pero no la velocidad de crecimiento. Esto puede ser el refl.!':. 

jo de que tal medio se encuentra balanceado en cuanto a requerimientos de 

carbono y nitrógeno de ~· coli. En este caso, el crecimiento parece estar 

limitado por un componente diferente a la fuente de carbono. Por el con--

trario, las adiciones de sacarosa al medio M-9, indican que el cultivo se 

encuentra limitado por la fuente de carbono. Esto es claro ya que al dis-

poner con mayor cantidad de sacarosa la velocidad de crecimiento se incre-

menta. En ambos casos, la concentración celular se logra incrementar en--

tre 9 y 14\, Si estos experimentos fuaran reproducibles en tanques de fe!_ 

mentación, se recomienda realizar adiciones de sacarosa con el fin de ele-

var la productividad y por otra parte incrementar la eficiencia de la cen-

trifugación de células. En la literatura (Bauer & Shiloach, 1974; Shiloach 

& Bauer, 1975; Bauer & Ziv, 1976) se han reportado procedimientos que lo

gran concentraciones celulares de hasta 55 g/l; mediante adiciones contr9_ 

ladas de la fuente. de carbono, regulación de la temperatura y suministro 

de oxígeno puro. 

5.1.10. Efecto del cultivo de la cepa transformada durante períodos pro
longados y en presencia de bajas concentraciones de ampicilina -
sobre la producción específica de proteína híbrida y segregantes. 
(Experimento 4. 3. 1.14. (A) l . 

En vista de los ~esultados que se obtuvieron en los experime~ 

tos de conservación de la cepa, relacionados con la producción específica 

de proteína híbrida; se trató de identificar algunas de las posibles.cau-

sas que podrían disminuir la capacidad de síntesis de esta proteína en un 

cultivo. Para ello se diseñó un experimento en el que se partía de.una -



población bacteriana, almacenada en glicerol, que presentaba elevada cap! 

cidad de síntesis, de acuerdo a las dimensiones relativas de la banda que 

comigra con S-galactosidasa en el gel resultado de la electroforesis. A -

este cultivo se le sometió a varios subcultivos, un total de diez, en el 

medio M-9, con la única diferencia de que al principio de cada fermenta-

ción, se adicionaba ampicilina en niveles bajos (10 µg/ml). El inóculo -

inicial se obtuvo directamente del glicerol, sin ninguna purificación y -

selección de la cepa. Cabe hacer notar que para la manufactura de los --

9liceroles esta purificación y selección si se llevó a cabo. Los resul-

tados de este experimento se encuentran ilustrados en la Figu~a 5.1.10.l. 

La banda correspondiente a la proteína híbrida, del décimo subcultivo 

(carriles 3 y 9) se vió disminuída apreciablemente respecto al primer cul 

tivo (carriles 1 y 6). Con el fin de determinar si se trataba de un fenó 

meno de segregación, como se había observado en experimentos anteriores, 

se probó la resistencia a ampicilina de un total de 35 colonias aisladas, 

en medio sólido en caja Petri conteniendo 100, 250, 500 1 750, 1000 y 2000 

µg/ml del antibiótico. En todos los casos se observó crecimiento de las 

35 colonias. 

Los ·resultados anteriores indican claramente que la capacidad 

de síntesis de proteína híbrida de una población puede ser disminuída sin 

pérdida de la resistencia a -altas concentraciones de ampicilina. Esto -

hace pensar que el fenómeno de segregación observado como la resistencia/ 

no-resistencia a ampicilina, constituye un caso extremo. Ello en vista -

de que es posible perder gradualmente la capacidad de síntesis de proteí

na híbrida. A este fenómeno le hemos °llamado ''segregación diferencial". 
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figura 5.1.10.1 Efecto del cultivo·r~pctido de E.coli· MX-614 pBR-213 -
en el medio M-9 conteniendo 10 µg/ml de ampicilina al inicio de la ferme~ 
tación. El cultivo se inició de un qlicerol v desarrollando la bacteria :
en los medios señalados, M-9: M-9, !IM: medio- m!nimo. Cada flecha indica ,.. 
un cultivo. El gel muestra las proteinas precipita~les de células desarro 
lladas en medio M-9, de cada una de las condiciones, en todos los casos :' 
la proteina aplicada a cada carril fue la misma (30 µ'J). se:.inclu•io un pa
trón de S- galactosidasa ( 10 µq) en el carril ·s. Los carriles 6, 7, 8 y 9 
son ol resultado de experimentos por duplicado de· los incluidos en los ca 
rrilcs 1,2,3, y 4 respcctiv.imente, Los procedimientos se detallan en la:
seccción 4,3,16 (Al • 



Hasta donde se conoce, no existen reportes en la literatura respecto a -

este fenómeno. Sin embargo, es muy posible que su causa sea la disminu

ción del número promedio de copias del plásmido existentes en la pobla-

ción bacteriana. Ello es congruente con la conservación de la resisten

cia a ampicilina puesto que basta un bajo número de copias para mantener 

tal característica. Jones et al (1980) reportaron un fenómeno similar -

con el plásmido pDS-1109 en donde se observa una disminución progresiva 

del número de copias cuando la bacteria se somete a cultivo continuo y -

sin presión selectiva. Estos autores indican que la segregación final -

(sensibilidad a ampicilinal es la consecuencia de la disminución progre·· 

siva del número de copias. M'.icionalmente, Wouters et al (1980) encon-

traron que la actividad de B-lactamasa del cultivo decrece significativ!!. 

mente antes de encontrar células sensibles al antibiótico, lo que refue!. 

za 1a id~a de que la segregación es la consecuencia final de la disminu

ción del número de copias. Lo anterior, en vista de que se ha.reportado 

que la actividad de B-lactamasa es un indicativo del número de copias 

del plásmido que codifica a la enzima (Nordstrom, ~al., 1972). Por 

otra parte, O'Farrel !:.t. ~· (1978) han reportado específicamente para 

proteínas híbridas de B-galactosidasa codificadas por plásmidos, que el 

nivel de expresión es propor.cional al número de copias del gene, presen

te en la célula. Sin embarg~, en la literatura no existen reportes que 

hablen de la estabilidad en la expresión de prote1ínas codificadas por -

plásmidos recombinantes. Los trabajos publicados, como se discutirá en 

la sección 5 .1.11. , se refieren a la estabilidad de los plasmidos ~ ~. 

y no respecto a los niveles finales de expresión de productos codifica-

dos en el ADN del plásmido recombinante. 



Para concluir definitivamente si la responsabilidad de este 

fenómeno radica en el número de copias, es necesario medir directamente 

el ADN extracromosomal. Sin embargo, si fuera el caso, podría explicar

se indirectamente con evidencias reportadas en la literatura: de manera 

general las bacterias conteniendo plásrnidos crecen más lento que sus res 

pectivas silvestres (Zund & Lebek, 1980), lo que hace pensar que las po

blaciones con menos plásmidos crecerán mas rápidamente respecto a aque-

llas que contengan más plásmidos. 

Puesto que la ampicilina se degrada muy rápidamente, siendo 

suficiente con la B-iactamsa contenida en el inóculo, la presión selecti 

va realmente existe por muy poco tiempo y es posible que durante los sub 

cultivos se selecciones poblaciones con un contenido promedio menor de·

plásmidos en vista de que tienen ventajas en la velocidad de crecimiento. 

Alternativamente, este fenómeno puede ser explicado en fun-

ción de lo reportado por Engberg & Norstrom (1975), quienes demostraron 

que el número promedio de copias por genoma desciende al incrementar la 

velocidad de crecimiento. En vista de que la bacteria fue crecida varias 

veces en un medio rico, donde podía desarrollar una velocidad de creci-

miento elevada, la población pudo haber disminuido su número promedio de 

copias y por lo tanto su capacidad de sintetizar proteína híbrida. Esta 

hipótesis no descarta el hecho reportado por Balbas (1981) respecto a -

que la bacteria conteniendo el plásmido crece más rápidamente que la que 

no lo tiene, en el medio M-9 y a 37°C. Lo anterior se reafirma con el -

hecho de que no se encontraron segregantes al final de los subcultivos, 

indicando que la competencia en el cultivo pudo haberse realizado entre 



poblaciones con diferentes números de copias y no entre bacterias con y -

sin plásmidos. 

De cualquier modo, el estudio detallado de este fenómeno en -

particular, cae fuera de los alcances de este trabajo. Sin embargo, tie-

ne tres implicaciones prácticas de gran importancia: 

a) Es posible contar con poblaciones de bacterias con diferentes --

capacidades de síntesis de proteína híbrida. 

b) La resistencia a ampicilina no es una garantía de síntesis espe-

cífica elevada de proteína híbrida, 

c) Las cepas almacenad<>..; pueden disminuir su capacidad de síntesis 

5.1.11. 

de proteína híbrida si se le somete a numerosos subcultivos, como 

en el caso del desarrollo de inóculos para el escalamiento, la --

adaptación a nuevos medios de cultivo o el cultivo retroaliment.<:. 

do. 

·Efecto del ayuno de aminoácidos en la capacidad de la cepa para 
sintetizar proteína híbrida (Experimento 4. 4 .14. (A)) 

.Ante el problema descrito en el experimento mencionado ante--

riormente la pregunta que surge es: lcómo incrementar la capacidad de --

síntesis de proteína. híbrida de una población que la ha disminuido?, Con 

este objetivo se cultivó repetidamente la pobladón bacteriana resultado 

del décimo subcultivo del experimento anterior en un medio mínimo cante--

niendo los requerimientos de aminoácidos. Se empleó NH4cl como única 

fuente de nitrógeno y 100 µg/ml iniciales de ampicilina. Los resultados 

se encuentran ilustrados en las Figuras 5.1.10.1, S.1.11.1. y 5.1.11.2. -
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FIGURA 5.1.11.1 Efecto del subcultivo de E.coli MX-614 pBR-213 en ayuno 
de aminoácidos sobre la capacidad de producción de proteina hÍbrida. Los 
cultivos se iniciaron de un glicerol y se transfirieron a medio mínimo (MM) 
las veces indicadas. Los cultivos finales se crecieron en medio M-9. El qc~ 
corresponde a proteínas precipitables¡ en cada uno de los carriles la canti 
dad de proteína es la misma (30 µq). Se incluye un patrón de a-galactosidasa 
(10 ~g) en el carril 5, Los carriles 6,7,B y 9 corresponden al duplicado de 
los experimentos incluidos en los carriles' 1 ,2,3 y 4, Los procedimientos s,e 
detallan en la sección 4. 3, 15 (1\) • 



Como puede observarse en los carriles 4 y 9 del gel incluído en la Figura 

5.1.10.l, con tan solo un pase en medio mínimo se logra un incremento 

apreciable de las dimensiones relativas de la banda que comigra con 13-ga

lactosidasa, respecto al medio fue cultivado en ayuno de aminoácidos 

(carriles 3 y 8). En la Figura 5.1.11.1. es posible observar el fenómeno 

con más detalle. En ella· se demuestra que la síntesis específica de pro

teína híbrida se incrementa gradualmente, de acuerdo al número de pases a 

que fue sometido el cultivo a medio mínimo. En la Figura 5.1.11.2. se -

encuentra en el mismo gel el resultado de incubar la cepa durante siete -

cultivos en ayuno de aminoácidos, y el cultivo original. Es claro que -

las dimensiones relativas de la banda correspondiente a proteína híbrida 

es apreciablemente mayor en el séptimo subcultivo respecto al cultivo or.!_ 

ginal. · Hasta donde se conoce, no existen reportes en la literatura que -

se refieran específicamente a la influencia en los niveles de expresión -

del producto de un gene recombinante, en función al ayuno de aminoácidos. 

Sin embargo, estos experimentos refuerzan la hipótesis de la 

'!;egregación diferencial" y de que su probable causa sea el número de copias 

del plásmido contenido en la bacteria. Se ha reportado (Bazaral & Helinski 1 

1970) para plásmidos del tipo Col E
1

, que durante el ayuno de aminoácidos 

la velocidad de replicación del ADN del plásmido es entre 2 y 2.5 veces -

mas elevada que en condici~nes de no ayuno, mientras que la velocidad de 

síntesis de ADN cromosomal disminuye progresivamente. De esta manera se 

logra un enriquecimiento en el número promedio de copias de la población 

bacteriana. 
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FIGURA 5.1.11.2 Efecto del subpultivo de~ MX-614 pBR-213 en ay!!_· 
no de aminoácidos sobre la capacidad de producción de proteina híbrida. 
Los cultivos se iniciaron a partir de un glicerol y se subcultivaron en 
medio m!nimo (MM) durante las veces que indican las flechas, al final se 
desarrolló la bacteria en medio M-9. La cantidad de proteina en .los ca
rriles indicados fu~ constante (30 µq). Los procedimientos se detallan -
en la sección 4.3. 15 (A). 



Por otra part"e Collins & Pritchard (1973) han reportado que -

la relación entre el número de copias de un plásmido F' lac y el ADN cro

mosomal decrece al incrementarse la velocidad de crecimiento, esto es, a 

velocidades de crecimiento bajas, como en un medio mínimo, se propicia un 

incremento en el número de copias del plásmido. Engberg & Nordstrom 

(1975) reportaron también que la dosis de genes (copias de factores R por 

genoma) decrece al aumentar la velocidad de crecimiento pero que la efi-

ciencia de expresión (Q) de la proteína codificada por el plásmido, se in 

crementa con la velocidad de crecimiento. Los resultados de este último 

reporte son congruen~es con las evidencias experimentales presentadas en 

este trabajo (Figura 5.1.10.1., 5.1.11.1. y 5.1.11.2.). El ayuno de· ami

noácidos limitó la velocidad de crecimiento y en consecuencia se pudo ha

ber incrementado la dosis del plásmido en la población bacteriana. Pues

to que el último cultivo se de~arrolló en un medio rico (el M-9), se ele

vó la velocidad de crecimiento y por lo tanto la eficiencia de expresión 

(a). De acuerdo a la literatura (Gustrafsson & Nordstrom, 1980), al cam

biar un cultivo a un medio en el que desarrolle una velocidad de crecimien 

to diferente a la inicial, se efectuan gradualmente ajustes en el número 

de copias hasta llegar a los niveles en "equilibrio" con la velocidad de 

crecimiento desarrollada en el último cultivo. Esto significa que muy -

probablemente, al final del cultivo en el medio M-9, el número promedio de 

copia3 del plásmido por genoma, sea muy similar independientemente del -

tratamiento que se le haya dado previamente al inóculo. Es muy posible -

que los altos niveles de expresión de .la proteína híbrida encontrados en 

es~e trabajo se deban a un incremento en el número de copias del plásmido 

en la población que constituye el inóculo. El hecho de observar mayor ex 



presión específica puede ser el resultado global del ajuste gradual en el 

número de copias en el cultivo de producción. Este hecho sugeriría utili 

zar inóculos proporcionalmente mayores y que hayan sido desarrollados en 

condiciones de ayuno de aminoácidos, con el fin de incrementar la produc

ción específica de proteína híbrida. 

Desde el punto de vista práctico, los resultados de este ex

perimento permiten contar con una metodología sencilla para incrementar 

o uniformizar la capacidad de biosíntesis de proteína híbrida. Por otra 

parte, existen ventajas adicionales en el desarrollo de los inóculos. 

Entre ellas se cuenta una mayor selectividad del medio de cultivo, lo 

que disminuiría el riesgo de contaminaciones y también se eliminaría la 

fase lag en el cultivo de producción, al provenir el inóculo de un medio 

menos rico. Adicionalmente, es posible indicar, a raiz de estas hipóte-

sis, que.no se esperaría que el cultivo continuo fuera del todo adecuado 

para elevar la productividad de proteína híbrida. La inestabilidad de -

un plásmido recombinante (Dwivedi ~al., 1982) ha sido la causa por la 

que no se ha podido usar el cultivo continuo en la producción de triptó

fano. 

Cabe hacer la aclaración que el subcultivo por más de 7 pases 

en un medio mínimo provoca inestabilidad en la expresión de proteína hí-

brida. A estos cultivos se les verificó la presencia del plásmido (expe

rimento realizado por el grupo de Biología Molecular) y se encontró que -

su patrón de restricción era el adecuado.· Aparentemente, el plásmido su

frió una mutación que no pudo ser detectada por los patrones de restric-

ción. Esta técnica solo permite identificar delesioncs de un tamaño con-



siderable y no es capaz de discernir aspectos regulatorios en la exprc-

sión del gene. El fenómeno de inestabilidad puede deberse a que la ele

vada síntesis de proteína híbrida, por otra parte insoluble, y de manera 

constitutiva, constituya una desventaja selectiva de las bacterias que -

tienen esta información genética y que por lo tanto se seleccionen aque

llas bacterias que no producen proteína híbrida •. En la literatura., se -

ha reportado la desventaja selectiva que ejerce la biosíntesis de prote.!_ 

nas no funcionales en ~· coli (Andrews & Hegeman, 1976) y existe eviden

cia para plásmidos recombinantes que sufren ·aelesiones y segregación 

cuanto mús elevada e~ la expresión de las enzimas codificadas por el 

plásmido (Imanaka et al., 1980, Imanaka et al., 1981). También se ha re 

portado que pueden existir mutaciones tanto en el cromosoma como en el -

plásmido, que originen una ventaja selectiva a la población bacteriana -

conteniendo los plásmidos "modificados" (Helling et al., 1981). Como con 

clusión de todo lo mencionado anteriormente, puede decirse que el incre

mento en la producción de proteína híbrida, mediante el subcultivo en me 

dio mínimo parece tener un límite probablemente establecido por la capa

cidad de mutación y adaptabilidad del sistema bacteria-plásmido, 

5.1.12. Experiencia semi-piloto (Experimento 4.3.16. (A)) 

Con el fin de iniciar el escalamiento del proceso de fermen

tación y detectar las posibles limitantes en la producción de proteína -

híbrida; se llevaron a cabo corridas en fermentadores de 14 lts de capa

cidad. Como objetivo.adicional, ·estos lotes de cultivo servirían para -

producir células y contar con materia prima suficiente para los estudios 



de los pasos posteriores del proceso dentro del proyecto global. La ciné 

tica de una fermentación típica se encuentra en la Figura 5.1.12.1. Los 

patrones de pH, crecimiento celular y degradación de ampicilina son muy -

similares a los obtenidos en matraces. En todos los casos, antes de cen

trifugar el cultivo, se corrieron electroforesis y se detectó la presencia 

de proteína híbrida en cantidades elevadas y sin ·aparente variación entre 

los lotes, como puede observarse en las fotos de los geles incluidos en -

la Figura 5.1.12.2. En uno de los cultivos se realizó la prueba para de

tectar segregantes¡ de un total de 100 colonias no se detecto ninguna sen 

sible a ampicilina. 

Algo muy importante para el escalamiento será la calidau del 

agua que se emplee para preparar el medio de cultivo. Hasta este momento, 

en el desarrollo del trabajo experimental se ha usado agua destilada en el 

medio de.cultivo, Sin duda, al escalar el proceso, no será factible el 

uso de agua con pureza similar a la destilada. En función de ello, algu-

nos de los lotes de fermentación en equipos de 14 lts se realizaron usando 

agua de la llave sin ningun tratamiento, con el fin de evaluar su influen · 

cia en el cultivo. En la Figura 5,1.12.3. se presentan los resultados, -

en función de la velocidad específica de crecimiento, Prácticamente no -

existe diferencia alguna entre el empleo de agua de una u otra calidad. -

En ambos casos se observó en' los resultados, una desviación~standarl!t!specto 

ala· inedia del 4-9>. Estas diferencias pueden estar ocasionadas por la compo

sición de los lotes de peptona que se utilizaron, o bien por las condici~ 

nes de esterilización. Estas diferencias también se observaron en los ex 

perimentos en matraces (ver sección 5.1.4.). Como conclusión respecto al 



agua empleada para preparar el medio de cultivo es posible afirmar que no 

existe ninguna ventaja significativ~ cuando se usa agua destilada y es 

posible el empleo del agua de la llave sin problema alguno. 

El oxígeno disuelto fue otro parámetro que se midió en el tr5!.ns 

curso de la fermentación. Los resultados de dos corridas típicas se ilu~ 

tran en la Figura 5 .1.12, 4, En aquellos cultivos ·en los que la agi,tación 

fue mantenida entre 300 y 350 rpm a lo largo de la determinación, se obs~.r 

vó que· el oxígeno disuelto es cero entre la segunda y cuarta hora del cul

tivo, coincidiendo con la fase logarítmica de crecimiento. Cuando los ni

veles de oxígeno disuelto se controlaron por arriba del 10% de saturación 

variando la agitación (hasta un máximo de 450 rpm en las fases críticas) 

se observó un incremento en la velocidad específica de crecimiento. Esto -

indica que el cultivo desarrollado a 350 rpm se encuentra limitado por oxf 

geno en la fase exponencial de crecimiento. En ausencia de esta limitación, 

es posibl,e elevar la velocidad de crecimiento hasta en un 28% respecto a -

los lotes que se corrieron a una agitación constante de 350 rpm. 

En la Tabla 5.1.12.l se presenta un resumen de los resultados 

obtenidos en equipos de 14 lts. Uno de los aspectos que debe resaltarse, -

es que no son necesarios los aminoácidos que se agregaban normalmente al 

medio M-9. Ello se hacia como medida de seguridad en vista de qué la cepa 

es auxótrofa de prolina, valina e isoleucina.· La peptona puede satisfacer 

adecuadamente estos requerimientos. Esto tiene implicaciones importantes en 

el escalamiento, ya que no será necesario adicionar los aminoácidos libres, 

que elevarían sustancialmente el costo de las materias prÍl!as en la fermentación. 

En los casos en que se aseguró que no existiera limitación de 

oxígeno, se logró la velocidad de crecimiento más alta (cercana a 0.9, hr-1) 

. y tarnbiél1, la concentración celulas más elevada. En estas condiciones, -

el rendimiento de biomasa respecto a la fuente de carbono fue cercano a -
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l"IGURA 5, 1. 12. 1 Comportumiento cinét.i.co tipíco de un cultivo de E, coli MX-614 
pBR-213 en fermentudor de 14 lts. El medio utilizudo fué el M-9. llgitución 300-
350 rpm, aireución lv/v/m. Otrus condiciones se especificun en lu sección 4,J,17 
(11), 11 lu séptimu hora del cultivo se unulizaron 300 colonias de unu dilución - · 
ap1·opiadu ·y no se observó scgrcgución del pliismido, Lil electroforesis reali:;:ada 
a lus proteínas precipitubles dc una muestra de la octava horu indicó la prcscn 
cía de prote~na l~Íbrida. -
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FIGURA 5,1.12.2 Resultado de la electroforesis realizada a las proteinas 
precipitables de muestras de los cultivos producidos en fermentadores dcl4 
lts,que se detallan en la Tabla 5, 1, 12.1, Ei1 todos los casos la proteina -
total aplicada il cada carril fue de 30 uq. Se incluyen patrones de B-galac 
tosidasa (10 µg.) (a- gal) .Los números corresponden a los lotes de la :
tabla s.i.12.1.· 
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fIGURA 5. 1.12.3 Efecto de la calidad de agua utilizada para preparar el 
medio de cultivo (M-9) en la velocidad específica de crecimiento de E.co
li MX-614 ¡:!lR-213 en fermentadorns de,14 lts. Volumen de trabajo: 1o"lli, -
aireación: 1 v/v/m, ampicilina 100 ~q/ml (inicial), agitación: 300-400 -
rpm. Los resultados son el promedio de tres lotes. 



TABLA 5. l.12.1 

CARACTERISTICAS DE LOS LOTES o·~ FERMENTACION DE E. coli MX-614 pBR-213 
PRODUCIDOS EN EQUIPOS DE 14 L'I'S. 

Lote 

1 NO 

2 NO 

3 ND 

4 ND 

5 0.65 

6 0.458 

7 0.592 

8 0.88 

9 0.918 

Densidad 
optica 
final 

0.63 

o. 77 

1.0 

0.94 

0.82 

0.42 

0.54 

1.04 

0,95 

pH 
Observaciones 

inicial final 

ND 

7.04 

6.9'1 

7.19 

6,75 

7.0 

7.01 

7.17 

7. 01 

6.69 Medio M-9 conteniendo 
además 1 g/l de casa
aminoácidos. 350 rpm, 
12 hrs. 

6.81 Idem anterior 

7.15 Idem anterior 

7.31 Idem anterior, solo 
que a 450 rpm. 

6. 67 Medio M-9. 300-400 rpm 
9 horas. 

7.01 Medio M-9, solo que -
con 0.01 g/l de amino
ácidos. 350 rpm. 9 ho
ras. 

6,53 Medio M-9 sin aminoáci 
dos. 200 rpm. 9 horas:-

7.24 Medio M-9 sin aminoáci 
dos. 350-450 rpm. oxíge · 
no disue.lto mayor a 10% 
saturación. 9 hrs. 

6. 93 Idem anterior 

Los cultivos se llevaron a cabo en fermentadores New Brunwswick con 10 lts. 
de medio. Inoculo: 500 ml rle un cultivo de toda la noche en medio M-9, 
Aireación: 1 v/v/m a 10 psi de presión. La µ fué calculada con los datos 
de densidad óptica de las primeras horas de crecimiento. En este caso la 
densidad óptica se midió a diluciones 1/20 y los valores indicados estan -
multiplicados por dos para referirlos a la dilución 1/10 que se emplea en 
la mayor parte de los resultados de este ·trabajo. Al final de cada culti..: 
vo se llevó a cabo electroforesis para detectar la presencia de proteína -
híbrida, las fotos de los geles correspondientes se presentan en la Figura 
5.1.12.2. · 
ND = no determinada 
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FIGURA 5.1.12.4 Efecto del control del oxígeno disuelto en el cultivo de 
E.coli MX-614 pBR-213 en sus características de crecimiento. En el primer -
cas;;---¡ O ) el medio de cultivo fué el M-') y con agitación promedio de 300 -
rpm1 en el otro caso ( e ) no se incluyeron los aminoácidos en la composición 
del medio M-9 y el oxíoeno se mantuvo por arriba de 10\ de s¡¡turación varian ' 
do la agitación entre 3so y 520 rpm. Las velocidades específicas de crccimie~ 
to (µ) fueron las indicadas. Otras condiciones se detallan en la sección 4,3, 
17 (A), 



0.5 g .células /g de glucosa. Situación que indica que la fuente de carb~ 

no esta siendo eficientemente utilizada, de acuerdo a lo esperado para -

una bacteria (Quintero, 1981 p. 224). 

De manera general se puede concluir que para el escalamiento 

será factible utilizar agua de la llave, no se requerirán los aminoácidos 

libres y deberá asegurarse que el cultivo no se encuentre limitado por -

oxígeno. De esta manera será posible la producción de proteína híbrida -

con los rendimientos máximos sobre la fuente de carbono. 

5.1.13. Optimización del medio de cultivo (Experimento 4.3.15. (A)) 

El objetivo principal en esta etapa del trabajo fue el esta-

blecer la composición de un medio de cultivo para células de !· ~que 

sintetizan proteína híbrida¡ el cual presente una elevada velocidad de C!_e 

cimiento y utilice eficientemente fuentes comerciales de carbono y nitró~ 

geno. En experimentos que se han descrito previamente se demostró que la 

bacteria es capaz de utilizar sacarosa industrial como fuente de carbono 

y peptona grado industrial como fuente de nitrógeno. Ello sin menoscabo 

de la producción específica de proteína híbrida. Sin embargo, las veloci 

dades de crecimiento y los rendimientos que se presentan en tales condi-

ciones son aun bajas. Por otra parte, haciendo un balance teórico del m~ 

dio M-9, utilizado en la may~r!a de los experimentos previos., es claro que 

la fuente de nitrógeno se encuentra en exceso respecto a las requerimien

tos para,producir biomasa, toman~o en cuenta la cantidad utilizada de fu.!!,n 

t~ de carbono. Por lo tanto, utilizar un medio de esa composición para -

.·,: ,.,,., 



la producción de biomasa, resultaría en un desperdicio innecesario de la 

peptona. Los requerimientos teóricos de peptona son 3.5 g/l considerando 

4 g/l de glucosa. Utilizando esta cantidad de peptona (Biox~n), se de-

mostró que la velocidad de crecimiento era similar a la obtenida cuando 

se utilizaban 15 g/l. En el caso de la peptona industrial (Glucosa s. 

A.) esto no sucedió y fue necesario incrementar la concentración de esta 

fuente de nitrógeno a 5 g/l para obtener velocidades de crecimiento simi 

lares a la obtenida al utilizar 15 g/l de peptona (Bioxon) • Es probable 

que esto se deba a que el contenido de nitrógeno de esta peptona sea me

nor_ o bien a otras especificaciones de su composición que afectan al ere 

cimiento del microorganismo. En ambos casos no se incluyó el cloruro de 

amonio en el medio de cultivo, en función de que la peptona satisface 

totalmente los requerimientos de nitrógeno. 

cuando se utilizó sacarosa como fuente de carbono (4 g/l), 

fue necesaria la adición de 5 g/l de peptona industrial para balancear 

el medio, En este caso, como ya se ha comentado en la sección 5.1.8., -

se requirió someter el inóculo a varios subcultivos en un medio de la -

misma composición, para disminuir la fase la•g. Los rendimientos de bio

masa, medidos en matraces bafleados para que el oxígeno no fuera limitan 

te, resultaron ser del 50% respecto a glucosa en las mismas condiciones. 

Finalmente, en vista de qu"e el medio M-9 contiene fosfato de 

sodio en cantidades elevadas, se consideró que no era necesaria la adi-

ción de cloruro de sodio. Para confirmarlo, se llevaron a cabo experirn!:_n 

tos en los que se eliminó esta sal del.medio de cultivo. No se observa-

. ron 9iferencias en la velocidad de crecimiento respecto a los testigos. 



Con las anteriores modificaciones, el medio de cultivo a pa!_ 

tir del cual se inició la optimización tenía la siguiente composición: 

en (g/l), sacarosa 4, Peptona Industrial 5, !'ff
2
Po

4 
3, Na

2
HP0

4 
7, este 

medio también cpntenía los requerimientos de aminoácidos (isoleucina, va 

lina y prolina, O .1 g/l) y la vitamina a
1 

(0. 02 g/l) , y los elementos mine 

rales Mgso
4 

(0.246 g/l) y Cacl
2 

(0.011 g/l). 

El primer diseño experimental utilizado, el Plackett-Burman, 

tuvo corno objetivo el definir cuales de las variables tenían un efecto -

mayor en la velocidad de crecimiento. Se probaron un total de 6 varia-

bles, en los niveles indicados en la Tabla 5.1.13.l.; la temperatura se 

mantuvo constante para usarla corno "dwnmy". 

El diseño de la matriz de combinaciones de las 7 variables -

así corno el resultado de cada uno de los experimentos se presenta también 

en la Tabla 5.1.13.1. El efecto de cada variable se obtiene realizando 

la suma algebráica de los resultados (µ) de acuerdo a los signos presen

tes en la columna de cada variable. Los resultados se presentan en la -

parte inferior de la misma tabla. Las variables con menor efecto resul

taron ser el fosfato de sodio y los aminoácidos. Esto puede ser explic~ 

do en función de que probablemente el fosfato se encuentra en exceso y -

su disminución no altera fundamentalmente su capacidad de amortiguamien~ 

to. El efecto de los aminoác'idos era esperado, en función de que el mi

croorganismo los requiere en bajísimas concentraciones y la peptona pue

de suministrarlos. Lo innecesario de los arninoáci.dos ya había sido ~e-

mostrado en la sección 5.1.12. cuando se utilizaban 15 g/l de peptona. 



TABLA 5.1.13.l 

DISEflO EXPERIMENTAL , LACKETT-BURMAN PARA LA DETERMINACION DE LAS VARIABLES 
DE MAYOR INFLUENCIA EN LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO DE ~· coli. 
MATRIZ DE COMBINACIONES, NIVELES DE LAS VARIABLES EXPERHIENTADAS, RESULTADO 
DE LOS EXPERii!ENTOS Y EFECTOS CALCULADOS DE LAS VARIABLES 

Matriz de Combinaciones 

Exp. No. Variables Resultados 
experimentales A B c D E F G (hr-1) 

l + + + + 0.240 

2 + + + 0.244 

3 + + + + 0.200 

4 + + + + 0.218 

5 + + + + 0.265 

6 + + + + 0.242 

7 + + + + 0.219 

8 0.185 

Efecto 0.056 0.046 0.010 0.124 0.140 0.001 

Niveles de experimentación 

Nivel (g/l) 
Variable Bajo (-) Alto (+) 

A Sacarosa 2 6 
B Peptona 3.5 6.5 
e Na2uPo4 5 9 
O Kll P04 1 5 
E Vi~am1na B1 o 0,02 
F Aminoácidos o 1 

G Temperatura ºC) 37 37 

El procedimiento de cálculo y las condiciones experimentales se detallan 
en la sección 4.3.17 (A). 



En base a los resultados del diseño Plackett-Burrnan se eli--

gieron como variables a optimizar; la peptona, sacarosa, fosfato de pot~ 

sio y la vitamina B1 • La optimización se l~evó a cabo mediante el dise

ño Box-Wilson. • Las unidades de variación se determinaron en base a los 

resultados del diseño Plackett-Burrnan y el centro experimental fué la c~m 

posición del medio que resultó con la mayor velocidad de crecimiento (e~ 

perimento No. 5 de la Tabla 5.1.13.1.). El diseño experimental para el 

método de Dox-Wilson, así como los resultados de los 16 experimentos se 

muestran en la Tabla 5.1.13.2. Para calcular el efecto de cada una de -

las variables y las interacciones de estas entre si, se sigue el proce-

dimiento de Yates, de acuerdo a lo establecido en.la literatura descrita 

en la sección 4.3.18. (A). El resultado de este cálculo se presenta en 

la Tabla 5.1.13.3. Los números que aparecen como efectos individuales, 

constituyen los coeficientes de las interacciones indicadas a su dere-

cha, en ia elaboración de la ecuación codificada de predicción. Esta úl 

tima se presenta en la Tabla 5.l.13.4. Para obtener la ecuación real, se 

procede a sustituir los valores de las variables codificadas por los de 

las variables reales, empleando las ecuaciones de sustitución. Estas -

últimas, así como el resultado de la manipulación· algebráica se presen-

tan en la misma tabla. 

Con el fin de daterminar el grado de fidelidad con que esta 

ecuación final describe al sistema, se sustituyen ciertos valores exper.!, 

mentales en la ecuación y se calcula el efecto que la ecuación predice. 

Un ensayo de este tipo para algunas composicione~ de los medios exp~ri--

mentados se ilustra a continuación: 



Valor de la variable (g/l) Velocidad de crecimiento (hr-1> 

A B e D Experimental Te6rico 
Residuoª) Desviaci6n (\) b) 

3 5.7 0.7 4 0.327 o.330 -0.003 - 0.9 

4 5.7 0.7 4 0.415 0.506 -0.0091 -21.9 

3 6.3 0.7 4 0.275 0.226 0.049 17.8 

4 6.3 0.7 4 0.268 0.212 0.056 20.e 

3 5.7 0.7 6 o.439. 0,467 -0,028 6.3 

3 5,7 1.3 6 0.396 0,391 0,005 1.2 

a) Valor experimental - valor teórico 

b) Residuo/valor experimental 



TABLA 5 .1.13. 2 

DISE!lO EXPERU!ENTAL BOX-WILSON PARA LA OPTIMIZACION DEL CULTIVO, 
EN FUNCION DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECil!IENTO (;i) DE 
E. coli. MATRIZ DE COHBINACIONES, NIVELES DE LAS VARIABLES EXPE 
RU!ENTALES, RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS E INTERACCIONES CALC~ 
LADAS ENTRE Ll\S VARIABLES 

Matriz de Combinaciones 

Exp. No. 

l 

2 

3 

4 

5 

6. 

7 

e 
9 

'10 

11 

12 

13 
14 

15 

16. 

Variables 

A B C D 

+ 
+ 

+ + 

+ 

+ + 

+ + 

+ + + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ + + 
+ + 

+ + + 

+ + + 

+ + + + 

Interacciones 

A 

B 

AB 

e 
AC 

BC 

ABC 

D 

AD 

BD 

ABD 

CD 

ACD 

CDB 

ABCD 

Niveles de Experimentación 

Nivel (g/l) 
Variable Bajo (-) Alto (+) 

A Peptona 
B Sacarosa 
C Vitamina n

1 
D KHl04 

3 
5.7 
0.007 
4.0 

4 
6.3 
0.013 
6.0 

Resul tad1)S 
experimentales 

µ (hr-1) 

0.327 

0.4155 

0.275 

0.268 

0,21 

0.22 

0,3 

0.254 

0.4398 

0,362 

0,38 

0.4227 

0.3966 

0.293 

0.316 

0.28~ 

Las condiciones experimentales se detallan en la sección 4.3,l7(A) 



TABLA 5.1,13,3 

ESQUEMA DE CALCULO DE LOS EFECTOS ENTRE LAS VARIABLES SELECCIONADAS EN EL DISE~O EXPERIMENTAL 
BOX-WILSON, DE ACUERDO AL ALGORITMO DE YATES 

Velocidad 
específica 

de crecimiento (µ) 
(hr-1) 

0.327 

o. 4155 

o. 275 • 

0.268 

0.21 

0.22 

0,3 

0.254 

ú,4398 

0.362 

0,38 

0.4227 

0.3966 

0.293 

0.316 

0.288 

I II 

o. 7425 1.2855 

0,543 0,984 

0.43 1.6045 

0,554 1.2936 

0,8018 0,0815 

0.8027 -0.036 

0.6896 -0,0351 

0,604 -0.1316 

0,0885 -0.1995 

-0,007 0,124 

-0.01 0,0009 

-0.046 -0.0856 

-0.0778 -0,0955 

0.0427 -0.056 

-0.1036 

-0.028 

0,1205 

0,0756 

III 

2.2695 

2.8981 

0.0455 

0.1667 

-0.0755 

0.0847 

-0.1515 

0.1961 

-0.3015 

-o. 3109 

-0.1175 

-0,0965 

0.3235 

-0.0865 

0,0395 

-0.0449 

IV 

5.1676 

0.2122 

-0.1602 

0.0446 

-0.6124 

-.o. 214 

0.237 

-0.0054 

0.62136 

0.1212 

-0.0092 

o. 3476 

-0.0094 

0.021 

-0.41 

-0,0844 

Divisor Efectos Interacciones 

16 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

0.32297 

0.02652 A 

-0.02002 B 

0,07655 iAB 

-o .07655 c 
-0.02675 AC 

0.02962 BC 

-0.00067 ABC 

O ,07857 D 

0,01515 AD 

-0,00115 BD 

0,04345 ABO 

-0,00117 CD 

0,00262 ACD 

-0,050125 CDB 

-0,01055 ABCD 

·~os datos de velocidad específica de crecimiento (µ) provienen de los resultados reportados 
en la Tabla 5.1.13.2, Los efectos constituyen las coeficientes de la ecuación codificada -
de predicción que se presenta en la Tabla 5.1.13.4. Los cálculos se llevaron a cabo de 
acuerdo a Box et al (1978), Fabila (1979) y Rodríguez (1983). 



TABLA 5 .1.13. 4 

MODELO DE PREDICCION LINEAL DE LA VELO~IDAD ESPECIE'ICA DE CRECIMIENTO DE E. coli ,· EN 
FUNCION DE LAS CONCENTRACIONES DE PEPTONA, SACAROSA, VITAMINA B1 Y KH2P04. ECUACION 

CODIFICADA, ECUACIONES DE SUSTITUCION Y ECUACION REAL 

Ecuación Codificada: 

Y 0.3229 + 0.02652A - 0.02D - 0,0765C 
+ 0.078570 + 0.0055AB - 0.0267AC +0.0296BC 
+ 0,0l515AD - O.OOllBD - O.OOllCD - 0.00067ABC 
+ 0.0434ABD + 0.0026 ACD - 0,5125CDB - 0,01055ABCD 

Ecuaciones de Sustitución: 

Variable Variable Centro 

real Centro experimental 
Variable (a,b,c,d) experimental (g/l) 

codificada = 
(A,B,C,D) Unidad de A Peptona 3.5 

variación B Sacarosa 6 
C Vitamina 81 

0.01 
D KH2P04 5 

Ecuación Real: 

Y' = -34.9747 + l5.5623a + 5.7574lb+5.92971c 
+ 7.6395ld - 2.56315ab - 7.20llac - 0,8752bc 
- 3.12826ad - l.266403bd - l.5688cd + 1.545abc 
+ o.5228 abd + l.42256acd + 0.25109cb + 0.2338 abcd 

Donde: Y = Velocidad específica de crecimiento en unidades codificadas 
Y' "' Velocidad específica de crecimiento en unidades reales 
A,B,C,D. = Variables codificadas 
a,b,c,d + Variables reales (g/l) 

Unidad 
de 

variaciones (9/l) 

o.s 
0,3 
0.003 
l 

La ecuación codificada se obtiene a partir de los efectos calculados en la Tabla 5.1.13.3, 
La ecuación real se obtíene introduciendo las ecuaciones de sustitución en la ecuación co
dificada y procediendo algebraicamente, Para detalles de cálculo ver Rodríguez (1983). 



Corno se puede observar, los residuos son relativamente pequ~ 

ñas, lo cual implica que la ecuación describe razonablemente fiel el sis

tema, con desviaciones no mayores a .!_ 20\, respecto a los valores experi

mentales. 

En la Tabla 5.1.13.5. se presenta un resuinen de la evolución 

de la optimización del medio de cultivo. El mejor experimento del diseño 

Box-Wilson dió corno resultado una velocidad de crecimiento de 0.44 hr-l -

lo que significa un 27\ menor que la desar~ollada en el medio M-9, pero -

utilizando 5 veces menos peptona, y sacarosa corno fuente de carbono. En -

el desarrollo de la optimización la relación existente entre la fuente de 

carbono y el nitrógeno complejo fue auinentando. La relación glucosa/pept~ 

na en el medio M-9 es igual a 0.26¡ en el medio optimizado la relación S,!!. 

caresa/peptona fue de 1.9. Resultaba probable que la disminución proporc~o 

nal de la presencia de péptidos en el medio de cultivo pudiera disminuir 

la producción de proteína híbrida, para investigar esto, se llevaron a cabo 

electroforesis de los cult1vo·r; desarrollados en los medios descritos en la 

Tabla 5.1.13.S. Los resultados se presentan en la foto del gel incluida -

en la Figura 5.1.13.l. No existen diferencias apreciables en las bandas de 

proteína híbrída en todos los casos. Esto permite concluir que se cuenta 

con un medio optimizado, a base de materias primas industriales, suscept!_. 

ble de escalarse para la producción de la proteína híbrida para la cadena 

A de insulina humana. 



TABLA 5.1.13 .5 

COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS DURANTE EL PROCESO DE OPTIMIZACiúN DE LA 
VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO DE E. coli 

Componente 

Peptona de Caseína 

Glucosa 

Peptona Industrial 

Sacarosa 

KHl04 

Na2HP?4 
NaCl 

Aminoácidos d) 

Vitamina s
1 

NH
4
Cl 

Ampicilina e) 

Cacl
2 

Mgso4 

Velocidad específica 
de crecimiento (p) 

(hr-lJ 
Azúcar (g/ll 
Peptona (g/ll 

M-9 

15.0 

4.0 

3.0 

7.0 

0.5 

0.02 

0.01 

1.0 

0.1 

0.011 

0.246 

0.6 

0.26 

Medio de cultivo (g/l) 

Baseª) 
Plackett Burman 

5.0 

4.0 

3.0 

7.0 

0.01 

0.1 

0.011 

0.246 

0.25 

o.a 

Baseb) 
Box-Wilson 

3.5 

6.0 

5.0 

5.0 

0.01 

0.1 

0.011 

0.246 

0.268 

1.71 

Optimizado c) 
Box-Wilson 

3.0 

5.7 

6.0 

s.o 

0.007 

0.1 

0,011 

0,246 

0.44 

1.9 

Notas1 a) corresponde al medio balanceado d) Isolcucina, valina y prolina 
b) El mejor experimento individual 

de Diseño Plackett-Burman 
e) El mejor experimento individual 

rlol ... OiErnño'"Bqx_::l-liJson 

e) Cantidad inicial 
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FIGURA 5.1.13.1 Electroforesis de extractos celulares precipitables 
de cultivos desarrollados en los medios descritos en la Tabla 5.1,13.1 
Carriles 1 y2: medio balanceado (M-B); Carriles 3 y 4: medio base del 
diseño Plackett-Burman; Carril 5: patrón de 13-galactosidasa (10 µg); -
Carriles 6 y 7: medio optimizado resultado del diseño Box-Wilson. En -
todos _los casos la proteina aplicada a cada Carril fué de 30 ug. cada 
Carril corresponde a un experimento independiente, .. 



5,2 Cadena B 

5,2,1 Caracterización cinética del cultivo (Experimento 4,3,2,(B)) 

Los exp:rimentos iniciales en el caso de la Cadena B fueron aquellos 

con el objetivo de caracterizar cinéticamente la fermentación. Los medios 

de cultivo utilizados fueron el M-9 y aquel obtenido de la optimización 

para el caso de Cadena A que llamaremos medio M-L, En las Figuras 5.2.1,1 

y 5.2.1.2 se ilustran los resultados obtenidos en el medio M-9 y M-L res

pectivamente. En el primero de ellos se logra una velocidad específica 

de crecimiento de 0.46 hr- 11 los azúcares se agotan totalmente a las 5 ho

ras de cultivo¡ coincidiendo con el fin de la fase exponencial, lo que in

dica muy probablemente que el cultivo se encuentre limitado por la fuente 

de carbono. Sin embargo, el crecimiento continúa despúes del agotamiento 

de los azúcares. Esto puede neberse a la presencia de otras sustancias 

en la peptona que puedan ser utilizadas como fuente de carbono y que no 

detecte la técnica de antrona utilizada para medir los azúcares. La pobla

ción celular, medida como densidad Óptica, alcanza un valor máximo de 0,52 

a las 12 horas. Este valor coincide con el encontrado para el sistema de 

la Cadena A. El patrón de pH tiene poca variación y presenta tendencia a 

la alza durante todo el cultivo. 

En el caso del medio ll-L se observa un crecimiento mas lento del 

microorganismo (µ=0.20 hr- 1) y los azúcares no se agotan, alcanzando un 

estado basal a partir de las 6 horas. Esto indica muy probablemente que 

la sacarosa.es un azúcar que asimila la E,coli más lentamente que la glu

cosa o bién la existencia de limitación por nitrógeno o de algún micronu

triente mineral. La población microbiana a las 12 horas de cultivo, alcan

za una densidad óptica de 0.23 representando el 43.8% de la alcanzada en 

el M-9. De manera similar a lo que ocurre con la cepa de la cadena A·. 

La cinética de la degradación de ampicilina se muestra en la Figura 

5.2.1.3, como se observa, el antibiótico desaparece casi totalmente a los 

30 minutos del cultivo, El testigo indica que no existe degradación no

enzimática de la ampicilina, Esto significa que la presión selectiva ejer-
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FIGURA 5,2.1.1. comportamiento cinético de un.cultivo de E,coli D-1210 -
pDR~275 en el medio M-9, El cultivo se indujo con IPTG SmMCfciñ'Cle" se indi- ' 
ca con la flecha, los procedimientos se detallan en la secci6n 4,3,2 (B), 
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'FIGURJ\ s.2.1.2 Comportamiento cinético de un cultivo de E,coli D-1210 pBR-275· 
en el medio M-L. El cultivo se indujo con IPTG donde lo i~la flecha, Los 
procedimientos se detallan en la sección 4.3.2. (B) 
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F.IGURA 5,2.1,3 Cin~tica de la degradación oc ampicilina en un cultivo de E.coli D-1210 
pBR-275 en el medio M-9, Densidad 6ptica ( • ) , ampicilina .de bioensayo ~paralela 
mente se incubó un medio en las mismas condiciones pero que no fue inoculado con el fíñ 
de establecer si la ampicilina se degradaba por causas ajenas a la bacteria ( 11 ) • Los 
procedimientos se detallan en la sección 4.3,2. (B), 
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cida por este antibiótico solo se ejerce en un peri6do muy corto al inicio 

del cultivo. Estos resultados son similares a los obtenidos en el sistema 

de la Cadena A. 

5.2.2 Inducción con IPTG (Experimento 4.3.3 (B)) · 

Tiempo de inducción en M-9 

En experimentos iniciales realizados por el grupo de Biología Mole

cular (Bolívar, 1983),1 se encontró que ::ii el sistema se inducía en las fa

ses.iniciales de crecimiento, se presentaba cierta inestabilidad del plás

mido resultando en nula producción de híbrido. Con el fin d<:. corroborar 

estos resultados, así como para conocer el comportamiento de la S-galacto

sidasa soluble, que por otra parte tiene actividad enzimática, se llevaron 

a cabo experimentos cuyos resultados se ilustran en la Figura 5.2.2.1. CU!!, 

litativamente se observa en el gel que se logra producción de híbrido en 

todas las situaciones de inducción probadas. Sin embargo se logra una ma

yor expresión cuando se induce en la fase exponencial tardía (4 hrs.) y 

una menor cuando sucede en la fase estacionaria (6 hrs.) Estos resultados 

coinciden con lo reportado (Bolívar, 1983). Sin embargo en este trabajo se 

logró expresión aún cuando se induce en la fase exponencial temprana (1 hr.) 

En los experimentos que siguieron y cuando se utilizó IPTG.como inductor, 

este se adicionó a las 4 horas del cultivo (fase exponencill. tardía) • 

Respecto a la expresión de la proteína que comigra con B-galactosi

dasa en las proteínas solubles no se observaron diferencias apreciables. 

Es posible afirmar que las bandas mas intensas de proteína que comigran con 

f!-galactosidasa en las proteínas precipitables, no presentan bandas más in

tensas relativamente, entre las presentes en las proteínas solubles, Ello 

apoya la idea de que existe poca o ninguna contribución a la B-galactosida

sa nativa y activa en las proteínas prei:ipitables. En consecuencia, la 
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&IGURA 5.2.2.1. Influencia del tiempo' de inducción con IPTG en la e](pres.i.Ón de 
protcina híbrida por E.coli D-1210 pBR-275 desarrollada en el medio M-9. El IPTG 
se adicionó a una conc~ión final de SmM en la fase exponencial media (2,5 hrs) 
carriles 6 y 7; en la fase exponencial tardía (4 hrs) carriles 3 y 41 y en la fase 
estacionaria (6 hrs) carriles 1 y 2. ® corresponde a las proteinas precipi tables 
a las 24 horas después de inducit'¡@ a las proteínas solubles del cultivo. En ambos 
casos y en todos los carriles la proteína aplicada fué la misma (30 ug). Se inclu 
ye un patrón de ~- galactosidasa (10 ug) en el carril 5. -



visualización de la banda que comigra con S-galactosidasa en las proteínas 

insolubles es un reflej'o de la producción 'de proteína híbrida. 

Cinética de inducción en M-9 

Con el fin de determinar el momento de suspender la fermentación, 

en función de que la síntesis de proteína híbrida prosigue aún cuando la 

bacteria deje de crecer, se realizó la cinética de producción de híbrido. 

Los resultados se ilustran en la Figura 5.2.2,2 

Los geles indican que el máximo de producción se encuentra entre 

las 24 y 30 hrs despúes de inducir y aparentemente despúes <'e ese tiempo 

no existe un incremento significativo en la producción de hrbrido. En lo 

sucesivo se estableció como parámetro el cosechar los cultivos a las 24 

horas depúes de inducir, esto es, entre 28 y 30 hrs de cultivo total. 

Tiempo de inducción en M-L 

El M-L es un medio que f ué optimizado para la producción de bioma

sa en el sistema de Cadena A y era importante conocer su comportamiento 

respecto al fenómeno de inducción, así como establecer posibles diferen

cias con lo encontrado en el medio M-9. Los resultados del experimento 

para evaluar la influencia del tiempo de inducción se.presentan en la Fi

gura S.2.2.3. Es claro que el máximo de producción se logra cuando el 

cultivo se induce en la fase exponencial tardía, lo que concuerda con el 

caso r.uando el cultivo es crecido. en un medio más rico, como el M-9. 

Cinética de inducción en M-L 

En la Figura 5.2.2.4, se presenta el gel con los resultados de la 

producción de híbrido a las 1 2, 24 y 36 · hrs. despúcs de inducir. En es te 

caso,, a diferencia de lo que ocurre en el medio M-9, no parece existir 
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FIGURA 5.2.2.2 Cinética de producción de proteina híbrida en un cultivo de E.coli 
'o-1210 pBR-275 desarrollado en el medio M-9. El sistema se indujo con IPTG (5m!-t) -
en la fase exponencial tardía (4 hrs) • El gel corresponde a las proteinas precipi
tables de células cosechadas en los tiempos indicados y en todos los casos la can
tidad de proteina aplicada fue la misma (30 µg). ca"rril 1, en el momento de inducir; 
carril 2, 8 horas después¡ carriles 4 y 7, 12 horas; carril 9, 18 horas¡ carriles 
5 y 11, 24 horas; carriles 13 y 14, 30 horas; ca.rril: 6, 36 horas. En los carriles 
3 y 4 se incluyen patrones de 13-galactosidosa ( 1oi1g~ • 
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FIGURA S.2.2,3 Influencia del tiempo de inducción con IPTG en la expresión de 
proteina hibrida por E,coli D-1210 pBR-275 desarrollada en el medio M-L • El 
resto de las condiciones corno en la Figura 5.2.2,2. Carril 1, patrón de 6-ga
lactosidasa (10 µgl), carril,2 cultivo inducido en la fase exponencial temprana 
(1 Hrsl carril 3, inducción en la fase exponencial tardía (4 Hrs) carril 4, in 
ducción en la fase estacionaria (6 llrs). En todos los casos corresponden a pr2: 
teinas precipi tables en la misma cantidad ( 30 µ'g) • 
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FIGURA 5.2.2.4. Cinética de producci9n de proteina h!brida en un cultivo de 
E. coli D-12í0 pBR-275 desarrrollado en el medio M-L. El sistema se ·indujo 
CO'ii"IPTG (SmM) en la fase exponencial tardía (6 Hrs). El gel corresponde a -
proteinas precipitablcs (30 µg) de células cosechadas en los tiempos indica
dos (dcspues de inducir). Carril 1 : 12 horas; carril 2: 24 horas¡ carril 3: 
36 horas; carril 4: patrón de a-galactos~dasa (10 µg). 
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una diferencia apreciable entre las 12 y 36 hrs. Esto puede ser debido 

a un agotamiento más temprano de la fuente de nitrógeno(como es aparu11te 

de acuerdo al panorama cinético reportado en la Figura 5.2.1.2) que limite 

la síntesis proteica. Situación que muy probablemente no suceda en el 

medio M-9 puesto que en tal caso se trata de una .limitación de carbono 

(ver cinética en la Figura 5.2.1.1). 

5.2.3 Comportamiento de segregantes (Experimento 4.3.4 (B)) 

La segregación del plásmido es un fenómeno de suma importancia, so

bre todo en el escalamiento, en donde es necesario desarrollar la bacte

ria por varias generaciones y por lo tanto se incrementa la probabilidad 

de mutaciones y/o segregación del plásmido, Por otra parte, el manteni

miento de condiciones selectivas con la presencia de ampicilina resultá 

muy costoso en los fermentadores medianos y grandes. Por otra parte ya 

fué demostrado que la ampicilina ejerce su efecto de presión selectiva 

tan solo'por unos minutos y no aseguraría la pureza del cultivo. Con el 

fin de establecer la necesidad de la ampicilina, se cuantificaron los por

centajes de segregación en cultivos con y sin ampicilina. Los resultados 

se resumen en la Tabla 5,2.3.1. El cultivo con 100µg/ml in~ciales de am

picilina presenta una segregación global promedio del 0.89% mientras que 

cultivo en ausencia de ampicilina tiene un valor ligeramente mayor(del 

1.16\). Esto concuerda parcialmente con lo encontrado en el sistema de 

la Cadena 11. Sin embargo, en tal caso, los porcentajes son meno?;cs(de O y 

0.58\ en promedio respectivamente). Es posible que las diferencias no 

sean estadísticamente signif~cativas, pero debe recalcarse ~ue en el caso 

de Cadena A, en presencia de mínimas concentraciones de ampicilina, no se 

detectó ni una sola colonia sensible al antibiótico. De acuerdo a estos 

datos, la ampicilina solo debe usarse como medida de seguridad en los inó

culos. Cabe hacer notar que la resistencia a ampicilina no es un indica

dor que asegure la elevada biosíntesis.del híbrido como ya se demostró en 

el sistema de Cadena A. El plásmido puede.sufrir delcsiones en la región 



TABLA 5 .2. 3.1. 

SEGREGACION DEL PLASMIDO pBR-27~ DURANTE UN CULTIVO EN PRESENCIA 
Y AUSENCIA DE AMPICILINA AL INICIO DE ESTE 

Arnpicilina inicial (Jlg/ml) 

Tiempo o 100 

de cultivo 
(hrl Colonias % Segregantes Colonias % Segregantes 

3 229 9·87 228 o 

6 301 1.33 234 2.14 

9 222 2.25 235 0.42 

12 282 0.35 311 0.96 

15 298 1.00 218 0.91 

El cultivo se desarrolló en el medio M-9 y se indujo con IPTG 
5 rnM a las 4 horas. La segregación se calculó en función del 
número de colonias sensibles a ampicilina. Los detalles se -
describen en la sección 4,3.4 (B). 
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de control del operón lac o bién en los mismos genes estructurales, con

servando la resistencia al antibiótico. La disminución del número de co

pias del plásrnido intacto también puede llevar a un decremento en la sín

tesis de híbri~o, conservando la resistencia a antibióticos S-lactárnicos, 

corno presumiblemente sucede en el f enórneno llamado "segregación diferen

cial" descrito para el sistema de Cadena A. (ver sección 5.1.10). 

5,2.4 Incremento en la síntesis específica de proteína híbrida (Experi

mento 4.3.4 (B)) 

En el caso del sistema de la Cadena A, se demostró en la sección 

5,1.11 ,. que al someter la bacteria a varios subcultivos en medio mf.nirno, 

ésta incrementaba su producción específica de proteína híbrida, Los re

sultados de experimentos similares con el sistema para Cadena B se presen

tan en la Figura 5.2.4.1. En este caso se sometió a la bacteria a 5 sub

cultivos en ayuno de aminoácidos.como puede observarse en la foto del gel, 

las condiciones de ayuno también resultan en una elevación proporcional de 

los niveles de expresión de proteína híbrida. El mismo fenómeno ya fué 

descrito para el caso del sistema de la Cadena A. Corno se ha comentado 

previamente (sección S.1.11), es probable que éste fenómeno se daba al in

cremento en el n~~ero promedio de plásmidos presentes en la célula, 

Debe resaltarse que con el sistema de c:idcna B, el cual re

quiere de inducción para expresar la proteína híbrida, no se encontró la 

variabilidad en los niveles de expresión como la presentada en el sistema 

de Cadena A (ver sección 5.1.1~ Ello a pesar do que la cepa de ~.D-1210 



/GLl]EROL 
MM 

I M-9+ IPTG 
MM 

I 
/MM 

MM 
I 

Mi1 

/ 
M-9 + IPTG 

,,) 

--------

<ti 
U! 
<ti 
'ti ..... 
U! 

·o ., 
u 
lll 

--i 
lll 

°' 1 
CXl 

J 
1- .·! f :¡ l ...• ,.J. 

·. ·--· ·~~~~~----~------

fIGURA 5,2.4.1 Efecto del subcultivo de E.coli D-1210 pBR-275 en ayuno de 
aminoácidos sobre la capacidad de producción de proteina híbrida, Los culti- • 
vos se iniciaron de un glicerol y se transfirieron a medio mínimo (MM) las -
veces indicadas, El cultivo final se desarrolló en el medio M-9 induciendo -
con IPTG. El gel corresponde a proteinas prccipitables, En todos los carriles 
la cantidad de proteina aplicada al gel es la misma (30 µg) • Se incluye un -
patrón de B-'galactosidasa ( 10 µg) , Los procedimientos se detallan en la sec
ción 4.3;8 (AJ. 



con el plásmido pBR-275 (Cadena B) se conservó en glicerol en condiciones 

similares. Es probable que esta aparente estabilidad se deba a que la bac

teria no sintetiza siempre una proteína extraña y no funcional. La cual, 

puede constituir una desventaja metabólica que promueva delesiones o muta

ciones en el plásmido, que eliminen o disminuyan la producción de proteína 

híbrida. Este fenómeno ha sido observado en el caso de plásmidos recomb!_ 

nantes utilizados para la producción microbiana de triptofano (Imanaka 

et, al., 1980¡ Imanaka ~· ~· 1981) 

5.2.s Lactosa y melibiosa corno inductor~.(Experimento 4.3.5 (R)) 

Con el fin de sustituir el IPTG como inductor, se probaron ini 

cialrnente dos azúcares metabolizables:. la lactosa y la melibiosa. La pr!_ 

mera es el sustrato natural de la S-galactosidasa sin embargo in vitre y 

también~ actúa como antiinductor (Jobe & Burgeois, 1973). El in

ductor verdadero del sistema es la alol,actosa (Jobe & Burgeois. 1972), la 

cual es sintetizada a partir de la lactosa por la S-galactosidasa en una 

reacción de transgalactosilación. El otro $-galactosido, la melibiosa, 

es el isómero a de la alolactosa y tiene una afinidad alta por el repre-

sor lac; solo superada por el IPTG y la alolactosa (Miller & Reznikoff,1978). 

En un primer intento, se añadieron' lactosa y melibiosa a una 

concentración final de SmM en la fase exponencial tar!a (6 horas) de un 

cultivo en medio M-L. Los resultados se p~esentan en la Figura 5.2.5,1; 

como se observa, fué posible la expresión de la proteína precipitable que 

comigra con S-galactosidasa en ambos casos, siendo más intensa cuando se 

utilizó lactosa. 
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Muy probablemente la existencia de azúcares residuales en el 

medio M-L en el momento de inducir (ver cinética en la Figura 5,2.1.2) 

haya permitido una considerable actividad de transgalactosilasa de la 

enzima (produc~ora de inductor) en vista de que la célula en tales condi

ciones disponía de otros azúcares para ser utilizados como fuente de car

bono y por lo tanto no requería de manera predominante de la actividad 

hidrolítica de la a-galactosidasa. 

En otro experimento, con el fin de simular la inducción tardía 

del cultivo, se sustituyó la mitad de la sacarosa presente en el medio M-L, 

por lactosa y melibio~a respectivamente, Estos azúcares fueron incluídos 

en el medio de cultivo desde el inicio de la fermentación. Los resultados 

se muestran también en la Figura 5,2,5.1 e indican que en este experimento 

se logró la expresión de la proteína híbrida en niveles mínimos. Sin em

bargo, en un segundo experimento, cuyos resultados se presentan en la Fi

gura 5.2.5.2, es aparente la presencia de una banda de proteína híbrida 

en tales condiciones. En el mismo gel se muestra el caso de la inducción 

con lactosa, cuando se utilizó una concentración final de 10mM, adiciona

da a las G horas de iniciado el cultivo. Con fines comparativos, también 

se incluye el resultado de un cultivo inducido con IPTG, Como se puede 

observar, la inducción con lactosa, representó en este caso, un porcenta

je cercano a la obtenida con' el inductor gratuito IPTG. 

s.2,6 Alternativas en el uso de lactosa (Experimento 4.3,6 (B)) 

En vista de los resultados anteriores con el medio M-L se pro

baron diversas alternativas para lograr la inducción con lactosa en· los 
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medios M-9 y MB. Los resultados de estos experimentos se ilustran en la 

Figura 5.2.6.1. En primer lugar se debe resaltar la diferencia en la ex

presión de híbrido cuando se induce con IPTG en ambos medios. En el caso 

del M-9 la biosíntesis .de híbrido es elevada mientras que en el medio M-B 

la biosíntesis de híbrido es considerablemente menor. La diferencia fun

damental de ambos medios es su relación Carbono/Nitrógeno, expresada en 

este caso por la concentración de azúcar referida a la concentración de 

peptona. En el medio M-9 esta relación tiene un valor de 0.26, mientras 

que en el medio M-B es de o.a. Aparentemente las relaciones carbono/ni

trógeno bajas en el medio de cultivo producen mayor cantidad de híbrido. 

En consecuencia un medio de producción adecuado deberá estar "desbalan

ceado" de acuerdo al criterio de formulación de medios de cultivo para 

la producción de biomasa, corno fue el caso, en el sistema de la Cadena A. 

cuando la inducción se realizó con 1 g/l de lactosa la expre

sión de híbrido en el medio M-B es apenas perceptible en el gel, mientras 

que en el M-9 se presenta una banda reducida aunque mayor que en el M-B 

(ver Figura 5.2,6.1) 

te: 

Las otras alternativas de inducción consistieron en lo siguie!!_ 

a) Sustituir la ruitad de la glucosa del M-9 por lactosa desde 

el inicio del cultivo; esto con el fin de generar un cre

cimiento diaúxico y evitar los posibles problemas de la 

inducción temprana. 

b) Sustituir la glucosa del M-9 por lactosa desde el inicio 
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del cultivo. Si se lograba la inducci6n, simplificaría 

la formulación del medio de cultivo. 

c) Crecer en el medio M-9 y adicionar pulsos de lactosa cua.!!_ 

do los azúcares se hubieran agotado. La razón de ello fue 

que la lactosa es un sustrato que puede inducir el sistema, 

pero es metabolizable. En consecuencia al agotarse los 

azúcares la inducción se suspende. Adicionando pulsos de 

lactosa se pretendía mantener inducido el sistema durante 

un tiempo mayor, respecto a cuando solo se hacía una adi-

ción, alcanzando una concentración final de 1 g/l. 

d) Crecer en M-9, centrifugar las células, lavarlas e inocu-

!arlas en medio M-9 fresco, pero conteniendo lactosa en 

lugar de glucosa como fuente de carbono. Esto equivale 

a iniciar el cultivo con un inóculo mayor en el que no se 

adicionan los probables metabolitos tóxicos que interrum-

pen el crecimiento. De hecho, este· procedimiento equivale 

a la alternativa b), pero donde la relación lactosa/célu-

la al iniciar el cultivo es menor y por lo tanto el induc-

tor estará presente durante menos.tiempo en el cultivo. 

Ello debido a que la velocidad de desaparición de lactosa 

es mayor en este caso. Con este experimento se pretendía 

investigar la influencia del tiempo al que el sistema es-

tuviera sometido a la inducción respecto a la expresión 

de proteína híbrida. Adicionalmente se evaluaría el efec-

to del tamaño del inóqulo en el mismo fenómeno. 

¡ 

·! 
1 

1 ¡ 



Como se puede observar en el gel, el mejor caso resultó cuando 

en el medio M-9 se sustituía el total de la glucosa por lactosa, desde el 

inicio del cultivo. Este resultado indicó que en este medio de cultivo 

es posible indu~ir desde el inicio del cultivo sin pérdida aparente de 

biosíntcsis de híbrido. Esto probablemente se deba a que la inducción con 

lactosa no es tan severa como lo es con IPTG y puesto que la lactosa es 

metabolizable, la generación de alolactosa estará regulada dinámicamente 

por los requerimientos celulares. Puesto que el cultivo se inició con un 

inóculo pequeño, la inducción fué posible en un número elevado de genera

ciones. La inducción con lactosa en este medio es comparable a la inducción 

con IPTG en el medio M-B. 

En orden.decreciente de expresión de la proteína híbrida le 

siguió el caso cuando se desarrolló en el medio M-9 y se transfirió a otro 

M-9 conte.niendo lactosa. Este resultado se puede explicar en función de 

que, como se había especulado, la relación lactosa/.célula al inicio del 

cultivo es menor y el fenómeno de inducción se presenta durante menos 

tiempo. 

·El siguiente caso en orden de importancia de síntesis de pro

teína híbrida resultó ser cuando se añaden pulsos de lactosa. Esto puede 

ser el resultado de al menos .tres situaciones: la .relación lactosa/célu

las es baja; las células se encuentran en fase estacionaria en el momento 

de inducir y en determinadas condiciones fisicoquímicas, por ejemplo, se 

sabe que el pll tiene una influ.,ncia marcada en el transporte de lactosa 

hacia el interior de la célula (West, 1970; West & Mitchell, 1973; Ramos 

& Kaback, 1977); y finalmente es posible que exista represión catabólica 

en vista de utilizar glucosa en el medio de cultivo. 



r,os niveles de expresi6n mas bajos se obtuvieron cuando se 

empleó una mezcla de azúcares (glucosa y lactosa). Este hecho no puede 

explicarse exclusivamente en función de que en el momento de iniciar la 

inducci6n, cuando la glucosa se hubiera agotado, la relación lactosa/célu-

las fuera baja; debido a que cuando se usó una relación aún más baja 

(alternativa c) los niveles de expresión fueron mayores. Aparentemente, 

el estado fisiológico de la célula y las condiciones fisicoqu!micas pre-

sentes en el momento de iniciar la inducción, al menos, juegan un papel 

importante en el fenómeno de inducción. Contrariamente a lo que sucede 

induciendo con IPTG, la inducción tardía con lactosa representa una desve!!. 

taja en la producción de proteína híbrida, 

Sin duda·, la conclusión mas importante de esta área de experi-

mentos radica en que es posible utilizar lactosa como Única fuente de car-

bono, Y? que este procedimiento es el que logra los niveles de expresión 

de proteína híbrida más altos de las alternativas probadas, Sin embargo 

la inducción todavía es inferior comparada con la que lleva a efecto el 

IPTG. Corno conclusión adicional se debe decir que el empleo de medios de 

cultivo "desbalanceados", respecto a la producción de biornasa, resultan 

en niveles más altos de producción específica de proteína híbrida. 

5,2.7 Fuente de carbono en los inóculos. (Experimento 4,3,7 (B)) 

Con el fin de establecer si cxist!a algún efecto de la fuente 

de carbono en la que se crecieran los inóculos respecto a la inducción, 

se llevaron a cabo los experin1cntos cuyos resultados se ·ilustran en la 

Figura5,2.7.1 •. ,.,.,se observa que cuando el· in5culo proviene de un cultivo. 
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con sacarosa como fuente de carbono es cualitativamente mejor que cuando 

proviene de glucosa. En este caso los niveles de expresión alcanzados 

son muy similares al testigo con IPTG. Es probable que este fenómeno se 

deba a un potenci.al enriquecimiento del número de copias del plásmido, como 

resultado del crecimiento del cultivo a una velocidad de crecimiento menor 

a la desarrollada al cultivarse en lactosa. Estos resultados podrían ex-

plicarse de acuerdo a lo reportado por Engberg and Nordstrom (1979) y es-

tán en concordancia con el artículo de Gustafsson & Nordstrom (1980) quie-

nes indican que el número de copias del plásmido presentes en un determina-

do estado metabólico de la célula se ajusta gradualmente al cambiar tal 

estado metabólico. Este cambio gradual en las primeras horas del cultivo 

produciría una síntesis específica mayor de proteína híbrida codificada 

por el plásmido. Es.te fenómeno fué ampliamente discutido para el sistema 

de la Cadena A en las secciones 5,1,10 y 5.1.11 y puede ser aplicable en 

el caso Qe la Cadena B. 

5.2.B Efecto de la presencia de 3.alactosa (Experimento 4. 3. 8 (B)) 

La S-galactosidasa tiene al menos dos actividades importantes: 

una transgalactosilítica y otra hidrolítica. (Huber ~· al. 1976) El equi-

librio entre una u otra reacción pudiera ser desplazado por las concentra

ciones relativas de sustratos y productos. En función de ello, era impor-

tante establecer la relación de azúcares en el medio de cultivo que pudie-

ra desplaza1· el equilibrio intracelular de la actividad de B-galactosidasa · ¡ 
a uno u otro lado y de preferencia, co.n fines de inducción, hacia la trans-

galactosilación que genera el inductor verdadero, la alolactosa. Como in-



tento meramente exploratorio se realizó el experimento cuyo resultado se 

presenta en la parte inferior de la Figura 5.2.7.1. Al crecer el micro-

organismo en una combinación de lactosa y galactosa, la producción de 

híbrido no se induce, aunque presumiblemente debiera inducirse la a-ga-

lactosidasa nativa puesto que el microorganismo fué capaz de crecer en 

lactosa, indicando que predominó la actividad hidrolítica respecto a la 

transgalactosilítica. De cualquier modo, el fenómeno de inducción con laE_ 

tosa es muy complejo, corno se discutirá más adelante (ver Figura 5,2.9.3 

por ejemplo) y resulta muy aventurado, con los resultados experimentales 

que se tienen, el concluir definitivamente al respecto. En vista de que 

., la adición de tales azúcares al rnedio·de cultivo será impráctico en el 

J escalamiento (quizá tanto corno el IPTG) no se profundizó más al respecto 

y se continuó con los estudios exclusivamente con lactosa y sacarosa. 

5.2.9 Optimización del medio de cultivo (Experimento 4.3.9 (B)) 

Diseño Plackett-Burrnan. Los resultados de los experimentos 

de inducción indicaron que el medio de cultivo debería tener las siguie.!!. 

tes características: 

a) De composición parecida al M-9 (relación C/N baja) 

b) Con lactosa ~orno principal fuente de carbono 

e) Que tuviera también sacarosa 

De acuerdo a estas premisas, el medio base para la optimiza-

ción fué fundamentalmente el M-9 al que se le sustituyó la glucosa por 
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lactosa y se le adicionó 2 g/l de sacarosa. En vista de que la cepa D-1210 

no present6 auxotrofías, no fueron necesarios los aminoácidos en el medio 

de cultivo. El diseño Plackett-Bunnan tiene como objeto el establecer 

cuales son los componentes que tienen mayor influencia en el proceso. Se 

agruparon las sales como un solo parámetro con el fin de que las variables 

a evaluar fueran 7. En consecuencia los experimentos desarrollados serían 

B, de manera que pudieran correrse en un mismo gel, incluyendo'un patrón 

de a-galactosidasa y un testigo inducido con IPTG. Esto se hizo con el 

objeto de minimizar los errores atribuÍbles al corrimiento, fijación, te-

ñido, desteñido y fotografía del gel. 

En la Figura 5.2.9.1 se presenta el diseño experimental así 

como los resultados del gel y los efectos calculados de cada una de las 

variables, en base exclusivamente a la producción específica de proteína 

híbrida •. 

Los efectos en orden de.importancia fueron: lactosa (+), 

NH4Cl (-), KH2Po4 (+), Na2HPo4 (+),peptona (+), sacarosa (-) y sales (-). 

Los signos positivos indican que el nivel de la variable debe incrementa!. 

se y los negativos que deben disminuirse, para mejorar la producción. 

Sin duda, la inducción por la lactosa juega el papel más importante, la 

siguen los fosfatos indicando muy probablemcn'te una influencia marcada en 

los patrones de pH en la expresión de híbrido. La fuente inorgánica de 

nitrógeno tiene una influencia negativa, así como las sales y la sacarosa 

aunque en niveles muy bajos. 
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En la ~'igura s,2,9:2 se ilustran las reJ.aciones encontradas 

entre otras variables que se cuantificaron pero que no se incluyeron en 

el cálculo de los efectos llevados a cabo solo con la producción de híbri_ 

do, Se observa una cierta correlación entre la velocidad de crecimiento 

y la producción de híbrido. Aparentemente, mientras más baja es la velo

cidad de crecimiento, mayor es la producción relativa de híbrido. Esto po

dría ser explicado en vista de que una actividad trangalactosilítica pre

dominante sobre una hidrolítica de la a-galactosidasa, implicaría que la 

disponibilidad intracelular de monosacáridos estaría limitada y en conse

cuencia la bacteria crecería más lentamente. Por otra parte, estos resu.!_ 

tados, de acuerdo a lo postulado por Engberg & Norstrom (1975) podrían 

ser causados por un incremento en el número de copias del plásmido al cre

cer a velocidades específicas menores, 

La relación entre el cambio global del pH en el transcurso de 

la fermentación y la producción relativa de proteína híbrida, se ilustra 

en la parte inferior de la Figura 5,2.9,2, Esta relación indica que apa

rentemente la producción de híbrido se favorece cuando el cambio global 

en el pi! tiende hacia valores positivos, esto es, una' tendencia a la baja 

en el pH. 

Aunque estos valores deben tomarse· con reserva puesto que in

volucran un periodo relativamente grande de tiempo donde el patrón de pH 

puede tener variaciones importantes. Sin c~argo es claro que el pi! (o 

más bién el patrón de pi!) tiene una influencia decisiva cln la producción 

de híbrido. Lo anterior se ve reforzado.por los elevados efectos que pre-
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sentan los fosfatos en el diseño Plackett-Burrnan, indicando que el incre-

mento de la capacidad de amortiguamiento llevaría a mejores resultados. 

Huber ~al. (1976) han reportado que in~ el pi! tiene una influen-

cia decisiva en la actividad de transgalactosidasa respecto a la activi-

dad hidrólítica de la B-galactosidasa, Esta relación se incrementa a pH 

superior a 8 (llegando hasta 1.4 a pH = 11) y disminuyendo a pll infe-

rior a 6 (por ejemplo O. 55 a pH 4. 5) • Esta relación se mantiene ·estable 

(= 0.8) en el rango entre pH·6 y 8. Sin embargo, resulta difícil especu-

lar sobre el significado de estos resultados in vivo debido a que no se 

conocen los niveles de pH en el microambiente de la 6-galactosidasa en el 

interior de la célula, y seguramente están regulados dinámicamente de ma-

nera compleja por el metabolismo celular. 

Por otra parte Maloney & Wilson (1978), han demostrado que el 

transporte de lactosa puede ser estimulado por el metabolismo oxidativo 

y que a su vez la relación de contransporte H+/lactosa depende del pH (Ra-

mes & Kaback, 1977). De esta manera, el pH puede influir el transporte 

de lactosa y en consecuencia sus perfiles de concentración intracelulares 

a su vez pueden alterar el equilibrio de la producción de inductor (ala-

lactosa) por la S-galactosidasa, En la Figura 5.2.9.3 se resumen los pos-

tulados establecidos por Jube & Bourgeois (1973), Huber ~· al (1976) y 

Malo ney &Wilson (1978) con' e-1 fin de ilustrar· muy esquemáticamente, las 

complejas interrelaciones existentes en el fenómeno de inducción con lac-

tosa. 

Resulta también muy probablé que la disminución en la veloci-

dad de crc'cimicnto sea causada por limitaciones del metabolismo oxidativo, 
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situación que conduce a la producción de metabolitos ácidos que disminu

yen el pH. Estas limitantes al metabolismo oxidativo pueden estar causa

das por las condiciones de transferencia de oxígeno en los cultivos. Lo 

anterior puede deducirse en parte de los bajos rendimientos de biomasa ob

tenidos en los cultivos respecto a la fuente de carbono, lo que podría es

tar indicando una limitación de oxígeno. 

Las variables elegidas para el siguiente paso de optimización 

fueron lactosa, KH2Po4 y peptona. Se considera que el efecto del fosfato 

de sodio se ejerce como influencia del pi! y al evaluar al KH 2Po4 se está 

considerando indirectamente. La peptona, aunque ocupa el quinto lugar 

en importancia relativa en los efectos, se eligió como parámetro a optimi

zar en vista de que como se vió en los experimentos de inducción, juega 

un papel decisivo en la expresión del híbrido, quizá debido a que disminuye 

la relación C/N y proporciona aminoácidos disponibles para la síntesis de 

proteína. El medio base para el siguiente paso de optimización fue aquel 

que proporcionó los mejores resultados en el diseño Plackett-Burman y su 

composición se indica en el primer carril. del gel incluído en la Figura 

5.2.9.1. 

Diseño Box-Wilson. Una vez seleccionadas las variables, se 

procedió al diseño del exped111ento para la optimización por el método Box

Wilson. Puesto que este es un método que requiere 2n experimentos para 

evaluar n variables, se seleccionaron tres de ellas para que los resulta

dos se pudieran visualizar en un solo gel. Las unidades de variación se 

calcularon en función de los efectos ob.tenidos en el diseño Plackett-Burman 

y se muestran junto con los resultados en. la ·Figura 5.2.9.4. En .este di-
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seña, hubo experimentos individuales que superaron al testigo inducido con 

IPTG. El mayor efecto sigue siendo el de la lactosa, seguido de la pepto

na y finalmente de menor magnitud se encuentran los fosfatos. En la Figu

ra 5,2.9,5, se presentan las relaciones entre producción de híbrido y las 

velocidades específicas de crecimiento y el cambio de pi! durante la fer

mentación. En general se puede decir que el comportamiento de las corre

laciones es muy similar a los presentados en el caso del diseño Plackett

Burman. Esto es, tendencia a producir más híbrido a menores velocidades 

de crecimiento y a disminuciones respecto al pH inicial. Corno se había 

mencionado en el diseño anterior, es posible que las limitaciones al me

tabolismo oxidativo fueran la causa del ambos fenómenos. En la Figura 

5.2.9.6, se grafican los rendimientos de biomasa respecto a la fuente de 

carbono (Ys) en función de la producción relativa de proteína híbrida. 

Las gráficas se construyeron a partir de los resultados obtenidos en el 

diseño Plackett-Burman y Box-Wilson. Es clara una tendencia a producir 

más proteína híbrida cuanto más bajo es el rendimiento de carbono. Adicio

nalmente, en ambos diseños experimentales, la máxima producción de híbrido 

coincidió con los valores mínimos de la productividad de biomasa (µX) • Es

tos resultados apoyan fuertemente que el metabolismo oxidativo juega un 

papel preponderante en la inducción con lactosa. 

A manera de.resumen en la Figura 5.2.9.7, se presentan los raE_ 

gos de variación de los azúcares residuales, la velocidad específica de 

crecimiento, la concentración celular final y la producción relativa de hí

brido, en los tres diseños experimentales. En la misma Figura se grafican 

los valores de "productividad de híbrido" (µXP). La producción de híbrido 

alcanzó su máximo en el diseño Box-Wilson, en un medio de la sigui.ente 
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composición: 

~ 

Peptona 20.6 

Sacarosa 4 

Lactosa 9 

Na 2HP04 4 

KH 2Po4 4 

Sales 5 ml 

Debe recalcarse que es muy probable que la sacarosa en este 

medio de cultivo sea utilizada en proporción mínima y con muy poca l(enta-

ja, si no es que ninguna, en la producción de híbrido. Esto se infiere, 

por un lado, de su bajo efecto (y además negativo) presentado en el diseño 

Plackett-Burman, y por otro, de que el promedio global de las valores de 

azúcares'residuales sea cercano a 4 g/l en los experimentos de los dos di-

señas experimentales. La sacarosa no se eliminó en el diseño Box-Wilson 

con el fin· de no variar las condiciones del experimento base, obtenido del 

diseño Plackett-Burman. 

s.2.10 Cultivo en fermentador de 2 lts. (Experimento 4.3.10 (B)) 

Todos los experimentos descritos hasta el momento se realiza-

ron en matraces. El medio de cultivo optimizado que logró la mayor produ.s,. 

ción de híbrido se probó en un fermentador de 2 lts. y se caracterizó su 

cinética, la cual se muestra en la Figura 5.2.10.1. La velocidad cspccí
. -1 

fica de crecimiento desarrollada por el cultivo fué de O. 75 hr , apre-
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ciablemente mayor a las obtenidas en los experimentos en matraces. La 

concentración celular máxima y los niveles de azúcares residuales son si-

milares a los obtenidos en matraces. El patrón de pi! solo tuvo cambios 

drásticos en la~ primeras 8 horas, pero nunca alcanzó los niveles que se 

presentaron en matraz (de dos unidades a la baja) • La producción de pro-

tei'.na híbrida detectada a las 12, 24 y 30 horas de cultivo, no mostró di-

ferencias apreciables y fué menor en todos los casos al testigo que se in-

dujo con IPTG. Estos datos fundamentan el papel que juega el metabolismo 

oxidativo en la inducción con lactosa. En este experimento el oxígeno se 
< 

mantuvo a un nivel superior al 10% de saturación, manipulando la agitación, 

La productividad de biomasa fué mas alta que cualquiera de las observadas 

en los expedmentos en matraz, Sin embargo, el rendimiento de carbono (Ys) 

fué bajo, y no compatible, al menos directamente, con lo establecido en la 

Figura 5,2.9,6, Esto indica que el crecimiento en el fermentador se detie 

ne por causas diferentes a las que sucéden en el matraz, probablemente la 

aparición <le algún metabolito l;éixico. 

Es claro que aún en un escalamiento de baja magnitud (de matraz 

de 250 ml a fermentador de 2 lts), en el caso del sistema de cadena B, se 

presentaron todavía ciertos problemas que deberán.ser estudiados mas a fon-

do y resueltos, antes de iniciar un escalamiento mayor con el medio de cul-

tivo experimentado. 



CAPITULO 6 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

El contar con dos sistemas bacterianos diferentes para la e~ 

presión de proteínas hÍbridas S -galactosidasa-Cadena A y S -galactosidasa

Cadena B, permitió evaluar desde varios puntos de vista las ventajas y 

desventajas de un sistema constitutivo respecto a uno inducible con el 

objeto de producir proteínas codificadas por plásmidos recombinantes. 

En el caso de la Cadena A, la expresión de la proteína híbri

oa codificada por el plásmido pBR-213 es constitutiva. Por otra parte 

esta proteína es insoluble y no funcional para la célula. Es probable 

que el hecho de producir permanentemente una proteína no funcional genere 

desventaj~s metabÓlicas que promuevan mutaciones en el plásmido y/o el -

cromosoma que a su vez conduzcan a eliminar la capacidad de biosíntesis -

de la proteína quimérica; sin que ello signifique la pérdida total del 

plásmido. 

Las ventajas de una producción constitutiva se reflejan en -

una elevada productividad de la proteína híbrida, relacionada directamente 

con la productividad de biornasa. Sin embargo, para ello, es un requisito 

indispensable conservar la integridad física y funcional del plásmido -

en la población bacteriana. Esto requiere de una cuidadosa selección de 

poblaciones con elevada capacidad de síntesis de proteína híbrida y pre-

cauciones especiales para el almacenamiento de la cepa y en el desarrollo 

de los cultivos. 



El sistema de la cadena B se encuentra en una bacteria que -

requiere inducirse para lograr la expresión de la proteína híbrida codi

ficada por el plásmido pBR-213. En este caso, el sistema solo produce -

la protefoa qui'.rnica insoluble y no funcional, en los cultivos finales 

de producción; lo que puede contribuir a una mayor estabilidad de la in

tegridad física y funcional del plásmido a lo largo del proceso. El sis 

tema puede inducirse facilmente utilizando lactosa como fuente de carbo

no, sin embargo, a diferencia del sistema de la cadena A, la productivi

dad de biomasa es inversamente proporcional a la producción específica -

de proteína híbrida. ·Esto es debido a que en general los niveles de in

ducción son mayores cuando el metabolismo oxidativo se encuentra limita

do. En estas condiciones el rendimiento de biomasa sobre la fuente de -

carbono es entre 2 y 5 veces más bajo respecto a los cultivos en los que 

el oxígeno no es limitante. El hecho de reproducir las condiciones de -

la limitación de oxígeno, constituye un problema, todavía por resolver, 

en el escalamiento del proceso. Si esto se lograra, los bajos rendimie~ 

tos (en biomasa) podrían ser justificados en vista de la elevada estabi

lidad genética de este sistema. 

La elección definitiva de un sistema constitutivo o uno ind]:!_ 

cible para la producción de intermediarios de insulina humana, tendrá -

que ponderar, por un lado, en•el sistema constitutivo, los bajos rendi-

mientos y los problemas de escalamiento, combinados con la elevada estab_!. 

lidad de la expresión del plásmido. Por el otro lado, en el caso consti 

tutivo, lcis altos rendimientos con los riesgos elevados respecto a la e~ 

bilidad de la expresión del plásmido. La decisión muy probablemente ten 

ga que ser tomada en términos económicos. 



Una conclusión importante de este trabajo fue que para ambos 

sistemas (Cadena A y Cadena B), los niveles de expresión de las proteí-

nas hÍbridas dependen en gran parte de la dosis de genes que las codifi

can, presentes en la población bacteriana. Es muy probable que el núme

ro de copias del plásmido en la bacteria tenga variaciones importantes, 

en función de las condiciones de cultivo. Los niveles de expresión·pue

den ser elevados de manera muy sencilla subcultivando poblaciones bacte

rianas en ayuno de aminoácidos. Esto representa ventajas en el desarrollo 

de inóculos y en la expresión final de la proteína hÍbrida. Sin embargo, 

en el caso de la Cadena A, este enriquecimiento, a partir de cieros vale 

res, aparenta incrementar la inestabilidad funcional del pl~smido. 

El escalamiento requiere, entre otras cosas, el desarrollo 

de medios de cultivo que utilizen materias primas industriales, que maxi 

mizen el rendimiento y en los cuales los cultivos aprovechen eficiente-

mente la fuente de carbono y nitrógeno, principalmente. Mediante técni

cas estadísticas de optimización se logró un medio de cultivo, para el -

sistema de cadena A, cuyos componentes principales son la sacarosa indus 

trial como fuente de carbono y la peptona industrial como fuente de ni-

trógeno. Este medio es aprovechado eficientemente por los cultivos de -

~· ~ MX-614 y pBR-213 sin menoscabo de la producción específica de -

proteína híbrida, sin embargo los rendimientos de biomasa utilizando sa

carosa como fuente de carbono constituyen cerca del SO\ de los obtenidos 

cuando se usa glucosa. La decisión final entre una u otra fuente de ca!_ 

bono tendrá que incorpcrar criterios económicos. De cualquier modo, se -

demostró la viabilidad técnica del uso de ambos azúcares. En el caso de 

la caden~ B se desarrolló un medio de cultivo que utiliza lactosa como -



.....: 

fuente de carbono y peptona como fuente de nitrógeno. Con este medio se 

logró, en matraces, igualar y superar los niveles de inducción logrados 

con el inductor gratuito IPTG. Como ya se comentó, los rendimientos de -

biomasa disminuyen al elevar la expresión del sistema inducib.le y es ne-

cesario todavía, establecer los criterios para el escalamiento del proc!!_ 

so, En este caso se deberá evaluar el uso de un reactivo de baja dispo-

nibilidad cómo lo es el IPTG con el fin de elevar la productividad. Por 

otro lado, usando lactosa, la.cual es una materia prima industrial dlsJ?2. 

nible en nuestro medio, la productividad es baja. ~s criterios.finales 

sin duda rcsultar~n de un minucioso estudio de costos. En este trabajo 

se demostró la viabilidad técnica de 'ambas alternativas. 

Otro aspecto importante en la formulación del medio de cult!. 

vo fué el establecimiento de la necesidad de la presión selectiva del ª!!. 

tibiÓtico, el uso de los aminoácidos libres, en vista de las auxotrofías 

de la cepa y la calidad del agua empleada para preparar el medio de cul-

tivo. Se demostró que no es necesario el empleo de ampicilina ya que é:!. 

ta no altera fundamentalmente los patrones de segregación del plásmido -

y solo debe usarse como medida extra de precaución en los pasos inicia--

les del proceso. Por otra parte los requerimientos de aminoácidos son -

satisfechos por la peptona y es posible el uso de agua de la llave para 

la producción de las prote!n~s híbridas. Esto.s hechos tiene importancia 

ya que d~~minuirán el componente de costos de las materias primas en la 

fermentacf~ . 

En la optimización del medio de cultivo, esp~cialmente en el 

caso de la cadena B, se resaltó la limitación que constituyó el no con--



tar con métodos confiables, reproducibles y expeditos para la cuantific!: 

ción directa o indirecta de proteína híbrida. Estos métodos se deberán 

desarrollar con el fin de continuar los estudios y establecer los balan-

ces de materia del proceso de manera definitiva. Esto también será nece 

sario para llevar a cabo, en el escalamiento, el control de calidad del 

proceso así corno su seguimiento. Lo anterior es fundamental para el éxi 

to de un programa de escalamiento. 

Los estudios realizados en este trabajo, dejaron interrogan-

tes de aspectos básicos del proceso, Entre ellos se cuentan: la regul!: 

ción del número de copias del plásrnido_en función de las condiciones de 

cultivo; el origen genético de la capacidad de las cepas para asimilar -

sacarosa corno fuente de carbono; la inestabilidad genética de plásrnidos 

que producen constitutivamente una proteína no funcional respecto a aqu~ 

llos cuya· expresión es inducida; la influencia del metabolismo oxidativo 

en el fenómeno de inducción con lactosa, entre otros. 

Es necesario el desarrollo de criterios de calidad adiciona-

les a los establecidos en el presente trabajo, Entre ellos se pueden --

mencionar; la correlación entre actividad de B-lactarnasa y/o concentra--

ci6n mínima inhibitoria de ampicilina respecto a la dosis de genes y -

sus niveles de expresión de proteína hÍbrida. 

A continuación se listan algunas de las conclusiones partic.!!. 

lares del trabajo experimental desarrollad.o: 



Cadena A 

- El descongelamiento continuo de gliceroles tiene un efecto muy ne

gativo en la viabilidad de la cepa. El uso de gliceroles no se -

recomienda para un período mayor de 6 meses. 

- La proteína híbrida es estable por períodos mayores a tres meses -

meses en células intactas sin necesidad de refrigeración. 

- La cinética de la fermentación en el medio M-9 indica que no exis

te crecimiento diaúxico apreciable y el cultivo alcanza la fase es 

tacionaria en 8 horas. El pH n.o presenta variaciones drásticas, -

disminuyendo en la fase exponencial y aumentando nuevamente en la 

estacionaria. La ampicilina se degrada rápidamente y desaparece -

en menos de 3 horas. La velocidad de crecimiento no esta influen

ci~da apreciablemente por la cantidad inicial del antibiótico. La 

cinética a nivel de fermentadores de 14 lts es muy similar a la ob 

servada en matraces y se ha detectado que el cultivo esta limitado 

por oxígeno en las primeras horas de crecimiento. No existe venta 

ja en usar agua destilada y los requerimientos de aminoácidos adi

cionales. En más de 16 lotes producidos se ha detectado la prese~ 

cía de proteína hÍbrida. 

-Es posible eliminar '1<1 fase lag empleando inóculos al 5\ (v/v)cul

tivados en el mismo medio. 

En 24 horas de cultivo sin presión selectiva, el ~ivel de segrega~ 

tes no es mayor al 1%, adicionando un nivel mínimo de antibiótico 

no se detectan segregantes. 



- En cultivo retroalimentado la segregación del plásmido se detectó 

hasta el octavo sub-cultivo, siendo mayor el porcentaje en ausen

cia de ampicilina en el medio, pero nunca fue superior al 10% en 

esos períodos. 

- El tipo de fuente compleja de nitrógeno no tiene influencia apre

ciable en la producción de proteína híbrida. Sin embargo, es de

terminante que la fuente de nitrógeno sea compleja para lograr 

síntesis elevada de proteína híbrida. 

- El empleo de sacarosa corno fuente de carbono así corno de comp•les:. 

tos Ínorgánicnscomo fuente de nitrógeno disminuyen apreciablemente 

la velocidad de crecimiento. 

- Es posible el uso de peptona industrial y sacarosa en el medio de 

cultivo sin menoscabo de la producción de proteína hÍbidra. 

E,¡iste un fenómeno denominado "segregación diferencial" que cons.!_s 

te en la disminución de la capacidad de producción específica de 

proteína híbrida manteniendo la resistencia a ampicilina, cuando 

el cultivo se somete a numerosos sub-cultivos y con bajas concen-

traciones iniciale& de arnpicilina, posiblemente debido a una dismi 

nución en el número de copias del plásmido en la célula. 

- EI cultivo repetido en ayuno de aminoá~idos de cepas que han dism!. 

nuído su capacidad de sintetizar proteína híbrida permite recupe-

rar la elevad biosíntesis del hÍbrido, probablemente incrementando 

el número de copias del plásmido en la célula. 



- Las adiciones de sacarosa durante el cultivo permiten elevar la -

población bacteriana, sin embargo el crecimiento se detiene por -

una causa ajena al agotamiento de la fuente de carbono. 

- Se cuenta con un medio optimizado a base de componentes industri~ 

les que permite crecer el cultivo a una velocidad cercana a la 

desarrollada en el medio M-9 y se ha detectado la presencia de 

prote!na h!brida en esos cultivos en niveles equivalentes. 

- Se cuenta con una ecuación que describe razonablemente fiel las -

interacciones de los componentes del medio de cultivo en cuanto a 

su velocidad de crecimiento y que pennitirá simular matemáticarnen 

te al sistema. 

Cadena B 

- La ampicilina usada como presión selectiva en los cultivos es de-

gradada rápidamente, al igual que en el sistema de cadena A. se 

recomienda, para el escalamiento, solo emplear el antibiótico como 

medida de seguridad en las fases iniciales del desarrollo de los -

cultivos. 

- Se caracterizó la cinética de dos medios de cultivo, uno de ellos 

con relación C/N baja
0
y el otro con esta relación balanceada para 

crecimiento. Las velocidades de crecimiento as! como la produc--

ción de h!brido fueron mayores en el medio con la relación C/N --

bája. 
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Se logr6 e:<presi6n de proteína híbrida en ambos medios cuando se 

indujo con IPTG en cualquier fase del crecimiento, aunque aparen

temente es mayor cuando se realiza en la fase exponencial tardía. 

- El tiempo de cosecha debe ser de 12 y 30 hrs después de inducir, 

respectivamente en los medios M-L y M-9, en vista de que el pro-

longar más el cultivo no representa ventajas en la producci6n de 

híbrido. 

- La presencia de segregantes en cultivos sin ampicilina es ligera

mente mayor que cuando se usa el antibi6tico, sin embargo en nin

gún caso es mayor al 1.2%. Comparando estos valores con los obt~ 

nidos en el sistema de cadena A, son ligeramente mayores. 

Es posible incrementar la síntesis específica de proteína híbrida 

mediante el cultivo repetido de la bacteria en medio mínimo. Es

t~ situaci6n también se observ6 en el caso de la cadena A. 

- Es posible inducir el sistema con lactosa y melibiosa en concent!_a 

cienes similares a la del IPTG, sin embargo la expresi6n natural

mente es menor. La adición de pulsos de estos galact6sidos incr_!!. 

menta los niveles de expresi6n. 

- La mejor alternativa de inducción con lactosa, resultó ser su uso 

como principal fuente de carbono. 

Aparentemente. el desarrollo de los in6culos es un medio de sacar~ 

sa como Única fuente de carbono representa ventajas en la expre

si6n de híbrido respecto a los crecidos en glucosa: 



- En la optimización del medio de cultivo, las influencias más apr~ 

ciables las presentaron la lactosa y los fosfatos, resaltando la 

importancia de la inducción y control de pH en la fermentación. 

- En el diseño Box-Wilson se obtuvieron resultados que superaron al 

testigo con IPTG en cuanto a expresión de híbrido. 

La producción de proteína híbrida, se favorece cuando existen res 

tricciones al metabolismo oxidativo, resultandoen velocidades es

pecíficas de crecimiento bajas, decrementos en el pH y bajos rendi 

mientes de bianasa respecto a la fuente de carbono. 

Los experimentos en equipo de 2 lts no reprodujeren los resultados 

obtenidos en matraz. La ausencia de limitación de oxígeno puede· -

explicar estos resultados. 

- Se cuenta con un medio optimizado con materias primas industriales 

que permite la inducción del sistema en niveles comparables a los 

obtenidos con IPTG, sin embargo se requieren mayores datos para -

reproducir este fenómeno al cambiar la escala. 
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