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Nomenclatura.          

 

Unidades 

°C Grado(s) Celsius 

atm Atmósfera 

g Gramos 

h Horas 

L Litro 

m Metro 

M Molar 

rpm Revoluciones por minuto 

s Segundos 

 

Abreviaturas 

 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

ADNp ADN plasmídico 

ADP Adenosina difosfato 

ARN Ácido ribonucleico 

ATP Adenosina triofosfato 

CSE Contenido de plásmido superenrrollado 

Ct Ciclo limite 

D.O. Densidad óptica 600 nm  

Est Estacionaría  

Exp I Exponencial temprana 

Exp II Exponencial media 

Exp III Exponencial tardía 

FDA Agencia de drogas y alimentos (E. U. A.) 

HPLC Cromatografía líquida de alta presión 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

PFR Reactor de flujo pistón 

PID proporcional-integral-derivativo 

PTS Sistema de transporte de carbohidrado: 
fosfotransferasa 

RT-PCR PCR en tiempo real 

SDS Dodecil sulfato de sodio 

SED Sistema de escalamiento descendente 

STR Reactor de tanque agitado 

TOD Tensión de oxígeno disuelto 

UV Ultravioleta 

 

Simbología  

 

µ Velocidad especifica de crecimiento (h-1) 

AO Concentración de ácido orgánico (g/L) 

D Diámetro del impulsor (m) 

F Frecuencia (s-1) 

kL Coeficiente de transferencia de oxígeno 
en la interfaz gas-liquido (m s-1) 

kLa Coeficiente volumétrico de transferencia 
de oxígeno (h-1) 

N Velocidad de agitación (rpm) 

Na Número de aireación 

ND Velocidad en la punta del impulsor (m/s) 

P Potencia (Watt) 

PT Presión total (atm) 

Q Capacidad de bombeo (m3/s) 

qADNp Velocidad específica de producción de 
ADNp (g/g*h) 

qAO Velocidad específica de producción de 
ácido orgánico (g/g*h) 

QR Flujo de recirculación (mL/s) 

qS Velocidad específica de consumo de
  sustrato (g/g*h) 

Re Número de Reynolds 

S Concentración de sustrato (g/L) 

t Tiempo de cultivo (h) 

tC Tiempo de circulación (s) 

Tmix Tiempo de mezclado (s) 

tR Tiempo de residencia (s) 

V Volumen (L) 

X Concentración de biomasa (g/L) 

YAO/X Rendimiento ácido orgánico en biomasa 
(g/g) 

YP/X Rendimiento específico producto en 
biomasa (mg/g) 

YX/S Rendimiento biomasa en sustrato (g/g) 

vvm Flujo volumétrico de gas por volumen de 
medio (L/L*min) 
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RESUMEN 

Para satisfacer la creciente demanda de productos biotecnológicos es necesario la 

implementación de procesos a gran escala, en donde la presencia de heterogeneidades 

ambientales es prácticamente inevitable. Debido a lo anterior, antes de escalar un proceso 

es necesario evaluar el impacto de dichas heterogeneidades en el rendimiento del cultivo. 

Anteriormente han sido ampliamente estudiadas las heterogeneidades causadas por 

gradientes en la concentración de sustrato y gradientes de gases disueltos; sin embargo, los 

gradientes de pH han sido poco estudiados, aún cuando la presencia de este tipo de 

gradientes está implícita en cualquier bioproceso a gran escala. Lo anterior se debe a que 

es necesaria la adición de soluciones concentradas de ácido o álcali para controlar el pH en 

un valor deseado. En el presente estudio se evaluó el efecto de condiciones constantes y 

oscilatorias de pH sobre parámetros cinéticos, estequiometricos, y niveles transcripcionales 

de genes relacionados al estrés por pH y a la síntesis de nucleótidos, en una cepa de E. coli 

productora de ADN plasmídico (ADNp). Con la finalidad de contar con controles 

experimentales en presencia y en ausencia de gradientes de pH, se realizaron cultivos a pH 

constante de 7.2 y 8.0 unidades, respectivamente. Durante los cultivos a pH 8.0 se observó 

un ligero incremento, tanto en el rendimiento específico como volumétrico de ADNp, en 

comparación a los cultivos a pH 7.2 (10 y 19 %, respectivamente); sin embargo, la exposición 

a pH 8.0 provocó una disminución en la velocidad específica de crecimiento, que pasó de 

ser de 0.39 h-1 a pH 7.2, a 0.25 h-1 a pH 8.0. De igual forma, la concentración celular se vio 

afectada, disminuyendo un 28 % con respecto a pH 7.2. Se observó además un incremento 

importante en la síntesis de ácidos orgánicos a pH 8.0. Por último, los niveles relativos de 

transcripción de genes relacionados al estrés por pH (cyoA, tnaA, cysK, nhaA y rpoS) se 

vieron incrementados con respecto al control a pH 7.2 (excepto gadA, astD y torr). También 

se evaluaron dos genes relacionados con la síntesis de nucleótidos, nrdR y purR, que son 

reguladores transcripcionales de carácter negativo de distintas enzimas involucradas en la 

síntesis de nucleótidos. Para estos últimos dos genes, los niveles transcripcionales también 

se vieron incrementados, en especial el aumento para purR, que fue 10.3 veces más en 

comparación con pH 7.2 (en la fase estacionaría del cultivo). La exposición oscilatoria a 
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gradientes de pH se logró utilizando un sistema de cultivo de dos compartimentos, uno de 

5 L (STR 1) que representa la zona bien mezclada y uno de 0.25 L (STR 2) que simula la zona 

de adición de álcali. Con ayuda de una bomba peristáltica se recirculó el medio entre ambos 

compartimentos a diferentes flujos con la intención de mantener distintos tiempos de 

residencia en reactor que simula la zona de adición. A medida que se incrementó el tiempo 

de residencia, también lo hizo la magnitud de los gradientes de pH simulados. Dentro de los 

efectos observados a condiciones oscilatorias de pH destacaron tanto un decremento en el 

rendimiento específico como volumétrico de ADNp, a medida que se incrementó el tiempo 

de residencia en la zona de adición (18 y 39 %, respectivamente a un tiempo de residencia 

en STR 2 de 240 s). La síntesis de ácidos orgánicos durante la exposición oscilatoria a 

gradientes de pH fue mayor que la observada durante cultivos a pH 8.0. Es importante 

destacar que el crecimiento celular se mantuvo sin cambios importantes en tiempos de 

residencia de 60, 120 y 180 s y sólo a 240 s la velocidad de crecimiento se vio disminuida en 

un 10% con respecto a cultivos control a pH 7.2. La fracción súper enrrollada del plásmido 

se mantuvo entre el 80 y 88% para las distintas condiciones experimentales. Aunque los 

genes involucrados en el estrés por pH como en la síntesis de nucleótidos mostraron 

cambios con respecto a cultivos a pH 7.2, estos fueron menores que los observados a pH 

8.0. 

El presente trabajo representa el primer estudio en el que se evalúa el efecto de pH en E. 

coli. Asimismo, la información sobre la expresión relativa de los genes evaluados servirá 

para un mejor entendimiento a nivel molecular del efecto, tanto de la presencia constante 

como oscilatoria, del estrés por pH. Los resultados aquí reportados pueden ser de utilidad 

para establecer condiciones racionales de escalamiento y sistemas mejorados de control de 

pH en cultivos a escala comercial de E. coli. 

  



VII 
 

Índice general 

 

1 INTRODUCCIÓN .......................................................................................................................... 1 

1.1 Antecedentes ...................................................................................................................... 2 

1.1.2 Retos del bioproceso .................................................................................................. 4 

1.1.3 Heterogeneidades ambientales ................................................................................. 5 

1.1.4 Escalamiento descendente basado en el análisis de régimen .................................. 7 

1.1.5 Análisis de régimen basado en tiempos característicos............................................ 8 

1.1.6 Gradientes de pH ...................................................................................................... 10 

1.1.7 Respuesta de E. coli bajo estrés alcalino ................................................................. 14 

1.1.8 Efecto del pH en la producción de ADN plasmídico ................................................ 16 

2. HIPÓTESIS .................................................................................................................................. 17 

3.1 Objetivo general ............................................................................................................... 17 

3.2 Objetivos específicos ........................................................................................................ 17 

4. METODOLOGÍA ......................................................................................................................... 18 

4.1 Características de la cepa y el plásmido modelo ............................................................. 18 

4.1.1 Cepa ........................................................................................................................... 18 

4.1.2 Plásmido .................................................................................................................... 18 

4.2 Medio de Cultivo. ............................................................................................................. 19 

4.3.1 Cultivos a pH constante ............................................................................................ 20 

4.3.2 Sistema de escalamiento descendente de pH ......................................................... 21 

4.4 Metodos analíticos para el seguimiento del cultivo ....................................................... 24 

4.4.1 Determinación de biomasa. ..................................................................................... 24 

4.4.2  Cuantificación de glucosa ......................................................................................... 26 

4.4.3 Determinación de ácidos orgánicos ......................................................................... 26 

4.4.4 Extracción y cuantificación de ADN plasmídico ....................................................... 28 

4.4.5 Análisis densitométrico en geles de agarosa ........................................................... 28 

4.5 Análisis transcripcional ..................................................................................................... 29 

4.5.1 Extracción de ARN total en cultivos ......................................................................... 29 

4.5.2 RT-PCR cuantitativa .................................................................................................. 29 

4.6.1 Cálculos cinéticos y estequimétricos ....................................................................... 31 

4.6.2 Cálculo de niveles de transcripción relativos .......................................................... 32 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN ....................................................................................................... 36 



VIII 
 

5.1 Cultivos a pH constante .................................................................................................... 36 

5.1.2 Efecto del pH sobre la cinética del cultivo y la producción de ADNp ..................... 36 

5.1.2 Efecto del pH sobre la producción de subproductos metabólicos .......................... 41 

5.1.3 Efecto de cultivos a pH 8 sobre las respuestas transcripcionales  de genes de interés
 ………………………………………………………………………………………………………………………………44 

5.2 Simulación de gradientes utilizando la metodología de escalamiento descendente .... 47 

5.2.2 Efecto de los gradientes de pH en la producción de subproductos metabólicos ... 53 

5.2.3 Efecto de los gradientes de pH en las respuestas transcripcionales de genes de 
interés…………………………………………………………………………………………………………………..57 

6 INTEGRACIÓN DE RESULTADOS ............................................................................................... 64 

7 CONCLUSIONES ......................................................................................................................... 68 

8 PERSPECTIVAS ........................................................................................................................... 70 

9       APÉNDICES ................................................................................................................................ 72 

Apéndice A1. Cineticas de cultivo utilizando el sistema de escalamiento descendente a diferentes 
tiempos de residencia en STR2. .................................................................................................... 72 

Apéndice A2. Cinéticas de cultivo utilizando el sistema de escalamiento descendente a diferentes 
tiempos de residencia en STR2. .................................................................................................... 73 

Apéndice A3. Niveles de transcripción de genes de interés de E. coli en diferentes condiciones 
experimentales. ............................................................................................................................. 74 

10 BIBLIOGRAFÍA ....................................................................................................................... 76 

 

  



IX 
 

Índice de figuras 

Figura 1. Procedimiento de escalamiento descendente.  ................................................................... 8 

Figura 2. Tiempos característicos de procesos celulares y ambientales.  ........................................... 9 

Figura 3. Sistemas de cultivo utilizados para realizar estudios de escalamiento descendente de pH.

 ........................................................................................................................................................... 11 

Figura 4. Reacciones del catabolismo de aminoácidos estimuladas por pH alcalino. ...................... 15 

Figura 5. Efecto del pH en la producción de ADNp. Adaptado de Ongkudon et al., 2011. ............... 16 

Figura 6. Mapa simplificado del plásmido pHN. ............................................................................... 19 

Figura 7. Sistema de cultivo en modo lote utilizado para cultivos a pH constante. ......................... 21 

Figura 8. Sistema de cultivo utilizado en los experimentos de cambios oscilatorios de pH. ............. 24 

Figura 9. Correlación entre la concentración de biomasa medida como peso seco y la D.O. a 600 

nm. .................................................................................................................................................... 25 

Figura 10. Cromatograma típico de estándares de ácidos orgánicos............................................... 27 

Figura 11. Curvas tipo para la cuantificación de ácidos orgánicos. .................................................. 27 

Figura 12. Perfiles de amplificación de genes de referencia.. ........................................................... 30 

Figura 13. Curvas de calibración de genes utilizados para qRT-PCR. ............................................... 34 

Figura 14. Cinética de cultivo a pH 7.2. ............................................................................................. 38 

Figura 15. Cinética de cultivo a pH 8.0. ............................................................................................. 39 

Figura 16. Cinéticas de producción de ácidos orgánicos................................................................... 41 

 Figura 17. Producción de ácidos orgánicos.. .................................................................................... 42 

Figura 18: Niveles de transcripción de genes de interés de E. coli a pH 8 en diferentes fases del 

cultivo. ............................................................................................................................................... 45 

Figura 19. Diferencia de pH entre los dos compartimentos del sistema de escalamiento 

descendente a diferentes tiempos de residencia en STR 2.. .............................................................. 49 

Figura 20. Cinética con simulación de gradientes de pH con un tiempo de residencia en STR2 de 60 

s (QR=4.16mL/s).. ............................................................................................................................... 50 

Figura 21.  Producción de ADNp a distintos tiempo de residencia en STR2. ..................................... 52 

Figura 22. Concentración máxima de ácidos orgánicos en distintas condiciones experimentales.. . 54 

Figura 23. Producción de ácidos orgánicos en distintas condiciones experimentales. ..................... 55 

Figura 24. Análisis transcripcional de transportadores en condiciones oscilatorias de pH. ............. 58 

file:///C:/Users/Tonatiuh/Google%20Drive/Tesis/TESIS%20jurado/Tesis%20Ver-2.6.docx%23_Toc404778314
file:///C:/Users/Tonatiuh/Google%20Drive/Tesis/TESIS%20jurado/Tesis%20Ver-2.6.docx%23_Toc404778317
file:///C:/Users/Tonatiuh/Google%20Drive/Tesis/TESIS%20jurado/Tesis%20Ver-2.6.docx%23_Toc404778323


X 
 

Figura 25. Análisis transcripcional de genes del catabolismo de aminoácidos de E. coli expuesta a 

condiciones fluctuantes de pH. .......................................................................................................... 59 

Figura 26. Análisis transcripcional de reguladores transcripcionales de E. coli expuesta a 

condiciones fluctuantes de pH. .......................................................................................................... 62 

Figura 27. Efecto de la exposición a condiciones constantes y oscilatorias de pH.. ......................... 67 

 

Índice de tablas 

 

Tabla 1. Interdependencia de los parámetros de escalamiento ascendente. Adaptado de Oldshue, 

1966. .................................................................................................................................................... 5 

Tabla 2. Tiempos de mezclado reportados en biorreactores. Adapatado de Lara et al., 2006. ......... 7 

Tabla 3. Medio PD modificado………………………………………………………………………………………………….....20             

Tabla 4. Elementos traza 250 X…………………………………………………………………………………………………….20 

Tabla 5. Correlaciones para la cuantificación de ácidos orgánicos. ................................................. 28 

Tabla 6. Secuencias de oligonucleótidos utilizados para los estudios de nivel relativo de transcripción 

por qRT-PCR. ...................................................................................................................................... 30 

Tabla 7. Secuencias de oligonucleótidos utilizados para los estudios de nivel relativo de transcripción 

por qRT-PCR (continuación). ............................................................................................................. 31 

Tabla 8. Correlación de curvas de calibración de genes utilizados para qRT-PCR. ........................... 34 

Tabla 9. Parámetros cinéticos y estequiométricos de cultivos a pH constante. ............................... 37 

Tabla 10. Concentración máxima de ácidos orgánicos en cultivos a pH constante. ........................ 42 

Tabla 11. Resultados obtenidos en las diferentes condiciones experimentales ............................... 49 

 



1 
 

1 INTRODUCCIÓN  
 

En las últimas décadas, el uso de ADN plasmídico (ADNp) en tratamientos de terapia génica y 

vacunación ha cobrado un gran interés, tal y como se evidencia por el incremento de tratamientos 

basados en ADNp que se encuentran en ensayos clínicos. Los vectores de ADNp ofrecen una serie 

de ventajas con respecto a tratamientos basados en virus atenuados y proteínas recombinantes 

como son: ausencia de respuesta inmune especifica al ADNp (Robinson, 2000), menor riesgo de 

infección secundaria (Kutzler y Weiner, 2008), fácil administración (Luo y Saltzman, 2000; Lian y 

Ho, 2001), formulaciones sencillas y ventajas productivas frente a otro tipo de vectores como los 

virales, tal y como lo detalla Lara y Ramirez en el 2012, y, Prather y colaboradores en el 2003.   

Actualmente existen 4 vacunas en el mercado para uso veterinario basadas en ADNp (Listner et 

al., 2006), pero se espera que en las próximas décadas el número se incremente y, por 

consiguiente, se incremente también la demanda por este tipo de productos. Una de las 

desventajas de los tratamientos basados en ADNp es la necesidad de dosis relativamente 

elevadas (del orden de miligramos) (Leitner et al., 1999), por lo que se requieren procesos a gran 

escala que permitan satisfacer la demanda por este tipo productos. 

El principal problema que surge en un biorreactor con el cambio de escala es un mezclado cada 

vez más deficiente a medida que se incrementa el volumen del proceso, favoreciendo la presencia 

de heterogeneidades ambientales que se manifiestan como gradientes espaciales en variables 

fisicoquímicas (v.gr. gases disueltos, sustrato, temperatura, pH, biomasa, etc.). De tal forma, las 

células en el interior del biorreactor experimentarán cambios ambientales de forma oscilatoria, 

lo cual en ocaciones representa una situación de estrés para la célula y provocar cambios en su 

fisiología que favorezcan la presencia de metabolitos indeseados, pérdida de viabilidad, bajos 

rendimientos e incluso puede afectar la calidad del producto (Lara et al., 2006). 

La presencia y el efecto de las heterogeneidades ambientales han sido ampliamente estudiadas 

para distintos parámetros del cultivo como son: la concentración de sustrato (Neubauer et al., 

1995; Bylund et al., 1999) y oxígeno disuelto (Sandoval-Basurto et al., 2005; Lara et al., 2006) y, 

en menor medida, la concentración de dióxido de carbono disuelto (Serrato en el 2009) y la 

temperatura (Caspeta et al., 2009; Jaén et al., 2013). Sin embargo, las heterogeneidades causadas 
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por gradientes de pH han sido poco estudiadas, aún cuando el control de ésta variable es crítico 

para lograr un cultivo exitoso (Ongkudon et al., 2011).  

En este estudio se evaluó el efecto de los gradientes de pH en la producción de ADNp por una 

cepa de E. coli recombinante VH33 Δ(recA, deoR), así como el efecto en su metabolismo y las 

respuestas transcripcionales de genes relacionados al estrés por pH alcalino. 

 

1.1 Antecedentes 

 

1.1.1 Producción de ADN plasmídico y su importancia como agente terapéutico  

 

Los plásmidos son elementos genéticos extracromosomales cuya replicación es independiente 

del ADN cromosómico del huésped, además, tienen la capacidad de autoreplicarse de forma 

controlada con ayuda de factores codificados en el ADN cromosómico del huésped y de forma 

coordinada con la división celular (Lara et al., 2012).  

El uso de ADNp tiene una gran aplicación en sistemas de expresión de proteínas recombinantes, 

como vectores de clonación e incluso en tratamientos de terapia génica y vacunación. El ADNp 

utilizado para fines terapéuticos debe de contar con elementos para su replicación y selección en 

hospederos bacterianos, así como para la expresión del gen terapéutico en las células eucariotas 

blanco (Lara et al., 2012). 

Hoy en día la producción de vectores para terapia génica y vacunación basados en ADNp está 

tomando una gran importancia, debido a las ventajas que ofrecen este tipo de tratamientos, 

como son: : ausencia de respuesta inmune especifica al ADNp (Robinson, 2000), menor riesgo de 

infección secundaria (Kutzler y Weiner, 2008), fácil administración (Luo y Saltzman, 2000; Lian y 

Ho, 2001), formulaciones sencillas y ventajas productivas frente a otro tipo de vectores como los 

virales, tal y como lo detalla Lara y Ramirez en el 2012, y, Prather y colaboradores en el. Por 

ejemplo, la producción de vectores virales requiere de cultivos de células eucariotas cuyos costos 

son elevados en comparación con los sistemas de producción de células procariotas utilizados en 

la producción de ADNp. La importancia del uso del ADNp como vector terapéutico se evidencia 

en el creciente número de tratamientos de terapia génica y vacunación basados en ADNp que se 
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encuentran en ensayos clínicos, el cual se ha incrementado en la última década de forma 

importante: de ser apenas 17 en 1995 a los actuales 468 productos que se encuentran en distintas 

fases de ensayos clínicos, lo que representa un 24 % del total de los vectores utilizados en ensayos 

clínicos (Datos obtenidos de Gene Therapy Clinical Trials Worldwide, 2014. 

www.abedia.com/wiley/).  

Actualmente, en el mercado, existen 4 vacunas basadas en ADNp, cuyos blancos son: el virus del 

Nilo, el virus de necrosis infecciosa hematopoyética, la hormona liberadora de la hormona del 

crecimiento y el melanoma, para el tratamiento de caballos, salmoes, ganado en general y 

caninos, respectivamente (Listner et al., 2006). 

Dentro de los parámetros de calidad que deben cumplir este tipo de vectores para su uso en 

tratamientos de vacunación y terapia génica, destaca el aspecto topológico. El ADNp se puede 

encontrar en distintas isoformas como son: lineal, relajada, superenrrollada, multímetros y 

agregados (Schleef y Blaesen, 2009). La FDA establece que la fracción de ADNp superenrrollado 

debe ser mayor al 80% del total de las isoformas encontradas (U.S. Food and Drug Administration, 

2014. www.fda.gov/biologicsbloodvaccines/guidancecomplianceregulatoryinformation/guidanc 

es/vaccines/ucm074770.htm). Lo anterior obedece a que la isoforma superenrrollada difunde 

con mayor rapidez al interior de las células, lo que mejora considerablemente la capacidad de 

transfección. Al ser la única isoforma que se encuentra intacta, se asegura la correcta expresión 

del gen terapéutico (Schleef y Blaesen, 2009; Cherng et al., 1999). Es También menos susceptible 

a la degradación por esfuerzos de corte y endonucleasas, lo que confiere mayor estabilidad. 

Además, el riesgo de integración cromosomal es menor, por lo que mejora su seguridad  (Schleef 

y Blaesen, 2009; Gonin y Gaillard, 2004; Walther et al., 2006). 

Actualmente, se emplean cepas de E. coli para la producción de ADNp, debido a que este 

microorganismo requiere elementos simples para su cultivo, su desempeño usualmente es 

robusto, existen herramientas de ingeniería genética bien establecidas, así como una amplia 

experiencia en procesos a escala industrial. Distintas cepas de E. coli son utilizadas para este fin; 

sin embargo, una de las más comúnmente usada es la DH5α (Mairhofer y Lara, 2014; Jaén, 2013; 

Lara et al., 2012). Otras cepas de E. coli utilizadas para la producción de ADNp son las siguientes: 

la ABLE K, BL21 DE3, DH10β, SURE, TURBO, XL1 Blue, XL10 Gold y W3110. En un estudio realizado 

por Yau y colaboradores en el 2008, éstas y otras cepas fueron analizadas para comparar la 
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producción de ADNp y el porcentaje de superenrrollamiento. Los autores concluyeron que no es 

posible establecer una correlación directa entre el genotipo de las cepas estudiadas, el 

rendimiento y el superenrrollamiento del ADNp producido.  

 

1.1.2 Retos del bioproceso  
 

La creciente demanda de productos biotecnológicos crea la necesidad de implementar procesos 

a gran escala que permitan altos rendimientos, para ello la etapa de desarrollo que se realiza a 

nivel laboratorio debe contemplar aspectos que permitan su posterior escalamiento con el fin de 

proporcionar las condiciones ambientales necesarias para lograr mantener un adecuado 

funcionamiento por parte de las células. Esto permitirá que la calidad y rendimiento del producto 

se mantengan constantes, tanto a nivel laboratorio como a nivel industrial. 

Para lograr un cambio de escala exitoso es necesario utilizar un criterio de escalamiento. Los 

criterios de escalamiento más usados son parámetros físicos relacionados con las variables de 

operación. En la revisión realizada por Belmar (1984) respecto a criterios de escalamiento de 

fermentaciones en la literatura científica, destacan cuatro criterios: el coeficiente volumétrico de 

transferencia de oxígeno (kLa), la potencia volumétrica (P/V), la velocidad de la punta del impulsor 

(ND) y el tiempo de mezclado (Tm). Idealmente, todas las variables de operación deberían de 

mantenerse idénticas entre varias escalas, esto aseguraría el mismo comportamiento en las 

distintas escalas. Sin embargo, sólo es posible mantener un parámetro constante en el 

escalamiento ascendente, por lo que es de esperarse que los procesos a escala laboratorio se 

comporten diferente a los de escala industrial.  

En la Tabla 1 se muestra lo que sucede con las variables de operación al escalar un cultivo de 80 

L a 10,000 L (factor de 5 en la geometría), fijando un determinado criterio de escalamiento 

(Oldshue, 1966). Puede observarse que al fijar una variable de operación, las otras se ven 

modificadas de forma importante. Esta alteración en las variables de operación puede afectar el 

grado de homogeneidad del sistema, favoreciendo la presencia de gradientes espaciales en 

variables fisicoquímicas. Por ejemplo, al tomar como criterio de escalamiento la potencia 

volumétrica (P/V), que es uno de los criterios más utilizados, el tiempo de circulación se 

incrementa 3 veces, lo mismo sucede al tomar como criterio de escalamiento la velocidad en la 
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punta del impulsor (ND) y el número de Reynolds (Re), donde el incremento en el tiempo de 

circulación (TR) es de 5 y 25 veces, respectivamente. Si se quisiera mantener el tiempo de 

circulación constante en ambas escalas, es necesario incrementar la potencia volumétrica 25 

veces, lo cual resulta impráctico. 

Como vemos, el cambio de escala involucra un decremento en el grado de homogeneidad del 

sistema, lo cual se debe a las limitaciones prácticas y tecnológicas en la aplicación de potencia 

para mejorar el mezclado, es por esto, que es muy probable la presencia de heterogeneidades 

ambientales en los sistemas industriales. 

Tabla 1. Interdependencia de los parámetros de escalamiento ascendente. Adaptado de Oldshue, 1966. 

Parámetro Nomenclatura 
Fermentador 

pequeño (80L) 

Fermentador de producción 
(10000 L) 

P/V N ND Re 

Potencia P 1.0 125 3125 25 0.2 

Potencia volumétrica P/V 1.0 1.0 25 0.2 0.0016 

Velocidad del impulsor N 1.0 0.34 1.0 0.2 0.04 

Diámetro del impulsor D 1.0 5.0 5.0 5.0 5.0 

Capacidad de bombeo Q 1.0 42.5 125 25 5.0 

Tiempo de circulación V/Q, tc 1.0 2.94 1.0 5.0 25 

Velocidad en la punta 
del impulsor 

ND 1.0 1.7 5.0 1.0 0.2 

Número de Reynolds Re 1.0 8.5 25.0 5.0 1.0 

 

1.1.3 Heterogeneidades ambientales  
 

Las heterogeneidades ambientales se manifiestan en forma de gradientes espaciales en los 

principales parámetros del cultivo como son: la concentración de sustrato, la concentración 

celular, temperatura, gases disueltos, la velocidad de cizallamiento y el pH. Los principales 

factores que favorecen la presencia de heterogeneidades son: grandes volúmenes de operación, 

altas concentraciones celulares, la velocidad de agitación y la configuración y modo de operación 
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del sistema de cultivo. Una forma en que se puede predecir la presencia de heterogeneidades es 

mediante el tiempo de mezclado (tiempo requerido para alcanzar la homogeneidad luego de la 

inyección de un pulso de trazador). Si éste se encuentra en el mismo orden de magnitud que el 

tiempo de reacción (tiempo característico de una reacción limitante del microorganismo 

cultivado), es probable que encontremos la presencia de gradientes en uno o más parámetros del 

cultivo (Oosterhuis et al., 1985; Sweere et al., 1987; Shuler y Kargi, 1992; Lara et al., 2006). 

En la Tabla 2 se puede apreciar que aquellos cultivos con una configuración airlift o de columna 

de burbujas, presentan un tiempo de mezclado considerablemente mayor que los cultivos con 

una configuración de tanque agitado (STR por sus siglas en inglés). También se puede apreciar 

que los tiempos de mezclado se incrementan en reactores con una misma configuración en 

función del volumen del cultivo. Un incremento en el tiempo de mezclado, puede afectar 

negativamente el rendimiento del cultivo, al favorecer la presencia de gradientes en distintas 

variables del proceso (Lara et al., 2006). Es por ello que se han realizado diversos estudios para 

investigar el efecto que puede tener la presencia de gradientes. La mayoría de estos estudios se 

enfocan en la presencia de gradientes de sustrato y oxígeno disuelto, y en menor medida en 

dióxido de carbono y temperatura (Lara et al., 2006; Amanullah y Buckland, 2004). Sin embargo, 

en la búsqueda bibliogrfica, se encontraron solo 4 trabajos, dedicados específicamente al estudio 

de gradientes de pH (Miller et al., 1988; Osman et al., 2002; Amanullah et al 2001; Wallenius et 

al., 2011). De forma general, como consecuencia de la presencia de gradientes de pH, se ha 

observado disminución en la viabilidad celular (Miller et al., 1988; Osman et al., 2002), 

acumulación de metabolitos de fermentación (Amanullah et al., 2001) y en algunos casos 

disminución en la concentración del producto de interés (Amanullah et al., 2001; Miller et al., 

1988) y respuestas a nivel transcripcional (Wallenius et al., 2011). En el presente trabajo se tomó 

como objeto de estudio las heterogeneidades causadas por gradientes de pH alcalinos en el 

proceso de producción de ADNp.  
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Tabla 2. Tiempos de mezclado reportados en biorreactores. Adapatado de Lara et al., 2006. 

Tipo de reactor Línea celular 
Tiempo de mezclado 

(s) 

Cultivo celular   

5-L STR CHO 2-5 

8.5-L STR Células vegetales 3.6 

11-L STR cinta helicoidal Células vegetales 18-25 

20-L STR CHO 20-80 

8 m3 STR Células Namalwa 40-200 

10 m3 STRa Células vegetales 20-200 

12 m3 STR Células de mamífero 120-360 

10-L STR con filtro rotatorio de hoja angulada, 20 rpm CHO 120 

250-L STR con filtro rotatorio e impulsor de hoja angulada, 20 rpm CHO 120 

250-L Con filtro rotatorio e impulsor de hoja angulada, 80 rpm CHO 1620 

1 m3 Con filtro rotatorio de hoja angulada/ mezclado a través del 

filtro rotatorio. 
CHO 3120 

15-L Columna de burbjas Raíces vegetales 2400 

10 m3   Tipo “airlift” Células vegetales 200-1000 

Cultivo microbiano   

12 m3  STR equipado con 3 impulsores tipo Rushton Microorganismos 10-50 

12 m3  STR equipado con 3 impulsores tipo Scaba Microorganismos 10-30 

30 m3  STR equipado con 3 impulsores tipo Rushton Microorganismos 125-250 

30 m3  STR equipado con 3 impulsores tipo Scaba Microorganismos 70-110 

2 m3 Columna de burbujas Microorganismos 18 

2 m3 Tipo airlift Microorganismos 80 

4 m3 Tipo airlift tower loop Levadura de pan 100-175 

40 m3 Columna de burbujas Microorganismos 80 

40 m3 Airlift Microorganismos 101 

150 m3 Columna de burbujas Levadura de pan 10-1000 

 

1.1.4 Escalamiento descendente basado en el análisis de régimen 
 

Una estrategia para llevar un proceso a escala industrial, es establecer las condiciones que las 

células pueden experimentar en cultivos a gran escala y entonces tratar de reproducir a escala 
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laboratorio esas condiciones de cultivo (Larsson et al., 1993; Palomares et al., 2000). Este proceso 

es conocido como escalamiento descendente.  El escalamiento descendente basado en el análisis 

de régimen se compone de 4 pasos principales esquematizados en la Figura 1 (Sweere et al., 

1987):  

i) Análisis de régimen: este es un análisis del proceso a escala productiva, con el que se 

identifican mecanismos limitantes que después serán investigados a nivel laboratorio. 

El análisis de régimen puede hacerse mediante una comparación de tiempos 

característicos. 

ii) Simulación: se deben diseñar sistemas de cultivo a nivel labooratorio que sean capaces 

de reproducir las condiciones esperadas a escala industrial. 

iii) Optimización del modelo: en esta etapa se proponen los cambios necesarios para 

mejorar el sistema cultivo, como pueden ser cambios en la línea celular, composición 

del medio de cultivo, condiciones de operación o ajustes del biorreactor. 

iv) Aplicación: el conocimiento generado en los pasos anteriores es trasladado a escala 

industrial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.5 Análisis de régimen basado en tiempos característicos  
 

El análisis de régimen experimental se debe apoyar en el análisis de régimen teórico. Este último 

se subdivide en dos: análisis de régimen basado en parámetros característicos  y en parámetros 

de sensibilidad (Sweere et al., 1987). Para efectos del presente estudio sólo se abordará el análisis 

de régimen basado en parámetros característicos, específicamente, el tiempo. 

Análisis de régimen 

Simulación Optimización del 
modelo 

Aplicación 

Escala de producción 

Escala laboratorio 

Figura 1. Procedimiento de escalamiento descendente. Adaptado de Sweere et al., 1987. 
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El tiempo característico, es una medición de la rapidez de un mecanismo y se puede considerar 

como el tiempo necesario para que un mecanismo genere un cambio detectable en el sistema 

(Sweere et al., 1987; Frandsen et al., 1993). Un tiempo característico corto significa un mecanismo 

rápido; un valor alto significa un mecanismo lento. Para poder determinar el tiempo característico 

es necesario contar con la siguiente información: la configuración del biorreactor, los modelos 

tecnológicos (modelos que describan el mezclado, calentamiento y la transferencia de materia), 

y el modelo microbiológico (un modelo que describa la relación entre la velocidad de producción 

y la velocidad de crecimiento y concentración de sustrato) (Feijen y Homeester, 1991).  

El análisis de régimen basado en tiempos característicos se realiza comparando los tiempos 

característicos de diferentes subprocesos, de tal forma que si los tiempos característicos de 

mecanismos intracelulares se encuentran en el mismo orden de magnitud que aquellos  de 

cambios en el microambiente extracelular (tal como el mezclado y la transferencia de materia), 

entonces es posible que ambos subprocesos interactúen modificando el comportamiento celular 

al ocasionar cambios en la fisiología del microrganismo (Johnstone y Thring, 1957; Sweere et al., 

1987; Luyben, 1993; Palomares et al., 2000). En la figura 2 se muestran las magnitudes relativas 

de algunos procesos celulares y ambientales. 

 

Figura 2. Tiempos característicos de procesos celulares y ambientales. Adaptado de Palomares et al., 
2000. 
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1.1.6 Gradientes de pH 
 

Los gradientes de pH en un biorreactor ocurren comúnmente por la necesidad de adicionar 

soluciones concentradas de ácido o álcali en una zona de la superficie liquida del biorreactor con 

el fin de controlar el pH en un valor deseado (Amanullah et al., 2001). Esto da como resultado una 

diferencia de pH entre la zona de alimentación y el resto del líquido, la cual puede ser tal que en 

la zona de alimentación se alcancen valores extremos de pH, que pueden modificar el pH 

intracelular y afectar funciones celulares como el transporte de glucosa, la proporción ATP/ADP 

y la actividad de ciertas enzimas (Borys et al., 1993). Se ha demostrado mediante modelos 

estructurados (Reuss et al., 1994) y evidencias experimentales (Langheinrich et al., 1999; Ozturk  

1996) la presencia de gradientes de pH en biorreactores de escala industrial, donde se observan 

diferencias de pH entre la zona de adición de álcali y el resto del líquido, que van de 0.2 hasta 5 

unidades. A pesar de estas evidencias y el efecto que podría tener la presencia de valores 

extremos de pH en el rendimiento del cultivo y la fisiología celular, existen solo 4 trabajos, 

dedicados específicamente al estudio de gradientes de pH (Miller et al., 1988; Osman et al., 2002; 

Amanullah et al 2001; Wallenius et al., 2011). Sin embargo, es importante resaltar que ninguno 

de estos trabajos toma como modelo de estudio a E. coli. A continuación se hace una breve 

revisión de trabajos que se han enfocado en estudiar el efecto que puede tener la presencia de 

gradientes de pH en un sistema de cultivo.  

Se han utilizado diferentes sistemas de escalamiento descendente (SED) para estudiar el efecto 

de los gradientes de pH, como son sistemas de un solo compartimento utilizando un biorreactor 

de tanque agitado (Miller et al., 1988) y sistemas de doble compartimento utilizando una 

combinación de bioreactores STR-PFR (Amanullah et al 2001; Wallenius et al., 2011) y STR-STR 

(Osman et al., 2002) en donde se juega con las proporciones de volúmenes y los flujos de 

recirculación de un compartimento a otro, con el fin de simular la hidrodinámica y tiempos de 

circulación de bioreactores de distintas escalas. También se han implementado dos diferentes 

modos de operación que son cultivos continuos (Miler et al., 1988; Wallenius et al., 2011) y en 

lote (Amanullah et al., 2001; Osman et al., 2002).  
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Figura 3. Sistemas de cultivo utilizados para realizar estudios de escalamiento descendente de pH. Panel 
A: configuración de los sistemas de cultivo utilizados. Panel B: estrategias utilizadas para simular los 
gradientes de pH 

Dentro de los sistemas de escalamiento descendente de dos compartimentos se han utilizado dos 

estrategias para simular los gradientes de pH. La primera consiste en mantener una diferencia de 

pH entre los dos compartimentos. Esto se logra adicionando álcali y posteriormente una cantidad 

equimolar de ácido para lograr la neutralización (Figura 3 B-i y B-ii). Lo anterior se puede hacer 

de forma continua (Wallenius et al., 2011) o por pulsos (Osman et al., 2001). Es necesario destacar 

que esta estrategia, debido a las reacciones de neutralización, genera una acumulación de sales 

que puede afectar la viabilidad celular debido a un incremento en la osmolaridad. 

Consecuentemente, los gradientes que se simulan con esta estrategia suelen ser pequeños (una 

fracción de unidad de pH) o sólo se realizan durante una fracción del tiempo total del cultivo. La 

segunda estrategia, utilizada por Amanullah y colaboradores (2001), consistió en separar la zona  

bien mezclada (zona de los impulsores) y la zona adición; esta última, se confina en un 

compartimento pequeño, en donde se adiciona la solución concentrada de álcali en función a un 

punto de monitoreo de pH que se encuentra en la zona bien mezclada (Figura 3 A-ii). De esta  

forma se logra generar gradientes de pH sin un incremento lineal en la osmolaridad como sucede 

A B 

i) 

ii) 

iii) 

i) ii) 

Gradiente continúo 

Gradiente por pulsos 
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con las otras estrategias utilizadas por Wallenius y colaboradores en el 2011 y por Osman y 

colaboradores en el 2001.  

Miller y colaboradoes en 1988 estudiaron el efecto de cambios de pH en células de hibridomas 

productoras de anticuerpos en suspensión.  El efecto del pH se evaluó en el estado estacionario 

de cultivos continuos (Figura 3 A-i), a una tasa de dilución de 0.02±0.01 h-1. Los cambios de pH 

realizados fueron los siguientes: 7.4 a 7.7, 7.7 a 7.2, 7.2 a 6.8 y 6.8 a 7.2.  La viabilidad para valores 

de pH de 7.4 y 7.2 fue muy similar (alrededor del 80 %), mientras que a valores de pH de 6.8 y 7.7 

la viabilidad disminuyó de forma importante (60 y 70 %, respectivamente) con respecto a pH 7.4. 

Es importante destacar que a valores de 7.7, la viabilidad se recuperó (en aproximadamente 7 

días) a valores observados a un pH de 7.4. Además de los efectos en la viabilidad, se observó que 

el rendimiento específico de producción de anticuerpo monoclonal se ve impactado de forma 

positiva para valores de pH de 6.8 (hasta tres veces más), esto último atribuido a una caída en la 

velocidad especifica de crecimiento durante el cambio de pH de 7.2 a 6.8, donde observaron un 

incremento en la acumulación de glucosa. 

Osman y colaboradores (2002) estudiaron el efecto de los gradientes de pH en cultivos de células 

de mieloma GS-NS0, utilizando un sistema de escalamiento descendente de dos compartimentos 

STR-STR (Figura 3 A-iii), donde uno de ellos correspondía al 17 % (v/v) del otro. En este sistema 

se simularon los gradientes de pH al añadir NaOH 2 M y, simultáneamente en el compartimento 

grande, HCl  2 M. En sus resultados observaron una disminución en la viabilidad celular de hasta 

el 27.5 %  para 100 perturbaciones (cambio de pH de 7.3 a 8.0) con una duración de 200 s. 

Amanullah y colaboradores en el 2001 estudiaron el efecto de las oscilaciones de pH en la 

producción de acetoína y 2,3 butanodiol en una cepa de Bacillus subtilis, empleando un sistema 

de escalamiento descendente de dos compartimentos (Figura 3 A-ii). Uno de los compartimentos 

era un reactor de tanque agitado y el otro un reactor tubular,  donde se simulaban los gradientes 

de pH mediante la adición de una solución concentrada de NaOH 5M. En sus resultados 

encontraron que, si bien la biomasa no se vio afectada, la producción de acetoína y 2,3 butanodiol 

se vio disminuida, en función del tiempo de residencia (Tr) en el reactor tubular, observándose 

una reducción en el rendimiento volumétrio y especifico de un 26 % a un Tr de 240 s. Por otra 

parte notaron que la presencia de estos gradientes favorecía la producción de acetato, el cual era 
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indetectable en los cultivos control a pH constante (7.2), alcanzando hasta 0.75 g/L para un Tr de 

240 s. 

Serrato en el 2009, estudió el efecto de gradientes de pH y CO2 sobre la producción de anticuerpos 

monoclonales en cultivos de células de hibridomas murinos. Utilizando un bioreactor de tanque 

agitado y mediante variaciones en el flujo de CO2, logró generar la presencia de condiciones 

oscilatorias de CO2 y de pH. Los gradientes simulados para pH fueron de 7.1±0.2  (1800 s), 7.1±0.3 

(3600 s) y 7.3±0.5 (7200 s), los cuales corresponden a gradientes de CO2 de 50±20 mbar, 45±30 

mbar y 90±90 mbar, respectivamente. En sus resultados observó que las condiciones oscilantes 

de pH y CO2 (1800 s y 3600 s) favorecieron la producción de anticuerpos monoclonales y 

redujeron la producción de lactato, en comparación con cultivos a pH y CO2 constantes 

(condiciones fisiológicas óptimas: 50 mbar CO2 y pH de 7.2). Sin embargo, la presencia de 

gradientes de pH y CO2, afectó el crecimiento celular, observándose una menor concentración 

celular (3.77 x106, 3.05 x106 y 2.06 x106 células/mL, para 1800, 3600 y 7200 s, respectivamente) y 

una caída en la velocidad específica de crecimiento (0.032, 0.031 y 0.025 h-1 para 1800, 3600 y 

7200 s, respectivamente) a medida que se incrementó la magnitud del gradiente de pH, en 

comparación con cultivos a pH y CO2 constantes (condiciones fisiológicas óptimas). En los que la 

velocidad de crecimiento y la concentración celular fueron de 0.04 h-1 y 3.52 x106 células/mL. 

Recientemente, en el 2011, Wallenius y colaboradores diseñaron un sistema para estudiar el 

efecto de gradientes de pH y temperatura en Lactobacillus rhamnosus. El sistema consistía de dos 

reactores (STR-PFR), conectados a través de una bomba peristáltica (Tr=60 s en PFR) con una 

operación en continuo (Figura 3 A-ii). Una vez que se alcanzó el estado estacionario se realizaron 

las perturbaciones de pH y temperatura. Las perturbaciones de pH (5.3-6.2) se efectuaron 

manteniendo el PFR a un pH diferente con NaOH 3M y neutralizando en la entrada al STR 

mediante la adición de  HCl 3M. Las perturbaciones de temperatura (32.0-37.0 °C) se realizaron 

con ayuda de un baño de agua conectado a una chaqueta de enfriamiento. En sus resultados 

encontraron que la concentración del producto de interés (acetoína) no se vio afectada; sin 

embargo, se observó un aumento en la expresión de genes relacionados a estrés, por los cambios 

de pH y de temperatura. Cabe destacar que los gradientes simulados corresponden a las 

condiciones hidrodinámicas de un biorreactor de 2 m3. 
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1.1.7 Respuesta de E. coli bajo estrés alcalino 
 

Debido a su metabolismo fermentativo, E. coli genera metabolitos que acidifican el medio de 

cultivo, por lo que en el control de pH se contempla la adición de álcali y no de ácido. Por lo tanto, 

en este estudio  sólo se aborda los gradientes de pH provocados por la adición de álcali y el estrés 

que provoca en la célula. 

E. coli es una enterobacteria capaz de soportar valores extremos de pH que se presentan en el 

tracto digestivo, como en el estómago (pH de 1-3) y el intestino delgado, donde se pueden 

alcanzar valores de pH de 8, debido a la secreción de sales biliares (Begley et al., 2005). Para poder 

soportar estos valores de pH es necesario que E. coli cuente con mecanismos de respuesta que le 

permita mantener sus funciones fisiológicas. Debido a que en el presente trabajo sólo se aborda 

el estudio de gradientes alcalinos, se describirá la respuesta de E. coli durante el estrés causado, 

por pH alcalino. 

De forma general, las respuestas a estrés por pH alcalino en E. coli están dirigidas a mantener el 

pH intracelular dentro de valores fisiológicos, ya sea mediante el ingreso de iones hidronio al 

interior de la célula o mediante la generación de especies ácidas (Padan et al., 2005; Krulwich et 

al., 2011; Saito y Kobayashi, 2003).  

El transporte de iones hidronios se da por la participación de dos sistemas, los antiportadores 

Na+/H+ y la ATP sintasa, ambos aumentan sus niveles transcripcionales cuando la célula se 

enfrenta a un pH alcalino. Con la sobreexpresión del complejo ATP sintasa, se incrementa el flujo 

de hidronios al interior de la célula y se favorece la producción de ATP, debido al aumento de la 

fuerza protón motriz y al aumento en el potencial eléctrico transmembranal (Slonczewski et al., 

2009; Maurer et al., 2005; Krulwich et al., 2011). E. coli cuenta con dos antiportadores Na+/H+, 

que son NhaA y NhaB. NhaB participa en el intercambio de Na+/H+ en condiciones ácidas, mientras 

que NhaA es requerido para el crecimiento en pH alcalino externo en presencia de sodio, se ha 

reportado que su actividad se ve incrementada en tres órdenes de magnitud al realizar un cambio 

de pH de 6.5 a 8.5 (Taglicht et al., 1991). Cuando se tienen condiciones pobres en sodio o cuando 

hay una gran entrada de sodio, debido al gradiente del mismo, los antiportadores K+/H+ asumen 

la dominancia (Krulwich et al., 2011). 



15 
 

NhaA, además de transportar iones Na+/H, también tiene un papel crucial como sensor de pH, ya 

que cuenta con un grupo de residuos ionizables que se encuentran en el asa VIII-IX de la proteína. 

Esta región sufre un cambio conformacional dependiente de pH, lo cual resulta en un incremento 

en la actividad del antiportador de hasta 2000 veces debido al cambio de pH de 6.5 a 8.5 (Tzubery 

et al., 2004; Kozachkov et al., 2007; Olkhova et al., 2007).  

La expresión de algunos transportadores de electrones de la cadena respiratoria se ve modificada 

por el pH alcalino, como el citocromo bo oxidasa (CyoABCD), la cual se ve inducida 7 veces más 

cuando el pH extracelular se incrementa de 6.0 a 7.5 (Cotter et al., 1990). La citocromo bo oxidasa 

es predominante en condiciones ricas en oxígeno y favorece la acidificación al mantener la 

relación H+/e- cercana a 2 (Puustinen et al., 1991; Verkhovskaya et al., 1992). 

La presencia de pH alcalino externo induce la expresión de enzimas relacionadas con el 

catabolismo de aminoácidos, lo que permite la generación de metabolitos ácidos como succinato 

y piruvato. Este último puede transformarse, mediante la vía de fermentación ácido-mixta, en 

acetato, formato y lactato. Las enzimas reportadas que incrementan su expresión a pH alcalino 

son TnaA (triptofanasa) (Bingham et al., 1999; Stancik et al., 2002; Yohannes et al., 2004) y CysK 

(cisteína sintasa A) (Flint et al., 1996; Stancik et al., 2002), que consumen triptófano, serina y 

cisteína, y  AstD (Schneider et al., 1998; Stancik et al., 2002), un miembro del operón AST que 

degrada la arginina. EL operón AST produce glutamato, el cual puede ser convertido por GadA y 

GadB (isoformas de la glutamato descarboxilasa) (Yohannes et al., 2004) a GABA (ácido gamma-

aminobutírico) y éste último puede transformarse en succinato por GabT (Metzer et al., 1979; 

Stancik et al., 2002). Estas reacciones se resumen en la figura 4. 

 

 

 

Figura 4. Reacciones del catabolismo de aminoácidos estimuladas por pH alcalino. Adaptado de Stancik 
et al., 2002. 
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1.1.8 Efecto del pH en la producción de ADN plasmídico 
 

En E. coli,  se sabe que el pH puede modificar la producción de ADNp y dependiendo del intervalo 

de pH en el que se encuentre el cultivo, ácido o alcalino, se verá afectada negativa o 

positivamente. A pH ácido (pH=6), tanto la productividad volumétrica como específica, se ve 

disminuida (40 % y 27 %, respectivamente), con respecto a cultivos realizados a un pH óptimo de 

crecimiento de 7 (Ongkudon et al., 2011). Algo similar observa Reinikainen y colaboradores 

(1989), donde el número final de copias de plásmido fue el mas bajo (10-25 copías de 

ADNp/Copias de ADN cromosomíco) para valores de pH entre 6.5-7.0 y altas temperaturas de 40-

42 °C (Reinikainen et al., 1989). Lo contrario sucede al cultivar las células a pH alcalino, en donde 

se observa un aumento del rendimiento tanto volumétrico como específico (40% y 50 %, 

respectivamente), con respecto a cultivos a un pH óptimo ode crecimiento 7 (Ongkudon et al., 

2011). Reinikainen y colaboradores (1989), observan que el número final de copias de plásmido 

se incrementa (100-125 copías de ADNp/Copias de ADN cromosomíco) a valores de pH de 7.5-8.0 

y altas temperaturas de 40-42 °C. Ambos autores concluyen que las condiciones optimas de pH 

para la producción de ADNp difieren de las condiciones optimas para el crecimiento de E. coli. Sin 

embargo, mantener un cultivo a un pH diferente del óptimo trae como consecuencia la presencia 

de estrés en las células, el cual se manifiesta con un decremento en la velocidad específica de 

crecimiento del microorganismo, como se observa en la figura 5.  

 

Figura 5. Efecto del pH en la producción de ADNp. Adaptado de Ongkudon et al., 2011. 
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2. HIPÓTESIS 

 

La presencia de gradientes espaciales de pH en cultivos de Escherichia coli, disminuirá la 

producción de ADNp y modificará las respuestas metabólica y transcripcional de la célula. 

 

3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo general 

 

Evaluar el efecto de los gradientes espaciales de pH en la producción de ADN plasmídico y la 

respuesta metabólica y trascripcional de una cepa de E. coli recombinante productora de ADNp  

utilizando la metodología de escalamiento descendente. 

 

3.2 Objetivos específicos  

 

1. Evaluar el efecto de condiciones constantes de pH que representen una condición sin 

estrés (pH 7.2) y otra condición con estrés (pH 8.0), sobre el rendimiento del cultivo de E. 

coli productora de ADNp. 

2. Evaluar el efecto de condiciones oscilatorias de pH sobre el rendimiento del cultivo de E. 

coli productora de ADNp con ayuda de un sistema de escalamiento descendente. 

3. Evaluar los niveles relativos de transcripción  de genes relacionados al estrés por pH y la 

síntesis de nucleótidos en las diferentes condiciones experimentales. 
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4. METODOLOGÍA 
 

4.1 Características de la cepa y el plásmido modelo 
 

4.1.1 Cepa  
 

Para el desarrollo del presente proyecto se utilizó la cepa de Escherichia coli VH33  Δ(recA, deoR),  

que es una derivada de W3110 (ΔptsH, ΔptsI, ΔlacI, lacZ::loxP), productora del plásmido pHN 

(Borja et al., 2012). En esta cepa se sustituyó el sistema natural de consumo de glucosa (sistema 

fosfotransferasa, PTS) de E. coli  por una permeasa de galactosa (De Anda et al., 2006). Con esta 

modificación se minimiza el sobreflujo metabolico y por lo tanto la producción de ácidos 

orgánicos (Lara et al., 2008). La cepa fue proporcionada por el Dr. Alvaro Raúl Lara Rodríguez 

(UAM-C), a partir de la cual se preparó un banco celular en matraces bafleados de 500 mL de 

volumen nominal y 150 mL de medio LB liquido suplementado con 0.2 g/L de ampicilina. Los 

matraces se incubaron a una temperatura de 37°C y 200 rpm. Una vez alcanzada una 

concentración celular de 2 unidades de densidad óptica (D.O.600 nm), el cultivo se mantuvo en hielo 

y se prepararon 50 crioviales de 2 mL, cada uno con 750 μL de caldo de cultivo y 750 μL de glicerol 

al 80% (v/v) y se almacenaron en ultracongelación a -70 °C. 

 

4.1.2 Plásmido 
 

El plásmido utilizado fue el pcDNA HN176-MuV de 6.1 Kb (Herrera et al., 2010) el cual está basado 

en el plásmido pcDNA3.1" de Invitrogen y tiene insertado un gen que codifica para un antígeno 

que genera respuesta inmune contra la parotiditis (Hemaglutinin Neuraminidasa-HN-).  

La construcción cuenta con los siguientes elementos: un sitio de origen de replicación pUC que 

permite tener una alto número de copias en E. coli; un gen de resistencia a ampicilina (β-

lactamasa), para mantener la presión de selección en células de E. coli transformadas; un 

promotor basado en la secuencia de citomegalovirus humano (PCMV), bajo el cual se encuentra el 

gen heterólogo (HN); una señal de terminación de la transcripción de la hormona de crecimiento 

bovino (BGH pA) que permite la poliadenilación del transcrito; y por último, cuenta con un gen 

de resistencia a neomicina bajo el promotor temprano del virus SV40, con una señal de 
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terminación de la transcripción de SV40. Con la resistencia a neomicina es posible seleccionar 

células de mamífero transformadas (Herrera et al., 2010). En la figura 6 se muestra un esquema 

simplificado del plásmido denominado pHN. 

 

Figura 6. Mapa simplificado del plásmido pHN (tomado de Wunderlich et al., 2014). 

 

4.2 Medio de Cultivo. 
 

El medio de cultivo empleado para la realización en este trabajo, fue el medio químicamente 

definido PD formulado para cultivos de alta densidad celular de E. coli (Soto et al., 2011). Este 

medio se modificó enriqueciendo la fuente de nitrógeno con fosfato dibásico de amonio, como 

se muestra en la tabla 3.  

Para la preparación del medio PD modificado, las sales de K2HPO4, KH2PO4, (NH4)2SO4, NH4Cl  y 

citrato de sodio se disolvieron en un volumen adecuado de agua destilada y se ajustó el pH a 7.2 

con NH4OH al 15%. La solución se esterilizó a 121°C y 15 psi por 30 minutos. Una vez estéril, se 

incorporaron los elementos trazas provenientes de una solución 250 X (tabla 4), la glucosa 

procedente de una solución de 650 g/L y el MgSO4-7H2O proveniente de una solución a 500 g/L. 

Estas últimas tres soluciones fueron esterilizadas por separado a 121°C y 15 psi por 30 minutos. 

También se adicionó ampicilina, la cual se toma de una solución stock a 100 g/L y tiamina 

proveniente de una solución stock a 10 g/L. Ambas soluciones fueron previamente esterilizadas 

por filtración. 
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Tabla 3. Medio PD modificado.              Tabla 4. Elementos traza 250 X.  

 

 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 Condiciones de cultivo 

 

4.3.1 Cultivos a pH constante 
 

Para cada condición de pH (7.2 y 8), los cultivos se  llevaron a cabo en un sistema de fermentación 

BioFlo 110 (New Brunswick Scientific) en biorreactores con capacidad nominal de 1.2 L, con un 

volumen de operación de 0.7 L. Para la adquisición de datos y control de los parámetros de 

operación, se utilizó el software AFS-BioCommmand Bioprocessing (New Brunswick Scientific, 

Edison, NJ). Cada condición evaluada se realizó al menos por duplicado y se operaron las variables 

de control de igual forma para cada cultivo (temperatura de 37 °C, flujo de gases a 1 vvm  y una 

tensión de oxígeno disuelto (TOD) a 30% respecto a la saturación con aire). La TOD y el pH se 

monitorearon mediante un electrodo polarográfico (Mettler Toledo) y un electrodo de vidrio 

(Mettler Toledo), respectivamente. Para el control de la TOD se utilizó una cascada de agitación-

oxígeno (agitación: 200 rpm-1200 rpm y composición de oxigeno: 0%-100%). Para controlar el pH 

se utilizó una solución concentrada de sosa (5 M). Las muestras de ARN para evaluar los niveles 

de transcripción de genes de interés se tomaron en distintas fases del cultivo: exponencial 

temprana (2 h), exponencial media (5 h), exponencial tardía (8 h) y fase estaionaria (11 h). El 

diagrama del sistema de cultivo utilizado se muestra en la figura 7. 

Componente g/L 

K2HPO4 9 

(NH4)2HPO4 8 

KH2PO4 5.3 

(NH4)2SO4 2.5 

NH4Cl 1.0 

Ácido cítrico (citrato de sodio) 1.0 

Tiamina-HCL 0.01 

Ampicilina 0.1 

MgSO4-7H20 1.0 

Solución de elementos traza 250x. 4 mL/L 

Glucosa 20 g/L 

Componente g/L 

EDTA-sodio 3.525 

CoCl2·6H2O 0.625 

MnCl2·4H2O 3.750 

CuCl2·2H2O 0.375 

H3BO3 0.750 

Na2MoO4·2H2O 0.525 

Zn (CH3COO)2·2H2O 8.450 

Fe(III) Citrato 25.200 
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Figura 7. Sistema de cultivo en modo lote utilizado para cultivos a pH constante. 

 

4.3.2 Sistema de escalamiento descendente de pH 
 

El diseño del sistema de escalamiento descendente se basó en los conceptos propuestos por 

Namdev y colaboradores (1992) para evaluar los efectos de la zona de alimentación de glucosa 

en fermentaciones modo lote alimentado de Sacharomyces cerevisiae. En ese trabajo se 

representó el proceso de mezclado en un fermentador de escala industrial mediante un modelo 

de tres zonas de mezclado, que consisten en la zona de adición, el líquido afectado por la zona de 

adición y la zona de los impulsores. Siguiendo la distribución logarítmica normal de los tiempos 

de circulación (log-normal CTD) sugerida por Bajpai y Reuss (1982), para un fermentador de 100 

m3, Namdev y colaboradores (1992), usaron una distribución basada en el modelo de “zona de 

redes” de Mann y colaboradores (1981), con una media de 20 s y una desviación estándar de 8.9 

s, para simular la alimentación de glucosa. El modelo de recirculación de flujo (sistema de 

escalamiento descendente) consistía en un reactor de tanque agitado (STR) y un reactor de flujo 

pistón (PFR) con un flujo de recirculación. La CTD del modelo de recirculación  está dado por 

(Levenspiel, 1999): 
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𝐹(𝑡) = 𝐹𝑒𝑥𝑝[−𝐹(𝑡 − 𝑡𝑅)]         (1) 

 

Donde: 

𝐹 =
𝑄𝑅

𝑉𝑆𝑇𝑅
           (2) 

𝑡𝑐 =
𝑉𝑃𝐹𝑅

𝑄𝑅
           (3) 

Siendo: 

VPFR: Volumen de reactor de flujo pistón (L) 

VSTR: Volumen de reactor de tanque agitado (L) 

tc: Tiempo de circulación (s) 

QR: Flujo de recirculación (mL/s) 

F: Frecuencia (1/s) 

 

El flujo de recirculación (QR), determina la frecuencia con que las células entran al PFR de un STR 

de un sistema de escalamiento descendente. El PFR se considera como la zona heterogénea 

correspondiente a la zona de alimentación, mientras que el STR se considera como la zona bien 

mezclada, correspondiente a la zona de los impulsores.  

En el presente trabajo se utilizó una configuración de dos reactores, uno de ellos con un volumen 

nominal de 7.0 L (STR1) y otro de 0.5 L (STR2). En este último se simuló la zona de adición de álcali. 

El flujo de recirculación entre los dos compartimentos determinó la frecuencia de exposición a la 

zona de adición de ácido o álcali. Los parámetros de diseño experimental, QR, VSTR 1 y VSTR 2 

dependen de F(t), de acuerdo a las ecuaciones (1),(2) y (3). El mejor ajuste de la ecuación (1) para 

el CTD, usando el modelo de la “red de zonas”, resultó en un valor máximo de F= 1.7 x 10-3 s-1 y 

un tiempo de circulación (tc) de 9.6 s (Namdev et al., 1992). El valor del tiempo de circulación 

representa el tiempo mínimo para que un elemento fluido deje la zona de adición, circule por el 

seno de la solución por medio de los impulsores y regrese a la zona de adición. Por lo tanto, el 

tiempo de residencia (tR), que un elemento fluido tiene en la zona de adición, puede aproximarse 

a la mitad del tiempo de circulación, que en este caso serían 4.8 s. Esto se basa en la suposición 
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de que la zona de adición está completamente homogénea, una vez que entra a la zona de los 

impulsores.  

Por lo tanto, Fmax=1.7 x 10-3 s-1 y tR =4.8 s. Utilizando un volumen de operación de STR 1 de 5L y 

usando el valor de Fmax, el valor máximo de QR (QRmax), se puede calcular de la ecuación (2), dando 

como resultado un QRmax de 8.5 mL/s y un volumen mínimo de STR 2 (VSTR2min), VSTR2min de 40.8 

mL. Los valores de VSTR2min y QRmax  representan los límites de los parámetros de diseño y pueden 

ser usados para seleccionar valores mínimos de QR y valores máximos de VSTR2. Debido a que no 

existe un estimado del volumen de la zona de adición, el volumen de STR 2  se estimó como un 5 

% del volumen de STR 1 (similar a la fracción de volumen utilizada por Namdev et al., 1992, George 

et al., 1993 y Amanullah et al., 2000), lo que corresponde a 0.25 L. Usando este volumen en el 

STR 2, el flujo de recirculación puede modificarse para obtener diferentes tiempos de residencia 

en el STR 2. 

El sistema de escalamiento descendente se configuró utilizando dos compartimentos (STR 1 y STR 

2) con una operación en lote, en donde STR 1 consistió en un fermentador de 7 L con un volumen 

de operación de 5 L y STR 2 un fermentador de 0.5 L con un volumen de operación de 0.25 L. 

Ambos compartimentos se mantuvieron recirculados entre sí con ayuda de una bomba 

peristáltica Master Flex 77601-10 (Cole-Parmer instrument Co.). Tanto STR1 como STR2 se 

equiparon con un electrodo de oxígeno disuelto (Mettler Toledo) y un electrodo de pH (Mettler 

Toledo). La temperatura en ambos compartimentos se mantuvo a 37°C y un flujo de gases de 1 

vvm. La TOD se mantuvo a 30 % mediante una cascada de agitación-composición de oxígeno (en 

STR 2, sólo composición de oxígeno), la respuesta de ambos componentes de la cascada se 

controló mediante un algoritmo de control proporcional-integral-derivativo (PID). El control de 

pH se realizó mediante la adición de una solución concentrada de sosa (5 M) en STR 2 para 

controlar el pH a un valor de 7.2 en STR1. La adición de sosa se controló mediante un algoritmo 

PID, que automáticamente permite la adición de sosa a través de una bomba peristáltica. Esta 

configuración en el control de pH permite la simulación de gradientes de pH al adicionar la sosa 

en STR 2  en función de lo requerido por STR 1 y la magnitud de los gradientes se puede modificar 

con ayuda del flujo de recirculación que afecta directamente al tiempo de residencia en ambos 

compartimentos. El flujo de recirculación se configuró para asegurar tiempos de residencia de 

60s, 120s, 180s y 240s en STR 2, esto con la finalidad de simular distintos tiempos de mezclado 
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típicos de fermentadores a gran escala. En la figura 8 se muestra un diagrama del sistema de 

cultivo. Con el fin de evaluar los perfiles de expresión de los genes involucrados en el estrés por 

pH se tomarón muestras cada 3 h. 
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Figura 8. Sistema de cultivo utilizado en los experimentos de cambios oscilatorios de pH. 

 

4.4 Metodos analíticos para el seguimiento del cultivo 
 

4.4.1 Determinación de biomasa. 
 

a) Absorbancia a 600 nm (D.O. 600 nm) 

La concentración de biomasa se determinó por medio de la densidad óptica a una longitud de 

onda de 600 nm. Para esto se realizaron diluciones de las muestras para ajustar a una D.O. entre  

0.1 y 0.6 unidades de absorbancia. 
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b) Determinación del peso celular seco 

Para la determinación de peso celular seco, se llevaron a peso constante tubos Eppendorf de 2 

mL en un horno a 80 °C, posteriormente se pesaron usando una balanza analítica. Después se 

colectaron de 1.5 - 6 mL de caldo de cultivo, se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 minutos y se 

descartó el sobrenadante. Se realizaron dos lavados con solución salina fisiológica y se 

centrifugaron a 10,000 rpm por 10 minutos. La biomasa obtenida se secó a la temperatura 

indicada hasta peso constante. La concentración de biomasa como peso seco se calculó con los 

pesos de los tubos vacios y con la biomasa seca, tomando en cuenta el volumen de caldo de 

cultivo empleado.  

c) Correlación peso seco celular-D.O. 600 nm 

Se realizó una correlación entre peso seco y D.O. a 600 nm para poder calcular el peso seco (PS) 

correspondiente a la biomasa obtenida en cada una de las condiciones experimentales. En la 

figura 9 se muestra la correlación obtenida de D.O. 600 nm vs la concentración de biomasa en 

peso seco en medio PD. Los datos obtenidos se ajustaron a una recta con pendiente de 0.439 gPS/ 

D.O. 600nm con una 𝑅2 = 0.9905. 

 

Figura 9. Correlación entre la concentración de biomasa medida como peso seco y la D.O. a 600 nm. 
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4.4.2 Cuantificación de glucosa 
 

Para cuantificar la glucosa, las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min, recuperando 

el sobrenadante, el cual se inyectó en un analizador bioquímico YSI 2700 (Yellow Spring 

Instruments), cuyo principio de medición se basa en la reacción catalizada por la enzima D-glucosa 

oxidasa, la cual se encuentra inmovilizada en una membrana (Manual de usuario: YSI 2700 Select 

Biochemistry alayzer, 2014. www.ysilifesciences.com). A continuación se muestra la reacción 

catalizada: 

 

Glucosa + O2      H2O2 + D-Glucono-δ-Lactona 

 

La cuantificación se realiza de forma indirecta al oxidarse electroquímicamente el peróxido de 

hidrógeno (H2O2) en el electrodo de platino del equipo. Esto genera un cambio de corriente y  

permite su cuantificación al comparar la lectura con la de un estándar de concentración conocida. 

 

4.4.3 Determinación de ácidos orgánicos  
 

Las muestras tomadas para la cuantificación de ácidos orgánicos se centrifugaron a 10,000 rpm 

por 10 min. El sobrenadante se filtró por membranas de poro de 0.45 μm. Las muestras ya 

filtradas se inyectaron en un equipo de cromatografía liquida de alta resolución (HPLC, Waters), 

empleando una columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad), manteniendo la temperatura de la columna 

a 60 °C, utilizando como fase móvil H2SO4 5mM a un flujo de 0.5 mL/min. El equipo fue equipado 

con un detector de arreglo de fotodiodos UV (Waters 2478, Dual λ absorbance detector). A partir 

de los cromatogramas de los estándares se obtuvo que los tiempos de retención para acetato, 

formiato, lactato y succinato fueron 17.9, 16.5, 14.9 y 13.9 min, respectivamente (figura 10). 

Se construyeron curvas tipo de cada ácido orgánico, partiendo de concentraciones conocidas e 

integrando el área bajo la curva de cada uno de los picos obtenidos. En la figura 11 se muestran 

las curvas tipo de cada ácido orgánico y en la tabla 5, las regresiones obtenidas, con las que 

posteriormente fue posible cuantificar la concentración de los ácidos orgánicos de interés,  

mediante interpolación. 

Glucosa oxidasa 
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Figura 11. Curvas tipo para la cuantificación de ácidos orgánicos. 
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Figura 10. Cromatograma típico de estándares de ácidos orgánicos. 
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Tabla 5. Correlaciones para la cuantificación de ácidos orgánicos. 

Ácido orgánico Correlación R2 

Acetato Conc.=Área/30290.86 0.999 

Formiato Conc.=Área/2220385.33 0.999 

Lactato Conc.=Área/913230.86 0.999 

Succinato Conc.=Área/1466038.75 0.999 

 

4.4.4 Extracción y cuantificación de ADN plasmídico 
 

La extracción de plásmido fue a partir de 2 mg de biomasa humeda, utilizando el kit comercial 

QIAquick de QIAGEN, el cual se basa en la lisis alcalina de las células bacterianas, seguido de la 

adsorción de ADN plasmídico a una columna de sílica en presencia de una alta concentración de 

sales. Posteriormente, se llevó a cabo la elución con 70 µL de una solución baja en sales.  

La cuantificación de ADN plasmídico se realizó  mediante espectrofotometría ultravioleta a 260 

nm, haciendo uso del el equipo NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific).  

 

4.4.5 Análisis densitométrico en geles de agarosa 
 

Se prepararon geles de agarosa al 0.8% en buffer TAE (40 mM tris-HCl, 20mM ácido acético y 1 

mM EDTA, pH 8.0), en los cuales se cargó un volumen constante de 10 μL por carril a una 

concentración normalizada de 50 ng/μL de ADNp. La separación se realizó a un voltaje constante 

de 100 V durante 30 min, empleando bromuro de etidio como agente colorante a una 

concentración de 0.02 μg/mL (Moore, 2001). Los geles fueron revelados exponiéndolos a 260 nm 

en un fotodocumentador Chemidoc (Bio-Rad, USA). La concentración de superenrrollamiento 

(CSE) se determinó mediante densitometría de las poblaciones, utilizando el software ImageLab 

(Bio-Rad, USA). Aquella población que tuvo una mayor migración con respecto al total de las 

poblaciones, se relacionó con la isoforma superenrrollada del ADNp y se calculó el porcentaje 

correspondiente a esta isoforma. Para calcular el CSE al final del cultivo se promediaron los 

últimos tres puntos del cultivo.  
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4.5 Análisis transcripcional 
 

4.5.1 Extracción de ARN total en cultivos   
 

Las muestras destinadas para la extracción de ARN se estabilizaron utilizando el reactivo RNA 

protect bacteria (Qiagen). Para ello se tomaron 1.2 mL de caldo de cultivo y 3.6 mL de reactivo 

estabilizador de ARN; se homogenizó con ayuda de un vortex por 5 s, se incubó 5 min a 

temperatura ambiente y se procedió a centrifugar durante 10 min a 13,000 rpm. Se descartó el 

sobrenadante y se almacenaron los pellets en ultracongelación a -70°C. La extracción de ARN 

total, se realizó con el kit comercial RNeasy Protect Bacteria Mini Kit, de Qiagen. El ARN obtenido 

se sometió a un tratamiento enzimático para la eliminación de ADN usando el kit TURBO DNAse 

(Ambiom). El ARN total se cuantificó mediante un espectrofotómetro Nano Drop 1000 (Thermo 

Scientific) y se analizó su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa. 

 

4.5.2 RT-PCR cuantitativa 
 

Para el análisis de expresión y síntesis de ARNm se empleó la técnica de la reacción en cadena de 

la polimerasa en tiempo real, la cual ha demostrado su utilidad y precisión para el monitoreo de 

niveles de expresión de genes en cultivos bacterianos (Flores et al. 2005; Lara et al., 2006; Baez 

et al., 2011). Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo Mx3005P (Agilent Technologies), 

utilizando el kit comercial Brilliant III Ultra-fast SYBR Green qRT-PCR Master Mix (Agilent 

Technologies). Las condiciones de reacción se mantuvieron de acuerdo al protocolo de la casa 

comercial (1 ciclo: 10 minutos a 50°C. 1 ciclo: 3 minutos a 95°C. 40 ciclos: 10 segundos a 95°C, 

seguido de 15 segundos a 61 °C), utilizando 10 ng totales de ARN y una concentración de 

oligonucleótidos de 250 nM (tablas 6 y 7). Siempre se incluyó para cada gen un control sin 

templado (NTC) y un control sin retrotranscriptasa (No-RT). Cada reacción se realizó por triplicado 

para cada uno de los genes de cada condición evaluada. 

Para determinar si como gen calibrador se utilizaría idnT o ihfB (Zhou et al., 2011), se evaluó si los 

niveles de expresión de los candidatos se modificaba en las distintas condiciones experimentales. 

Como puede observarse en la figura 12, idnT mostró mayor reproducibilidad en el ciclo limite (CT), 

razón por lo cual se utilizó como gen de referencia (calibrador).  
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Figura 12. Perfiles de amplificación de genes de referencia. A: idnT en diferentes condiciones de cultivo. 

B: ihfB en diferentes condiciones de cultivo. Las fases de cultivo se representan de la siguiente forma: Exp. 

I (exponencial temprana, 2 h), Exp. II (exponencial media, 5 h), Exp. III (exponencial tardía, 8 h). En el 

recuadro rojo se representa el ciclo limite (CT) con una línea negra. 

 

Tabla 6. Secuencias de oligonucleótidos utilizados para los estudios de nivel relativo de transcripción por 
qRT-PCR. 

Gen Producto del gen 
Oligonucleótido sentido 

Oligonucleótido anti sentido 

Producto de 

amplificación 

(pares de bases) 

astD 
Succinilglutamato semialdehido 

deshidrogenasa 

5’-TTCCCTGGTCATTTGCCGAAC-3’ 

5’-GCATTACCGCTTCGCCACT-3’ 
109 

cyoA 
Subunidad A del citocromo bo 

oxidasa 

5’-GGCATTGCTACCGTGAAT-3’ 

5’-AGACGCGGAATGAAGAAGGA-3’ 
101 

cysK O-acetilserina sulfidrilasa A 
5’-GCGGTTACAAACTCACCCT-3’ 

5’- CTTTAGCACCTTCCGTCAGCA-3’ 
105 

gadA Glutamato descarboxilasa 
5’-ATCGCGGAGTCAAAACGATT-3’ 

5’-TTCTGACGAGCGTTGCCAT-3’ 
101 

idnT 
Transportador iodonato/ 5-

cetoglutarato/ Gluconato 

5’-CTTTGAGGCTAATCTCGGAAC-3’ 

5’-TTTCTCAAAGCGAGTTAGCAGT-3’ 
109 

 

A B 
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Tabla 7. Secuencias de oligonucleótidos utilizados para los estudios de nivel relativo de transcripción por 
qRT-PCR (continuación). 

Gen Producto del gen 
Oligonucleótido sentido 

Oligonucleótido anti sentido 

Producto de 

amplificación 

(pares de bases) 

ihfB 
Subunidad β del factor de 

intregación del hospedero 

5’-GCCAAGACGGTTGAAGATGC -3’ 

5’-GAGAAACTGCCGAAACCGC-3’ 
101 

nhaA Antiportador Na/H+ 
5’-GGCCATCATTATCATCGCATT-3’ 

5’-CACAGATTCAATAC6CGCGAGT-3’ 
102 

nrdR 
Represor  transcripcional de unión a 

ADN 

5’-CCCATTCTGTTTCGCCGTGGA-3’ 

5’-TACACACCAGACACTGCCGAC-3’ 
95 

purR 
Represor transcripcional de unión a 

ADN 

5’-CTACTCCCCTAGCGCGGTG-3’ 

5’-TGATCTCGGCAAAATAGGCC-3’ 
101 

rpoS Subunidad de la ARN polimerasa 
5’-GGACGCGACTCAGCTTTACC-3’ 

5’-CGACATCTCCACGCAGTGC-3’ 
101 

tnaA Triptofanasa 
5’-ATACACCATTCCGACTCACC-3’ 

5’-ACCATTTTGCTGCGATCCA-3’ 
105 

torR 
Regulador transcripcional de unión a 

ADN 

5’-TGATGTTAACCCGCGCCCTG-3’ 

5’-ATTTCCAGCCCAACAATACGG-3’ 
97 

 

 

4.6 Métodos de cálculo 

 

4.6.1 Cálculos cinéticos y estequimétricos 
 

Las velocidades específicas de crecimiento, consumo de sustrato y producción de ácidos 

orgánicos y ADNp fueron calculadas de acuerdo a las siguientes ecuaciones: 

µ =
1

x

𝑑𝑋

𝑑𝑡
           (4) 

𝑞𝑆 = −
1

𝑋

𝑑𝑆

𝑑𝑡
           (5) 

𝑞𝐴𝐷𝑁𝑝 =
1

𝑋

𝑑𝐴𝐷𝑁𝑝

𝑑𝑡
          (6) 
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𝑞𝐴𝑂 =
1

𝑋

𝑑𝐴𝑂

𝑑𝑡
           (7) 

Rendimientos específicos: 

𝑌𝑋/𝑆 = −
𝑑𝑋

𝑑𝑆
           (8) 

𝑌𝑃/𝑋 =
𝑑𝑃

𝑑𝑋
           (9) 

 

Donde: 

µ: Velocidad específica de crecimiento     (h-1) 

qS: Velocidad específica de consumo de sustrato   (g/g*h) 

qADNp: Velocidad específica de producción de ADNp   (g/g*h)   

qAO: Velocidad específica de producción de ácido orgánico  (g/g*h) 

X: Concentración de biomasa      (g/L) 

ADNp: Concentración de ADN plasmídico      (g/L) 

S: Concentración de sustrato      (g/L) 

AO: Concentración de ácido orgánico     (g/L) 

t: Tiempo        (h) 

 
La presentación de resultados, es mediante la media calculada de dos cultivos independientes, 

en todos los casos, las barras de error representan el error estándar entre las réplicas 

experimentales. En el Apéndice A 1, se presentan los datos de forma independiente de cada una 

de las réplicas de dos condiciones evaluadas en el SED (60 s y 180 s de tR), con la finalidad de 

mostrar la reproducibilidad de los experimentos. 

 

4.6.2 Cálculo de niveles de transcripción relativos 
 

Se empleó el método doble delta Ct (2-ΔΔCt) descrito por Livak y Schimittgen (2001). Para poder 

utilizar este método es necesario que las eficiencias de amplificación para cada gen sean similares. 
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Para ello fue necesario realizar una curva estándar utilizando diferentes cantidades de ARN inicial. 

Posteriormente se graficó el ciclo límite (Ct) contra los nanogramos inciales de ARN. La pendiente 

de la curva está directamente relacionada con la eficiencia de reacción, tal y como lo muestra la 

siguiente ecuación: 

𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 = 10
(

−1

𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒
)

− 1      (10) 

 

Donde la eficiencia de reacción corresponde a la proporción de moléculas de templado que se 

están duplicando cada ciclo. En la figura 13 se muestran las curvas de calibración para cada gen y 

en la tabla 8 se muestran las regresiones obtenidas, así como la eficiencia de la reacción. 

El primer paso para calcular los cambios transcripcionales, es la diferencia de los Ct del gen de 

interés (denominado GDI) y el gen calibrador (idnT, denotado como GC), de acuerdo a la siguiente 

ecuación: 

𝛥𝐶𝑡 = 𝐶𝑡(𝐺𝐷𝐼) 𝐶𝑡(𝐺𝐶)          (11) 

 

Posteriormente se procede a comparar el ΔCt de la condición experimental, contra una condición 

control, de la siguiente forma: 

𝛥𝛥𝐶𝑡 = 𝛥𝐶𝑡(𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙)−𝛥𝐶𝑡(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)       (12) 

 

Por último, se incorpora el ΔΔCt como nivel de transcripción, usando la siguiente fórmula: 

𝑁𝑖𝑣𝑒𝑙 𝑑𝑒 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑐𝑟𝑖𝑝𝑐𝑖ó𝑛 = 2−𝛥𝛥𝐶𝑡        (13) 
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Figura 13. Curvas de calibración de genes utilizados para qRT-PCR. 

 

Tabla 8. Correlación de curvas de calibración de genes utilizados para qRT-PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Gen Correlación Eficiencia (%) R2 

astD Ct=-3.26*LOG(ngARN)+26.21 102.7 0.994 

cyoA Ct=-3.42*LOG(ngARN)+20.50 96.2 0.995 

cysK Ct=-3.23*LOG(ngARN)+19.25 103.9 0.996 

gadA Ct=-3.69*LOG(ngARN)+22.64 86.5 0.994 

idnT Ct=-3.52*LOG(ngARN)+26.75 92.5 0.999 

nhaA Ct=-3.78*LOG(ngARN)+24.50 83.8 0.993 

nrdR Ct=-3.23*LOG(ngARN)+22.74 103.9 0.993 

purR Ct=-3.10*LOG(ngARN)+23.07 110.0 0.994 

rpoS Ct=-3.29*LOG(ngARN)+21.92 101.3 0.999 

tnaA Ct=-3.63*LOG(ngARN)+26.67 88.4 0.997 

torR Ct=-2.97*LOG(ngARN)+26.96 117.1 0.994 
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4.6.3 Interpretación de los niveles de transcripción  

 

En un experimento qRT-PCR, el número de ciclo umbral es inversamente proporcional a la 

cantidad de cADN del gene a analizar y ésta a su vez es directamente proporcional a la cantidad 

de ARN presente en la muestra original. Esto ocurre debido a la naturaleza exponencial de síntesis 

de cADN. Por lo tanto, tenemos los siguientes casos: 

I. ΔΔCt=0 (2-ΔΔCt=1): Implica que no hay diferencia entre la cantidad de ARNm presente en la 

muestra de la condición experimental y la cantidad de ARNm presente en la condición 

control. Por lo tanto, no hay cambio en el nivel relativo de transcripción. 

II. ΔΔCt>0 (2-ΔΔCt<1): Esto significa que la cantidad de ARNm del gen analizado fue menor en 

la condición experimental, por lo que hay una disminución en la transcripción con respecto 

al cultivo control 

III. ΔΔCt<0 (2-ΔΔCt>1): Representa una mayor cantidad de ARNm en la condición experimental, 

por lo tanto hay una mayor transcripción que en la condición control. 

Debe hacerse notar que los valores determinados por duplicado mediante qRT-PCR pueden diferir 

en un 30 % (Flores et al., 2005; Lara et al., 2006). Por lo tanto diferencias en los niveles de 

transcripción de alrededor del 30 % deben tomarse con precaución, ya que se encuentra dentro 

de los limites de error de la técnica, y se necesita una prueba estadística con más datos para 

afirmar con seguridad que no hay cambio en el nivel de transcripción de los genes mencionados. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

5.1 Cultivos a pH constante 

 

Con el fin de tener cultivos control en donde se aprecie el comportamiento de las células, tanto 

en presencia como en ausencia de estrés por pH, se realizaron cultivos a pH constante en modo 

lote, de tal forma que los cultivos mantenidos a un pH de 7.2 son cultivos en ausencia de estrés y 

los cultivos mantenidos a pH 8.0 se consideran como expuestos a estrés constante. 

 

5.1.2 Efecto del pH sobre la cinética del cultivo y la producción de ADNp 
 

En las figuras 14 y 15 se muestran las cinéticas a pH 7.2 y 8.0, respectivamente. En la cinética de 

crecimiento a pH 7.2 se observó un agotamiento de la fuente de carbono a las 8 h, alcanzando 

una biomasa máxima de 11.13 ± 0.27 g/L (figura 14 A) y una concentración máxima de ADNp de 

28.9 ± 0.6 mg/L, lo que representa un rendimiento de producto en biomasa de 2.28 ± 0.15 mg/g 

(figura 14 B). En el cultivo a pH 8.0 se observó un agotamiento de la fuente de carbono hasta las 

11 h. En este punto se observó una caída en la concentración celular, que en la siguiente hora se 

recuperó, alcanzando 8.04 ± 0.06 g/L (figura 15 A). La concentración máxima de ADNp para este 

cultivo fue de 31.9 ± 0.6 mg/L y un rendimiento producto en biomasa de 2.72 ± 0.17 mg/g (figura 

15 B).  

En la tabla 9 se resumen los parámetros cinéticos y estequiométricos de ambas condiciones, 

donde podemos apreciar una disminución importante en la velocidad especifica de crecimiento, 

siendo, a pH 8, de 35.2 % menor que a pH 7.2. También se observa una disminución en las 

velocidades específicas de consumo de sustrato y en la producción de ADNp de  0.90 a 0.68 gX/gGlc 

y 0.89 a 0.69 gADNp/(gX*h), respectivamente. En cuanto al contenido de plásmido súper enrrollado 

(CSE), para ambas condiciones fue cercano al 80 %. 
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Tabla 9. Parámetros cinéticos y estequiométricos de cultivos a pH constante. 

Parámetro pH 7.2 pH 8.0 

µ (h-1) 0.39±0.00 0.25±0.01 

Y X/S (gX/gGlc) 0.43±0.02 0.37±0.02 

qS  (gGlc/(gX*h)) 0.90±0.04 0.68±0.05 

ADNp (mg/L) 20.8±0.4 23.6±4.2 

Y P/X (gADNp/gX) 2.28±0.15 2.72±0.17 

qP (gADNp/(gX*h)) 0.89±0.06 0.69±0.06 

 

 

En los gráficos de control de pH (figura 14 C y D; figura 15 C y D) de ambos cultivos (pH 7.2 y pH 

8.0), se observó que al entrar en la fase estacionaria del cultivo, se pierde el control de la variable 

de pH, esto debido a que la demanda de base se encuentra al máximo en la fase exponencial del 

cultivo y, una vez que entra a la fase estacionaria, la demanda de base cesa. Sin embargo, existe 

un retraso entre la retroalimentación del control y el monitoreo del sistema que da como 

resultado una acumulación de álcali al final de la fase exponencial. Además, se puede observar 

que durante la fase estacionaria se incrementó gradualmente el pH. Este incremento puede 

deberse a que una vez que se consume la glucosa (fuente limitante de carbono), la célula 

comienza a utilizar aminoácidos como fuente de carbono, en especial triptófano y glutamato que, 

al ser metabolizados, aportan amonio al sistema, resultando en un incremento en el pH (Wolf, 

2005).  

Al igual que el control de pH, el control de la TOD en el cultivo a pH 7.2 (figura 14 C y D) se pierde 

en la fase estacionaria, donde el metabolismo celular se ve disminuido como resultado de una 

escasez de nutrientes y esto se traduce en una menor velocidad de consumo de oxígeno,  lo cual 

provocó que la agitación se reduzca al mínimo. En el gráfico de control se puede observar un 

incremento brusco en la TOD, que correspondió a la transición hacia la fase estacionaria. Es en 

este punto donde la agitación comienza a disminuir debido a la disminución en la demanda de 

oxígeno.  Sin embargo, para este experimento, la velocidad de agitación mínima fijada en el 

bioreactor (200 rpm), permite que la TOD sobrepase las necesidades del cultivo en la fase 

estacionaria, razón por la cual se observó un incremento en la TOD en esta fase del cultivo. 
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Figura 14. Cinética de cultivo a pH 7.2. A: Curva de crecimiento y consumo de glucosa. B: Producción de 
ADNp. C y D: Control de pH y TOD de las replicas experimentales. Las barras de error estándar representan 
la diferencia entre dos cultivos independientes. 
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Figura 15. Cinética de cultivo a pH 8.0. A: Curva de crecimiento y consumo de glucosa. B: Producción de 
ADNp. C y D: Control de pH y TOD de las replicas experimentales. Las barras de error estándar representan 
la diferencia entre dos cultivos independientes. 
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Es sabido que pequeñas desviaciones del pH óptimo de crecimiento, incluso de 0.5 unidades de 

pH, representan una condición de estrés para las células, provocando una disminución en 

parámetros cinéticos y estequiométricos (Ongkudon et al., 2011). El efecto del pH como un 

agente estresante estará en función de los valores que se adopten en esta variable. En este 

estudio se evaluó el efecto de cultivos a pH 8. Es interesante ver que, si bien es marcada la 

disminución de los parámetros cinéticos y estequiométricos relacionados a sustrato y biomasa, 

los parámetros estequiométricos relacionados al producto (ADNp), aumentan, obteniendo un 

incremento del 10 % en la concentración máxima de ADNp (en la fase estacionaria) y 19 % en el 

rendimiento producto en biomasa. En otros estudios ya se ha reportado que pequeñas 

desviaciones del pH óptimo de crecimiento (pH 7), incluso de 0.5 unidades de pH, propician un 

incremento, tanto en el rendimiento volumétrico como específico en la producción del plásmido 

pcADN3F, de 40 % y 67 %, respectivamente (Ongkudon et al., 2011). Reinikainen y colaboradores 

en 1998 estudiaron el efecto del pH y la temperatura en la producción de ADNp en donde de igual 

forma observaron que la producción se veía favorecida por a medida que incrementaba el pH, 

obteniendo una producción máxima a pH 8.0. 

El incremento en la síntesis de ADNp puede deberse al impacto que tiene el pH sobre la velocidad 

de crecimiento, que se sabe es un parámetro sensible a ligeras variaciones de esta variable 

(Ongkudon et al., 2011). En general, se asume que bajas velocidades de crecimiento llevan a una 

mayor síntesis de ADNp (O’Kennedy et al., 2003; Bhole and Ross, 2011; Bentley et al., 1990; Ryan 

et al., 1991; Wunderlich et al., 2014). Esto se ha atribuido a una mayor estabilidad del plásmido y 

a que la replicación del plásmido se ve privilegiada sobre otras actividades celulares (Prather et 

al., 2003); sin embargo, existen reportes contradictorios donde se muestra un incremento en la 

producción de ADNp a velocidades de crecimiento altas (Seo and Bailey, 1985; Seo and Bailey, 

1986; Zabriskie and Arcuri, 1986; Reinikainen and Virkajärvi, 1989).  A pesar de que la velocidad 

de crecimiento parece afectar fuertemente la producción de ADNp, aún no queda muy claro  

cómo es que este parámetro influye en su producción. También se ha propuesto que mantener 

un pH ligeramente elevado permite aumentar la fuerza protón motriz que beneficiaría la 

replicación del ADNp (Ongkudon et al., 2011).  
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5.1.2 Efecto del pH sobre la producción de subproductos metabólicos 

 

La producción de ácidos orgánicos para los cultivos a pH constante se muestra en la figura 16, 

donde se puede apreciar que a pH 8 (figura 16 B), la producción de ácidos orgánicos se 

incrementó en un 117, 147, 583 y 87 %, para acetato, formiato, lactato y succinato, 

respectivamente. Lo anterior con respecto a los cultivos a pH 7.2. Las concentraciones máximas 

de ácidos orgánicos se presentan en la tabla 10. 
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Figura 16. Cinéticas de producción de ácidos orgánicos. A: cultivo a pH 7.2 y B: cultivo a pH 8.0. Las barras 
de error estándar representan la diferencia entre dos cultivos independientes. 

 

El rendimiento de ácido orgánico en biomasa resultó ser superior bajo las condición de pH 8.0 

(figura 17 A)  al igual que la velocidad especifica de acumulación de estos metabolitos. Sin 

embargo, es posible apreciar que la velocidad específica de acumulación para acetato y formiato 

fueron muy similares, mientras que para lactato y succinato, resultó ser mucho mayor a pH 8.0 

(figura 17 B). 

 

A B 
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Tabla 10. Concentración máxima de ácidos orgánicos en cultivos a pH constante. 

Parámetro pH 7.2 pH 8.0 

Acetatomax (g/L) 0.24±0.02 0.52±0.02 

Formiatomax (g/L) 0.17±0.04 0.42±0.03 

Lactatomax (g/L) 0.06±0.01 0.41±0.01 

Succinatomax (g/L) 0.15±0.02 0.28±0.06 
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Figura 17. Producción de ácidos orgánicos. A: rendimiento específico de ácido orgánico con respecto a 

biomasa y B: velocidad específica de producción de ácidos orgánicos. Las barras de error estándar 

representan la diferencia entre dos cultivos independientes. 

 

El aumento en el sobreflujo metabólico a pH 8 concuerda con el hecho, aceptado de forma 

general, de que a pH alcalino se favorece la producción de ácidos orgánicos (Amanullah et al., 

2001). Es importante destacar que el lactato y el succinato parecieran estar mayormente ligados 

al estrés por pH, ya que tanto su producción específica (164 % y 246 % para lactato y succinato, 

respectivamente), como la velocidad de acumulación (225 % y 120 %, para lactato y succinato, 

respectivamente) fue mayor que a pH 7.2 y en mayor medida que acetato y formato.  

Como se menciona en el apartado de antecedentes, el catabolismo de aminoácidos es una de las 

respuestas presentes en E. coli al estrés por pH. El resultado de dichas reacciones puede 

desembocar en la producción de ácidos orgánicos, ya que un producto que tienen en común la 

enzima TnaA y CysK, es piruvato, que puede ser procesado a acetato, mediante PTA y la ACK 

A B 
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(fosfotranscetilasa y acetato cinasa, respectivamente). El piruvato  también puede ser convertido 

en formiato y lactato mediante la PFL (piruvato formiato liasa) y la LDH (lactato deshidrogenasa), 

respectivamente. Por último, la síntesis de succinato es a partir de oxaloacetato, el cual, mediante 

una serie de reacciones que terminan en la reducción de fumarato por el complejo enzimático 

fumarato reductasa, produce succinato. 

Tanto la producción de succinato como de formiato se asocian a un metabolismo anaerobio 

(Wolf, 2005). Sin embargo, para formato se ha reportado un nivel basal de expresión en E. coli en 

condiciones aerobias (Pecher et al., 1982), por lo que la producción de formato puede deberse a 

un aumento en la actividad de la PFL presente. En cuanto a succinato, existen vías alternas a la 

vía de fermentación ácido-mixta para su síntesis, una de ellas es mediante la degradación de 

arginina por la arginina succiniltranferasa o AST (Barbara et al., 1998; Cunin et al., 1986). Esta es 

una de las vías que comprende el catabolismo de aminoácidos, que es activada debido al estrés 

por pH (Stancik et al., 2002). Sin embargo, como más adelante se mostrará, no hay un aumento 

en los niveles relativos de transcripción de astD a través del tiempo. De hecho son menores que 

en el cultivo control a pH 7.2, por lo que el aumento en la concentración de succinato podría ser 

análoga al caso de la PFL, donde existe un nivel basal de expresión que podría desembocar en la 

activación de la enzima ya presente. La enzima responsable de la producción de lactato en  E. coli 

es la lactato deshidrogenasa (LDH). Esta enzima se encuentra presente tanto en condiciones 

aerobias como anaerobias (Mat-Jan et al., 1989). Se ha reportado que para la producción de 

lactato bajo condiciones aerobias, se requiere de la acidificación del medio; sin embargo, en el 

presente estudio se observó un incremento en la producción de este metabolito, bajo condiciones 

que suponen un estrés alcalino. El importante incremento en la producción de lactato puede 

deberse a una respuesta por parte de la célula por mantener la relación NADH/NAD+, ya que, 

durante el estrés alcalino, la NADH deshidrogenasa I y II (ndh y nuo, respectivamente) disminuyen 

sus niveles de transcripción, lo cual podría indicar una disminución en la expresión de estas 

enzimas. Dicha dismución, puede ser una medida por parte de la célula para evitar la salida de 

protones (Maurer et al., 2005). Debido a lo anterior, se puede esperar un aumento en la relación 

NADH/NAD+ y por lo tanto una disminución en el poder oxidativo de la célula. Durante la síntesis 

de lactato, el NADH proporciona poder reductor, generando NAD++H+, que podría estar 

contribuyendo al balance de la proporción NADH/NAD. 
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5.1.3 Efecto de cultivos a pH 8 sobre las respuestas transcripcionales  de genes de interés 

Con el propósito de evaluar la presencia de estrés por pH alcalino en células de E. coli  se analizó 

la transcripción de 10 genes, mediante qRT-PCR, y se compararon contra un control endógeno, 

idnT. Los genes estudiados se pueden incluir en 3 grupos, de acuerdo a su función: 

transportadores (cyoA y nhaA), catabolismo de aminoácidos (astD, cysK, gadA y tnaA) y 

reguladores transcripcionales (torR, rpoS, nrdR y purR). En la figura 18 se muestran los niveles 

relativos de expresión de cada uno de los grupos mencionados en distintas fases del cultivo: 

exponencial temprana (Exp. I, 2 h de cultivo), exponencial media (Exp. II, 5 h de cultivo), 

exponencial tardía (Exp. III, 8 h de cultivo) y estacionaria (Est., 11 h de cultivo). Dentro de los 

reguladores transcripcionales, rpoS es un regulador maestro en la respuesta a estrés no solo por 

pH sino también por temperatura, osmolaridad, estrés oxidativo y escasez de nutrientes (Battesti 

et al., 2011). torR es un regulador positivo de tnaA, bajo condiciones alcalinas (Simon et al., 1994; 

Jourlin et al., 1996). nrdR es un regulador negativo de la expresión de diferentes operones que 

codifican para ribonucleotido reductasas, en función de la abundancia de desoxiribunucleotidos 

trifosfatos (Mckethan et al., 2013; Rodionov et al., 2005). Por ultimo, purR está involucrado en el 

control de distintos genes que intervienen en la síntesis de nucleótidos de purina (He et al., 1990; 

Meng et al., 1990; Rolfes et al., 1990).  

A pH 8.0, el antiportador nhaA (figura 18 A) mostró un incremento en su nivel relativo de 

expresión desde la fase exponencial temprana del cultivo y fue incrementando a lo largo del 

cultivo, de tal forma que, en la fase estacionaria, aumentó 4.5 veces con respecto a pH 7.2. Como 

se sabe, este antiportador es uno de los elementos más importantes en la respuesta a estrés por 

pH alcalino en E. coli, ya que permite el ingreso de iones hidronio, con lo que se logra mantener 

el pH intracelular, durante el estrés alcalino. Además se sabe, que exhibe una gran dependencia 

con el pH, aumentando su actividad en tres órdenes de magnitud entre un pH externo de 6.5 y 

uno de 8.5 (Taglicht et al., 1991). También se ha observado que al mutar nhaA, las células de E. 

coli son incapaces de crecer en pH alcalino (Padan et al., 1989; Padan 2008). Otra característica 

importante de este antiportador es que se ha propuesto como un sensor del pH extracelular 

(Padan 2008).  
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Figura 18: Niveles de transcripción de genes de interés de E. coli a pH 8 en diferentes fases del cultivo. A: 

Transportadores, B: Catabolismo de aminoácidos, C: Reguladores transcripcionales. Exp. I (exponencial 

temprana, 2 h de cultivo), Exp. II (exponencial media, 5 h de cultivo), Exp. III (exponencial tardía, 8 h de 

cultivo), Est. (estacionaria, 11 h de cultivo). Los niveles de transcripción de cada gen se normalizaron contra 

el gen calibrador, idnT, y se compararon con cultivos de referencia a pH 7.2. Las barras de error estandar 

representan la diferencia experimental entre dos réplicas independientes (en cada réplica se realizaron 3 

determinaciones por gen). 
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Los niveles de expresión el citocromo bo, denotados por cyoA (figura 18 A), al inicio del cultivo se 

encuentran disminuidos y, a medida que avanza el cultivo, se incrementa su expresión 5.8 veces 

más que el control a pH 7.2 en la fase estacionaria. Algo similar observaron Cotter y colaboradores 

(1990) al incrementar el pH extracelular de 6.0 a 7.5, donde el citocromo bo incremento 4 veces 

su expresión. Al incrementarse la expresión de esta cadena de transporte de electrones, se 

permite una mayor acidificación que favorece el crecimiento celular a pH alcalino, contrario a lo 

que sucede a pH ácido, donde la acidificación debe ser minimizada y el citocromo bd, que tiene 

una menor afinidad por oxígeno, incrementa su 2 veces su expresión, al cambiar el pH de 6.5 a 

5.5  (Cotter et al., 1900).  

En cuanto a los genes relacionados al catabolismo de aminoácidos (figura 18 B), podemos 

observar que tnaA es el que mostró el mayor incremento en su expresión (29 veces), en la fase 

estacionaria del cultivo. Es sabido que tnaA juega un papel muy importante durante el estrés por 

pH, tanto en aerobiosis como en anaerobiosis, generando metabolitos ácidos, mediante la 

desaminación de distintos aminoácidos como triptófano, serina y cisteína (Stanik et al., 2002; 

Yohannes et al., 2004), con lo que contribuye a mantener un pH intracelular dentro de valores 

fisiológicos. Es importante destacar que tnaA es un gen inducido por rpoS (Lacour y Landini 2004), 

por lo que el incremento en los niveles relativos de transcripción fue hasta la fase estacionaria. 

Por otro lado, cysK mostró un aumento en sus niveles de transcripción a partir de las 5 h de cultivo 

y hasta alcanzar en la fase estacionaria  un valor 7.6 veces mayor que a pH 7.2. La enzima 

codificada por el gen cysK remueve el grupo sulfidrilo de la cisteína, para producir serina, que 

después puede ser desaminada a piruvato, contribuyendo a la síntesis de metabolitos ácidos y a 

mantener valores de pH fisiológicos durante el estrés por pH alcalino (Stanik et al., 2002). Los 

niveles de transcripción de astD  se mantuvieron disminuidos durante todo el cultivo. Esto difiere 

de lo reportado por Stanik y colaboradores en el 2002, quienes observaron un incremento en la 

expresión de esta enzima a partir de pH 8. Por último, gadA muestra de igual forma una 

disminución en su expresión a pH 8, en comparación con los cultivos a pH 7.2, lo cual concuerda 

con lo observado con Stanik y colaboradores en el 2002, quienes observaron un incremento en la 

expresión de esta enzima a pH 9.0, pero en condiciones de anerobiosis. 
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Con respecto a los reguladores transcripcionales (figura 18 C), se observó que el regulador 

transcripcional torR no incrementó sus niveles de expresión en ninguna fase del cultivo. Este 

regulador forma parte del sistema de fosoforelevo TorR/TorS que se ha propuesto participa 

durante el estrés por pH alcalino a través de la inducción de tnaA (Bordi et al., 2003).  El hecho de 

que los niveles de transcripción de torR no se incrementaran es congruente con la aerobicidad de 

los cultivos, ya que este sistema detecta TMAO, que es un aceptor de electrones durante la 

respiración anaerobia. El regulador transcripcional  rpoS mostró un decremento en su expresión 

a las 2 h de cultivo, en comparación con los cultivos a pH 7.2. A medida que avanzó el cultivo se 

incrementó su nivel de transcripción, hasta alcanzar 7.3 veces más que a pH 7.2. Esto confirma la 

presencia de estrés en las células y su incremento en la fase estacionaria concuerda con lo 

reportado antes para este regulador transcripcional, ya que se asocia a la limitación de sustratos 

que se da en la fase estacionaria (Lange y Hengge, 1994; Merrikh et al., 2009) y distintas 

situaciones de estrés, incluyendo el estrés por pH (Berson et al., 1996; Waterman y Small, 1996; 

Nair y Finkel, 2004). nrdR y purR son reguladores negativos de enzimas involucradas en la síntesis 

de nucleótidos. Podemos observar que, para nrdR, los niveles de expresión al inicio del cultivo 

están ligeramente elevados. Posteriormente disminuyen y nuevamente en la fase estacionaria 

del cultivo se incrementan ligeramente (1.5 veces), mientras que purR está incrementado desde 

las 2 h del cultivo y a medida que avanza, también lo hacen los niveles de expresión de purR, hasta 

alcanzar un incremento de 10.3 veces mayor que a pH 7.2, en la fase estacionaria. Estos resultados 

sugieren una disminución en la síntesis de nucleótidos a pH 8.0, que se ve regulada a la baja desde 

la fase exponencial media y hasta la fase estacionaria. 

5.2 Simulación de gradientes utilizando la metodología de escalamiento 

descendente 

 

Para la simulación de gradientes se utilizaron flujos de recirculación de 1.04, 1.38, 2.08 y 4.16 

mL/s entre STR 1 (5 L) y STR 2 (0.25 L), para asegurar tiempos de residencia en STR 2 de 60, 120, 

180 y 240 s, respectivamente.  De esta forma, la frecuencia en que las células entran a la zona de 

adición de álcali (STR 2), fue de un mínimo de 2.8 x 10-4 s-1 a un máximo de 8.0 x 10 -4 s-1, con lo 

que se respeta el parámetro de diseño de frecuencia máxima (1.7 x 10-3 s-1). 
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La configuración del sistema de escalamiento descendente permitió simular gradientes de pH en 

función del tiempo de residencia en STR 2, que, a medida que aumentaba, también lo hacía el pH 

en este compartimento. En la figura 19 se puede observar la diferencia de pH entre los dos 

compartimentos a lo largo del cultivo. STR 1 se mantuvo a un pH de 7.2±0.2 y STR 2, dependiendo 

del flujo de recirculación, el pH alcanzó valores de hasta 9.4 unidades (en flujos de recirculación 

de 1.04 mL/s) (figura 19 D). Se observó además que en éste flujo de recirculación de 1.04 mL/s, 

el pH en STR 2 presentó un comportamiento oscilatorio, que no se observó en las otras 

condiciones experimentales. Esto fue debido a que al ser el tiempo de recirculación más bajo que 

se ensayó, presentó una mayor acumulación de álcali en STR 2 y una menor transferencia de éste 

álcali a STR 1. De tal forma, que para cuando se satisfacía la demanda de álcali necesaria para 

neutralizar los metabolitos ácidos en STR 1, se apagaba el control de pH, bloqueando la bomba 

que alimentaba álcali en STR 2. Sin embargo, para entonces la acumulación de álcali en STR 2 era 

suficiente para satisfacer la demanda de álcali en STR 1 durante unos minutos más, provocando 

así un comportamiento oscilatorio en la variable de pH en STR 2. La presencia de las 

perturbaciones de pH simuladas tuvieron efecto en diferentes aspectos del cultivo, como son el 

crecimiento celular, la producción de ADNp, la presencia de subproductos metabólicos y la 

expresión de algunos genes relacionados a estrés. En tabla 11 se muestra un resumen de los 

resultados obtenidos en las diferentes condiciones experimentales y en la figura 20  se muestra 

un ejemplo de los resultados obtenidos a un tiempo de residencia de 60 s. Al igual que en los 

experimentos control, podemos observar que al final de la fase exponencial se pierde el control 

de pH (figura 19) en ambos compartimentos (STR 1 y STR 2). Como se discutió anteriormente, 

esto se debe al retraso del controlador en la transición de la fase exponencial a la estacionaria, 

donde se da una acumulación de álcali, que eleva el pH al final de la fase exponencial. Además la 

utilización de aminoácidos como fuente de carbono, contribuye al incremento del pH, en la fase 

estacionaria. En lo que respecta a la TOD (figura 20 C y D), podemos observar que en STR 2 el 

control se pierde al inicio y al final del cultivo. Este comportamiento se debe a que la agitación en 

STR 2 se mantuvo constante durante todo el cultivo, lo que permitió que la TOD sobrepasara las 

necesidades del cultivo en la fase exponencial temprana y en la fase estacionaría. Mientras que 

STR 1 siguio el mismo comportamiento observado en los cultivos a pH constante, donde solo se 
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perdió el control de la TOD al final del cultivo. Los gráficos correspondientes a las distintas 

condiciones experimentales se pueden consultar en el apéndice A 2. 

Tabla 11. Resultados obtenidos en las diferentes condiciones experimentales 

Experimento 
VSTR1 

(L) 

VSTR2 

(L) 

QR 

(mL/s) 

Frecuencia, 

F, (s-1) 

Tiempo de 

residencia, tR, (s) 

Biomasa 

máxima (g/L) 
µ (h-1) 

Yx/s 

(gX/gADNp) 

ADNpmax 

(mg/L) 

YP/X 

(gADNp/gX) 
CSE (%) 

*1 0.7 - - - - 11.13 ± 0.27 
0.39 ± 
0.00 

0.43 ± 0.02 28.9 ± 0.6 2.28±0.15 83 ± 2. 

**2 0.7 - - - - 8.04 ± 0.06 
0.25 ± 
0.01 

0.37 ± 0.01 31.9 ± 0.6 2.72±0.17 80 ± 1 

3 5 0.25 4.16 0.00083 60 11.91 ± 0.12 
0.38 ± 
0.01 

0.52 ± 0.02 30.0 ± 1.0 2.41±0.09 84 ± 2 

4 5 0.25 2.08 0.00042 120 11.51 ± 0.01 
0.39 ± 
0.00 

0.43 ± 0.02 25.5 ± 2.2 2.15±0.24 81 ± 2 

5 5 0.25 1.36 0.00027 180 11.68 ± 0.22 
0.39 ± 
0.02 

0.49 ± 0.01 25.3 ± 1.6 2.06±0.10 88 ± 2 

6 5 0.25 1.04 0.00021 240 10.89 ± 0.22 
0.35 ± 
0.00 

0.45 ± 0.01 17.6 ± 0.5 1.87±0.07 85 ± 2 

* Experimento control a pH 7.2. 

**Experimento control a pH 8.0. 

 

Figura 19. Diferencia de pH entre los dos compartimentos del sistema de escalamiento descendente a 
diferentes tiempos de residencia en STR 2. A: tR= 60 s (QR= 4.16 mL/s), B: tR= 120 s (QR= 2.08 mL/s), C: 
tR=180 s (QR= 1.38 mL/s), D: tR= 240 s (QR= 1.04 mL/s). 
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Figura 20. Cinética con simulación de gradientes de pH con un tiempo de residencia en STR2 de 60 s 
(QR=4.16mL/s). A: Curva de crecimiento y consumo de glucosa. B: Producción de ADNp. C y D: Control de 
TOD (STR 1 y STR 2) de las replicas experimentales. Las barras de error estándar representan la diferencia 
entre dos cultivos independientes. 
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5.2.1 Efecto de los gradientes de pH sobre la cinética del cultivo y la producción de ADNp 

 

En general para todas las condiciones experimentales probadas en el SED, se observó un 

agotamiento de la fuente de carbono entre las 8 y 9 h del cultivo. Donde la biomasa alcanzada 

fue de 11.91 ± 0.12, 11.51 ± 0.01, 11.68 ± 0.22 y 10.89 ± 0.22 g/L para un tR de 1, 2, 3 y 4 min, 

respectivamente. Si bien parece no haber diferencia entre las primeras tres condiciones 

experimentales, a un tiempo de residencia en STR 2 de 4 min, se observó un pequeño decremento 

en la biomasa máxima (9 %) y la velocidad de crecimiento (8 %) con respecto a un tR de 60 s. En 

el 2003, Onyeaka y colaboradores utilizaron un sistema de escalamiento descendente que 

consistía de un STR y un PFR recirculados entre sí, con el que lograron simular gradientes de TOD, 

sustrato y pH, utilizando como modelo biológico una cepa de E. coli. Dentro de los resultados 

reportados por estos investigadores, se observó una caída en la viabilidad celular de 99 a 94 % y 

de igual forma se vio disminuida la concentración de biomasa máxima alcanzada (de 37 a 16 g/L) 

cuando se incrementó el tiempo de residencia en el PFR de 50 a 110 s. Sin embargo, tales efectos 

fueron atribuidos a la presencia de gradientes de TOD, sustrato y pH simultaneos, ya que no se 

evaluaron por separado. Amanullah y colaboradores en el 2000, al implementar un sistema de 

escalamiento descendente para la simulación de gradientes de pH, utilizando como modelo 

biológico una cepa de Bacillus subtilis y la producción de acetoína y butanodiol, no observaron 

efecto alguno en el crecimiento celular. Sin embargo, al utilizar otros modelos biológicos como 

células eucariotas se ha observado no solo una caída en la viabilidad celular (Miller et all., 1988; 

Osman et al., 2002) si no también eventos de lisis celular (Ozturk 1996).  

En lo que respecta a la producción de ADNp (figura 21), se puede observar que, a medida que se 

incrementa el tiempo de residencia en el reactor pequeño, y por lo tanto la magnitud de los 

gradientes simulados, hay una disminución en el rendimiento volumétrico y específico de ADNp 

(figura 21 B). Sin embargo, la productividad específica solo ve afectada en un tR de 240 s (figura 

21 A). En un tR de 60 s en STR 2, no se observó diferencia en la producción de ADNp, en 

comparación con los cultivos a pH constante (pH 7.2).  Sin embargo, a partir de 120 s de Tr  en STR 

2, la concentración máxima de ADNp disminuyo alrededor del 12 %, con respecto a cultivos a un 

pH constante de 7.2. El mayor efecto en la producción de ADNp, se observó en un tiempo de 

residencia de 240 s, donde hay una disminución del 39 % en la concentración máxima de ADNp, 
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que representa en un decremento en el rendimiento producto en biomasa del 18 %, con respecto 

a cultivos a un pH constante de 7.2. En lo que respecta a la topología del ADNp, la isoforma súper 

enrrollada no mostró diferencia en las distintas condiciones experimentales evaluadas, 

manteniéndose siempre alrededor del 80 % (figura 21 A).  
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Figura 21.  Producción de ADNp a distintos tiempo de residencia en STR2. A: productividad específica, B: 
rendimiento volumétrico y específico. Las barras de error estandar representan la diferencia entre dos 
cultivos independientes. 

 

Anteriormente se ha discutido cómo una baja velocidad de crecimiento parece favorecer la 

producción de ADNp (O’Kennedy et al., 2003; Bhole and Ross, 2011; Bentley et al., 1990; Ryan et 

al., 1991; Wunderlich et al., 2014). También se discutió sobre los estudios existentes, en donde 

se muestra que desviaciones del pH óptimo de crecimiento, hacia valores alcalinos, puede 

incrementar no sólo en el número de copias de ADNp (Reinikainen et al., 1989; Reinikainen  et 

al., 1988), sino también, en el rendimiento volumétrico y específico de ADNp (Ongkundon et al., 

2011), en E. coli. A la misma conclusión se llegó con los resultados obtenidos en cultivos a pH 

constante. Sin embargo, no era posible discernir si el efecto observado se debía a la disminución 

en la velocidad de crecimiento, al pH alcalino del medio o una posible interacción entre ambos 

factores. Durante los cultivos utilizando el SED, fue posible exponer a las células a condiciones 

oscilatorias de pH, sin comprometer su velocidad de crecimiento de forma importante (solo se 

observó una disminución del 10 % a un tR de 240 s en STR 2 en comparación con cultivos a pH 

7.2), lo que llevó a una disminución en la producción de ADNp. Lo anterior nos permite sugerir 

que el aumento en la producción de ADNp observada a pH 8.0 es debido a un decremento en la 

A B 
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velocidad de crecimiento, más que un incremento en la fuerza protón motriz como lo propone 

Ongkudon y colaboradores (2011). Como ya se mencionó, otros estudios han mostrado 

resultados contradictorios, ya que han observado que la producción de ADNp se incrementa al 

aumentar la velocidad de crecimiento (Seo and Bailey, 1985; Seo and Bailey, 1986; Zabriskie and 

Arcuri, 1986; Reinikainen and Virkajärvi, 1989). Por ello, el comportamiento anterior parece 

depender del tipo de plásmido que se utiliza; sin embargo, es necesario indagar más sobre la 

relación entre la velocidad de crecimiento y la producción de ADNp, para comprender cómo es 

que estas dos variables interactúan entre sí.  

Una posible explicación de los resultados obtenidos en los cultivos realizados con el SED, es que 

el pH, por sí sólo, podría estar afectando la estabilidad del plásmido, ya que como lo ha reportado 

Schuldiner y colaboradores (1986), un cambio de pH hacia valores alcalinos, detona respuestas 

del tipo SOS  en E. coli. Podría ser que el pH actué en la apertura del origen de replicación, en la 

biosíntesis de proteínas o en la actividad de enzimas involucradas en la replicación del DNA, tal y 

como lo proponen tales autores. Además, es sabido que el pH alcalino promueve la síntesis de 

proteínas de choque térmico, algunas de ellas chaperonas que asisten al plegamiento de 

proteínas como DnaK, DnaJ y GroEL (Maurer et al., 2005), lo cual indica que algunas proteínas 

podrían estar siendo desestabilizadas. Es posible que durante la exposición a condiciones 

fluctuantes de pH, no se alcance la inducción necesaria para la expresión de estas proteínas, que 

podrían estar asistiendo a la maquinaria de replicación, resultando en un déficit en la producción 

de ADNp. Por otro lado, podría ser que se vean comprometidos algunos precursores de la síntesis 

de nucleótidos o incluso que una fracción importante de la fuente de carbono se dedique a gastos 

energéticos, debido al estrés por pH, disminuyendo el rendimiento para la producción de ADNp. 

 

5.2.2 Efecto de los gradientes de pH en la producción de subproductos metabólicos 
 

Las condiciones fluctuantes de pH simuladas con el SED favorecieron la acumulación de ácidos 

orgánicos, tal y como se muestra en la figura 22, donde se puede apreciar que el acetato alcanza 

una concentración máxima cercana a 0.8 g/L a un tR de 120 s y prácticamente se mantiene sin 

cambios a tiempos de residencia entre 120 y 240 s. Formiato y lactato alcanzaron una 

concentración máxima de 1.0 ± 0.1 y 0.6 ± 0.2 g/L, respectivamente, lo anterior a tiempos de 
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residencia de 180 s. Al incrementar el Tr a 240 s, disminuye su concentración, pero se mantiene 

por arriba de las concentraciones máximas alcanzadas a tiempos de residencia de 60 y 120 s. Por 

último, la concentración de succinato mostró un concentración máxima de 0.7 ± 0.2 g/L a un tR 

de 240 s en STR 2, mientras que a tiempos de residencia de 60, 120 y 180 s, se alcanzaron 

concentraciones cercanas a las observadas en los cultivos control a pH 8.0 (0.3 ± 0.1). 

EL mayor rendimiento de ácido orgánico en biomasa para acetato, formiato y lactato (0.16 ± 0.02, 

0.16 ± 0.03 y 0.14 ± 0.05 g/g, respectivamente) ocurrió para la condición de 180 s de tR,  mientras 

que el mayor rendimiento específico para succinato, fue a 240 s de Tr (0.06 ± 0.01 g/g). La misma 

tendencia se observó para la velocidad de acumulación de estos metabolitos. En la figura 23 se 

muestran tanto el rendimiento específico (panel A), como la velocidad de acumulación (panel B) 

de ácidos orgánicos.  
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Figura 22. Concentración máxima de ácidos orgánicos en distintas condiciones experimentales. Las 
condiciones experimentales expresadas en segundos hacen referencia al tiempo de residencia en STR 2. 
Las barras de error estándar representan la diferencia experimental entre dos réplicas independientes. 
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Figura 23. Producción de ácidos orgánicos en distintas condiciones experimentales. A: rendimiento 
especifico, B: velocidad específica de acumulación de ácidos orgánicos. Las condiciones experimentales 
expresadas en segundos hacen referencia al tiempo de residencia en STR 2. Las barras de error estándar 
representan la diferencia entre dos cultivos independientes. 

 

Si bien la presencia de gradientes parece no tener un efecto tan importante en el crecimiento 

celular, en la producción de subproductos metabólicos, como son los ácidos orgánicos, tiene un 

efecto relevante. Al comparar los resultados bajo las distintas condiciones evaluadas en el SED, 

con cultivos a pH contante, se observó que incluso en un tR en STR 2 de 60 s, las concentraciones 

de ácidos orgánicos superan las observadas en el control a pH 7.2 (excepto formato). En algunos 

casos, incluso se superan las concentraciones alcanzadas a pH 8.0, como es el caso de acetato, 

que en todas las condiciones experimentales evaluadas en el SED, la concentración fue mayor 

(0.6 ± 0.1, 0.8 ± 0.1, 0.7 ± 0.1, 0.8 ± 0.1 g/L a 60, 120, 180 y 240 s, respectivamente) que a pH 8.0 

(0.5 ± 0.0 g/L). Por su parte formiato y lactato sólo a 180 s de tR en STR 2 (1.0 ± 0.1 y 0.6 ± 0.2 g/L, 

respectivamente) alcanzaron una concentración mayor que a pH 8.0 (0.4 ± 0.0 y 0.4 ± 0.0 g/L, 

respectivamente). Por último, la concentración de succinato solo fue mayor que a pH 8.0 (0.3 ± 

0.1 g/L) a un tR de 240 s en STR 2 (0.7 ± 0.2 g/L). Algo similar observaron Amanullah y 

colaboradores en el 2001, en donde incluso en tiempos de residencia de 30 s (en la zona de 

adición de álcali), la concentración de acetato se incrementó con respecto al control (de 0.00 g/L 

A B 
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a 0.02 g/L) y a medida que se incrementó el tR, también lo hizo la producción de acetato, hasta 

alcanzar una concentración de 0.75 g/L a 240 s de Tr, en la zona de adición de álcali.  

Cuando se transformaron las concentraciones máximas alcanzadas de ácidos orgánicos en las 

distintas condiciones experimentales (evaluadas en el SED), a una expresión de producción 

específica con respecto a la célula (rendimiento ácido orgánico en biomasa, YAO/X), se observó que 

la condición de 3 min de tiempo de residencia en STR 2, parece tener un mayor efecto en la 

producción de estos metabolitos ácidos, por lo menos para acetato, formato y lactato. Lo anterior 

puede deberse a que durante los experimentos a 240 s de tR en STR 2, los gradientes alcanzados 

fueron de más de dos unidades de pH, lo cual corresponde a valores cercanos a pH 9. Durante 

estas excursiones de pH se observó que la inyección de oxígeno para controlar la TOD en STR 2 

cesaba (datos no mostrados), de lo cual se infiere que las células estaban disminuyendo su 

respiración, como efecto de la presencia de valores elevados de pH. Pudiera ser que durante la 

exposición oscilatoria a valores altos de pH (pH 9), la célula este dirigiendo más recursos 

energeticos hacia la contención de del estrés ocacionado por el pH y esto decremente el 

sobreflujo metabólico. 

En general, se sabe que el fenómeno de sobre flujo metabólico en E. coli es detonado por la 

presencia de distintos tipos de estrés, como lo son la presencia de gradientes de sustrato 

(Neubauer et al., 1995; Bylund et al., 1999), gradientes en la TOD (Sandoval-Basurto et al., 2005; 

Lara et al., 2006) gradientes de TOD y sustrato juntos (Xu et al., 1999; Blyund et al., 2000) y el 

estrés térmico (Caspeta et al., 2009; Jaén et al., 2013). En lo que respecta al estrés por pH, se sabe 

que E. coli es capaz de mantener su pH intracelular entre 7.4 y 7.8, en un intervalo de pH de 5.5 - 

9.0 (Slonczewski et al., 1981). La bacteria logra esto gracias a los diferentes mecanismos que le 

permiten enfrentar dichos valores de pH, que en intervalos alcalinos básicamente buscan 

mantener el pH fisilógico del citoplasma,  ya sea mediante la intrusión de iones hidronio, o a través 

de la producción de metabolitos ácidos (Padan et al., 2005; Krulwich et al., 2011; Saito y 

Kobayashi, 2003). En el presente trabajo, la producción de metabolitos ácidos aumentó de forma 

importante en comparación con el control a pH 7.2 de igual forma en comparación con el control 

a pH 8.  
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5.2.3 Efecto de los gradientes de pH en las respuestas transcripcionales de genes de interés 
 

Durante la exposición a condiciones fluctuantes de pH, se observaron cambios en los niveles 

relativos de transcripción de genes relacionados al estrés por pH. Para facilitar su análisis, se 

separaron en 3 grupos, los cuales fueron: a) transportadores (cyoA y nhaA), b) catabolismo de 

aminoácidos (astD, cysK, gadA y tnaA) y c) reguladores transcripcionales (nrdR, purR, rpoS  y torR). 

En el apéndice A 3 se pueden consultar los cambios en los niveles relativos de transcripción. 

 

I. Transportadores 

 

La expresión relativa del gen cyoA (figura 24-A), en tiempos de residencia de 180 y 240 s en STR 

2, aumentó a medida que el cultivo avanzó, alcanzando una máximo de 2.26 y 3.51 veces más 

que pH 7.2 (en la fase estacionaria), respectivamente. Mientras que, para un tR de 60 s solo se 

observó un incremento en la expresión de cyoA en la fase estacionaria (1.81 veces mas que a pH 

7.2). Por último a un tR  de 120 s al inicio de cultivo, los niveles de transcripción se encontraron 

regulados a la baja, incrementándose en la fase estacionaria media y tardía a valores cercanos a 

1 (sin diferencia con respecto a pH 7.2), y en la fase estacionaria nuevamente se regula a la baja 

(4.35 veces menos que a pH 7.2). Los niveles relativos de transcripción alcanzados en condiciones 

fluctuantes de pH, son considerablemente menores que a pH 8, aún cuando a tiempos de 

residencia de 240 s se alcanzan valores de pH por arriba de 9 unidades en STR 2. Sin embargo, 

bajo tal situación, la frecuencia de exposición a la zona de adición fue más baja (2.1 x 10-4 s-1). 

El aumento en los niveles relativos de transcripción de cyoA, aún en tiempos de residencia tan 

cortos como 60 s, exponen la presencia de estrés alcalino en E. coli, ya que como lo demuestra 

Cotter y colaboradores (1990) y los resultados obtenidos en el presente estudio (cultivos a pH 

8.0), cyoA es uno de los genes cuya expresión se ve incrementada cuando E. coli se expone a 

condiciones alcalinas. 

 

 

 



58 
 

 

Exp. I Exp. II Exp. III Est.

N
iv

e
l 
re

la
ti

v
o

 d
e

 t
ra

n
s

c
ri

p
c

ió
n

0

1

2

3

4

5

6

7

Exp. I Exp. II Exp. III Est.

0

1

2

3

4

5

6

 

Figura 24. Análisis transcripcional de transportadores en condiciones oscilatorias de pH. A: cyoA, B: nhaA. 
Los niveles de expresión se muestran durante diferentes fases del cultivo: Exp. I (exponencial temprana, 2 
h), Exp. II (exponencial media, 5 h), Exp. III (exponencial tardía, 8 h), Est. (estacionaria, 11 h). Los niveles 
de expresión de normalizaron con respecto a idnT y con respecto a cultivos de referencia a pH 7.2. Las 
barras de error estandar representan la diferencia experimental entre dos réplicas independientes (en 
cada réplica se realizaron 3 determinaciones por gen). 

 

En cuanto a nhaA (figura 24-B),  que codifica para un antiportador de iones Na+/H+, en la primera 

fase del cultivo, sólo mostró cambios importantes a tiempos de residencia de 120 y 180 s de 1.26 

y 1.83 veces más que a pH 7.2, respectivamente. En la fase exponencial media, sólo a 180 s de tR 

se observaron cambios significativos (de 1.84 veces) en comparación con pH 7.2. Durante la fase 

exponencial tardía, los niveles de transcripción se vieron regulados a la baja para las distintas 

condiciones experimentales y al igual que a pH 8.0, en la fase estacionaria se incrementó el nivel 

relativo de transcripción de nhaA, para tiempos de residencia de 60, 180 y 240 s (2.88, 4.26 y 2.21, 

respectivamente). Sin embargo, los cambios el cambio en los niveles de transcripción observados, 

fueron menores que a pH 8.0 y solo a 180 s de tR, los cambios en los niveles de transcripción, en 

la fase estacionaria, fueron similares (4.26 a un tR de 180 s, contra 4.54 a pH 8).  
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II. Catabolismo de aminoácidos. 

 

En la figura 25 se muestran los gráficos de transcripción relativa, correspondientes a las enzimas 

involucradas en el catabolismo de aminoácidos. A continuación se detallan los cambios 

observados en las diferentes condiciones experimentales.  
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Figura 25. Análisis transcripcional de genes del catabolismo de aminoácidos de E. coli expuesta a 
condiciones fluctuantes de pH. A: astD, B: cysK, C: gadA, D: tnaA. Los niveles de expresión se muestran 
durante diferentes fases del cultivo: Exp. I (exponencial temprana, 2 h), Exp. II (exponencial media, 5 h), 
Exp. III (exponencial tardía, 8 h), Est. (estacionaria, 11 h). Los niveles de expresión de normalizaron con 
respecto a idnT y con respecto a cultivos de referencia a pH 7.2. Las barras de error estandar representan 
la diferencia experimental entre dos réplicas independientes (en cada réplica se realizaron 3 
determinaciones por gen). 

A diferencia de los cultivos a pH 8.0, podemos observar que, en condiciones fluctuantes de pH, 

astD (figura 25 A) incrementó sus niveles relativos de transcripción hacia la fase exponencial 
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tardía y una vez entrando a la fase estacionaria de los cultivos estos disminuyeron. Como se 

explicó en la introducción, la enzima AstD participa en el catabolismo de la arginina, que resulta 

en la producción de succinato (Yohannes et al., 2004; Stancik et al., 2002; Metzer et al., 1979). 

Éste úlltimo podría servir como mecanismo para contender contra el pH alcalino. Lo anterior 

concuerda con el hecho, de que durante los cultivos en el SED, la concentración de succinato fue 

mayor que a pH 8.0 (excepto para un tR de 120 s); sin emabargo, cuando observamos la 

producciión específica de succinato, esta solo fue mayor a un tR de 240 s (en un 40 %). 

En cuanto a GadA (figura 25 C), se observó una tendencia a disminuir sus niveles de expresión 

relativa, alcanzando el mínimo en la fase exponencial tardía y al llegar a la fase estacionaría se 

incrementó, pero no más de lo observado a pH 7.2. Es importante notar que los niveles relativos 

de transcripción  de gadA, en las condiciones evaluadas en el SED, fueron superiores a los 

observados a pH 8.0, aún cuando en los experimentos en el SED se alcanzaron valores de pH 9 

(en STR2). Los resutados obtenidos, son consistentes con lo reportado anteriormente por  

Blankenhorn y colaboradores (1999), y, Yohannes y colaboradores (2004), en donde los niveles 

expresión de GadA, aumentaron, solo durante el crecimiento anaerobio de E.coli a un pH de 9.0.  

Contrario a lo observado a pH 8.0, los niveles de transcripción de cysK (figura 25 B) y tnaA (figura 

25 D), en las condiciones evaluadas en el SED, mostraron pequeñas variaciones con incrementos 

durante la fase estacionaria del cultivo (congruente con la regulación por rpoS), principalmente a 

un tR de 180 y 240 s. Es importante destacar que la inducción a nivel transcripcional fue menor 

que a pH 8.0, donde se observó un cambio en los niveles de transcripción (en comparación a pH 

7.2) de 29.9 veces más para tnaA y 7.6 veces más para cysK (ambos en la fase estacionaria del 

cultivo).  

 

III. Reguladores transcripcionales 

 

El cambio en los niveles de expresión de los diferentes reguladores transcripcionales de interés 

se puede observar en la figura 26. 

El gen rpoS, que como ya se ha mencionado, es un regulador maestro de la respuesta a diferentes 

tipos de estrés, incluyendo el estrés tanto por pH ácido como alcalino (Berson et al., 1996; 
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Waterman y Small, 1996; Nair y Finkel, 2004). Además se ha observado que, mutaciones en este 

gen, llevan a la pérdida de viabilidad en condiciones que suponen un estrés por pH (ácido y 

alcalino) (Battesti et al., 2011). Como ya se expuso, para los cultivos a pH 8, este gen mostró 

pequeños incrementos, en los niveles de transcripción en la fase exponencial media y tardía del 

cultivo (1.4 y 1.5 veces más que a pH 7.2, respectivamente) y, en la fase estacionaria, el cambio 

fue mucho más importante (7.3 veces más que a pH 7.2). Para el caso de condiciones fluctuantes 

de pH, a tiempos de residencia en la zona de adición de 60, 120 y 180 s, los niveles de expresión 

relativa de rpoS (figua 26 C) se mantuvieron cercanos 1, por lo que fueron similares a lo observado 

en cultivos a pH 7.2. Sin embargo, se apreció, que en tiempos de residencia de 240 s el nivel de 

transcripción en la fase estacionaria, aumentó 2.2 veces más que a pH 7.2. Lo anterior 

correlaciona con lo observado para tnaA,  ya que bajo tal tiempo de residencia (240 s), se 

observaron los niveles más altos de trascripción para tnaA, este último se sabe que es regulado 

positivamente por rpoS, en la fase estacionaria (Lacour y Landini 2004).  

La expresión de torR, como ya se ha dicho, está relacionada a un metabolismo anaerobio y regula 

positivamente la expresión de tnaA. Es mediante la expresión de esta enzima, que participa en la 

protección durante estrés alcalino (Bordi et al., 2003). En general los niveles de trasncripción de 

para torR (figura 26 D) se mantuvieron cercanos a 1, durante la fase exponencial temprana, media 

y tardía, de cultivos con un tR de 60,120 y 240 s en STR 2, y solo en la fase estacionaria se 

observaron cambios importantes de 1.7, 0.7 y 1.4 veces (tR de 60, 120 y 240 s, respectivamente), 

en comparación con pH 7.2. Para los cultivos con un tR de 180 s, se observaron incrementos 

importantes en los niveles de transcripción, en las fases exponencial media, tardia y estacionaría 

(1.5, 1.3 y 1.4 veces más, respectivamente), en comparación con cultivos a pH 7.2. Los 

incrementos en los niveles de transcripción relativa en torR, pueden deberse a la dificultad que 

se tuvó en el control de TOD en STR 2, lo cual se evidencia en los graficos de control (Apéndice A 

2), aunque estas variaciones, no necesarimente, implican condiciones anaeróbicas. 

Los niveles de transcripción relativa para nrdR (figura 26 A), que está involucrado en la síntesis de 

nucleótidos al ejercer una regulación a nivel transcripcional de carácter negativo (Mckethan et 

al., 2013; Rodionov et al., 2005), se mantuvieron cercanos a 1 (sin diferencia significativa en 

compración con cultivos a pH 7.2), en las distintas condiciones evaludas en el SED, en las feses 

exponencia temprana y exponencial media. Sin embargo, en la fase exponencial tardía los niveles 
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de transcripción para todas las condiciones evaluadas en el SED, disminuyeron entre 0.5 y 0.6 

veces, en comparación con pH 7.2. Además en la fase estacionaria de cultivos con un Tr de 180 y 

240 s, los niveles relativos de transcripción incrementaron 1.3  (veces más que apH 7.2), 

respectivamente.  
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Figura 26. Análisis transcripcional de reguladores transcripcionales de E. coli expuesta a condiciones 
fluctuantes de pH. A: nrdR, B: purR, C: rpoS, D: torR. Los niveles de expresión se muestran durante 
diferentes fases del cultivo: Exp. I (exponencial temprana, 2 h), Exp. II (exponencial media, 5 h), Exp. III 
(exponencial tardía, 8 h), Est. (estacionaria, 11 h). Los niveles de expresión de normalizaron con respecto 
a idnT y con respecto a cultivos de referencia a pH 7.2. Las barras de error estandar representan la 
diferencia experimental entre dos réplicas independientes (en cada réplica se realizaron 3 
determinaciones por gen). 
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Por último, se analizó purR (figura 26 B), que es un regulador transcripcional negativo, que 

también está involucrado en la síntesis de nucleótidos, específicamente de los constituidos por 

bases puricas (He et al., 1990; Meng et al., 1990; Rolfes et al., 1990). Este gen mostró, para 

tiempos de residencia de 60, 120 y 180 s, un máximo en sus niveles relativos de expresión, en la 

fase exponencial media del cultivo (2.1, 1.6, 2.0 veces más que pH 7.2). Posteriormente, 

disminuyeron en la fase exponencial tardía y una vez que ingresó el cultivo en la fase estacionaria, 

se incrementaron con respecto a la fase anterior del cultivo. Sin embargo, los niveles 

transcripcionales en este punto fueron menores que los observados a pH 7.2. La tendencia para 

los cultivos con un tiempo de residencia de 240 s, fue el de un aumento en los niveles de 

transcripción a medida que avanzaba el cultivo, alcanzando un máximo de 1.3 veces más que a 

pH 7.2, en la fase exponencial tardía. A diferencia de lo observado a pH 8.0, donde se alcanzaron 

incrementos importantes en los niveles relativos de transcripción (hasta 10.26 veces más que a 

pH 7.2, en la fase estacionaria), en condiciones oscilatorias de pH, los niveles de transcripción 

relativa se mantuvieron regulados a la baja (excepto en la fase exponencial media). Lo anterior 

resulta interesante, ya que un decremento en los niveles de expresión de purR y nrdR, sugiere 

una menor regulación negativa a nivel de sintesis de nucleótidos. Sin embargo, la concentración 

de ADNp alcanzada en los experimentos realizados en el SED, fueron menores que a pH 7.2 e 

incluso que a pH 8.0. 

De los resultados obtenidos en el análisis transcripcional, podemos inferir que la presencia de 

condiciones fluctuantes de pH, incluso a 60 s de tR, son capaces de disparar respuestas a nivel 

transcripcional, de genes relacionados el estrés por pH. Además la magnitud de los gradientes de 

pH tienen tiene un efecto proporcional en los niveles de transcripción de éstos genes. Debido a 

que, los niveles de transcripción de nrdR y purR, sufrieron cambios a la baja, la perdida en la 

producción de ADNp duante los experimentos realizados en el SED, probablemente no esta 

asociada al control negativo que ejercen éstos genes a nivel de sintesis de nucleótidos. 
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6 INTEGRACIÓN DE RESULTADOS 
 

Los cultivos a pH constante funcionaron como controles para observar el comportamiento del cultivo, en 

ausencia de estrés por pH (pH 7.2) y en presencia de estrés por pH (pH 8.0). De esta forma al exponer las 

células a gradientes de pH, mediante el SED, se logró observar si el comportamiento se inclinaba hacia a 

una condición en presencia o ausencia de estrés por pH. Para determinar lo anterior se monitoreo el 

crecimiento celular, la producción de ADNp, la producción de ácidos orgánicos y los niveles 

transcripcionales de genes relacionados al estrés por pH alcalino. 

En la figura 27 se puede apreciar gráficamente un resumen de los resultados obtenidos, tanto a pH 

constante (7.2 y 8.0), como a condiciones oscilatorias de pH (simuladas con el SED). Los gradientes 

simulados se representan en la figura 27 (A), en donde se aprecia, que la diferencia de pH entre los dos 

compartimentos, incremento en función del tiempo de residencia en STR 2. A un tR de 60 s, el gradiente 

fue de alrededor de 0.2 unidades de pH, mientras que a un tR de 240 s, la diferencia entre los dos 

compartimentos fue cercano a 2 unidades de pH. Los gradientes estuvieron presentes durante todo el 

cultivo y fueron más estables durante la fase exponencial del cultivo, lo cual es similar a lo que se espera 

en un cultivo a gran escala.  

Durante la exposición a condiciones fluctuantes de pH, el crecimiento celular solo se vio afectado en un 

10 % (en comparación con pH 7.2) a 240 s de tiempo de residencia en STR2 (figura 27 B-I), esto demuestra 

el desempeño robusto de la cepa de E. coli utilizada, ante condiciones fluctuantes de pH. Por otra parte, 

la producción de ADNp se vio afectada negativamente, en función del tiempo de residencia en STR 2, de 

tal forma que se observó una disminución del 39 y 18 % en el rendimiento volumétrico y específico, 

respectivamente (con respecto a pH 7.2), a un tiempo de residencia de 240 s en STR 2 (figura 27 B-II). Lo 

anterior contrasta con los observado a pH 8.0, donde el rendimiento volumétrico y específico de ADNp se 

incrementó en un 10 y 12 % respectivamente (figura 27 B-II) y el crecimiento celular disminuyó 28 y 36 % 

(biomasa máxima y velocidad de crecimiento, respectivamente), con respecto a pH 7.2 (figura 27 B-I), 

como resultado del estrés alcalino. El efecto del pH alcalino en la producción de ADNp y el crecimiento de 

E. coli, ya ha sido reportado anteriormente por Reinikainen y colaboradores (1988 y 1989), y, ongkudon y 

colaboradores (2011), quienes proponen que el incremento en la producción de ADNp a pH alcalino, se 

debe a la disminución en la velocidad de crecimiento (Reinikainen et al., 1988; Reinikainen et al., 1989) y 

a un incremento en la fuerza protón motriz (Ongkudon et al., 2011). Otros autores han llegado a la 

conclusión de que una velocidad de crecimiento por debajo de la máxima, favorece la producción de ADNp 

(O’Kennedy et al., 2003; Bhole and Ross, 2011; Bentley et al., 1990; Ryan et al., 1991; Wunderlich 

et al., 2014). En este estudio, gracias al SED, se logró exponer a las células a condiciones alcalinas de 
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forma oscilatoria, sin alterar su velocidad de crecimiento. Lo anterior, resultó en una disminución en la 

producción de ADNp, por lo que estos resultados sugieren que la disminución en la velocidad de 

crecimiento es lo que favorece la producción de ADNp y no el aumento en la fuerza protón motriz. Los 

resultados también exponen el impacto que pueden llegar a tener los gradientes de pH en el rendimiento 

del cultivo, por lo que es importante tener en cuenta el efecto de estas heterogeneidades en cultivos a 

gran escala. 

Muchas de las respuestas de la célula hacia el estrés por pH alcalino, van dirigidas a la producción de 

metabolitos ácidos y la intrusión de iones hidronio al citoplasma con la finalidad de mantener el pH 

intracelular en un rango fisiológico (Krulwich et al., 2011). En los cultivos a pH 8.0, podemos observar que 

la concentración de ácidos orgánicos fue prácticamente el doble que a pH 7.2 para acetato, formiato y 

succinato; mientras que, para lactato fue de aproximadamente 4 veces más (figura 27 C). Este importante 

incremento en la producción de lactato, puede estar relacionado al incremento en la relación NADH/NAD+ 

causada por la reducción en la expresión de la NADH deshidrogenasa I y II (ndh y nuo, respectivamente) 

(Maurer et al., 2005). Por lo tanto, el incremento en la sintesis de lactato puede ser una respuesta por 

parte de la célula para mantener la relación NADH/NAD+. En los experimentos realizados en el SED se 

observó una mayor acumulación de ácidos orgánicos que a pH 7.2 y pH 8.0 (figura 27 C). En general, 

durante la exposición a condiciones fluctuantes de pH, el acetato fue quien tuvo la mayor acumulación 

(alrededor de 0.8 g/L), y la mayor acumulación de ácidos orgánicos se observó a un tR de 180 y 240 s. Esta 

alta producción de ácidos orgánicos puede atribuirse a la respuesta de E. coli para mantener el pH 

intracelular dentro de valores fisiológicos (Krulwich et al., 2011). La razón por la que en los experimentos 

realizados en el SED la síntesis de ácidos orgánicos fue mayor que a pH 8.0, puede ser que, durante los 

cultivos en el SED se alcanzaron valores de pH por arriba de 9  (figura 27 A). La cantidad de ácidos orgánicos 

acumulados en los experimentos realizados en el SED no fueron relevantes para el crecimiento celular ya 

que en el peor de los casos fue menor de 3 g/L; sin embargo, la producción de estas especies ácidas puede 

volverse relevante para el crecimiento celular, si se alcanzan mayores densidades celulares. 

Los niveles transcripcionales (relativos a idnT y comparados contra cultivos a pH 7.2), de los 10 genes 

seleccionados revelaron la activación de mecanismos de respuesta a estrés por pH, tanto en condiciones 

constantes de pH, como en condiciones fluctuantes de pH (figura 27 D). Durante los cultivos a pH 

constante de 8.0 los mecanismos activos activados fueron aquellos mediados por cyoA, nhaA, cysK, tnaA 

y rpoS. En condiciones fluctuantes de pH los mecanismos activados fueron los mismos y se suma la 

participación de astD, quien incremento sustancialmente sus niveles transcripcionales aún en un tR de 60 

s. La activación de los mecanismos mediados por cyoA, nhaA, cysK, tnaA y rpoS en condiciones fluctuantes 

de pH, fue en una menor proporción que en los cultivos a pH 8.0 y fue a un tR de 240 s donde se observaron 
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los niveles de transcripción más altos para los experimentos realizados en el SED. Estos mecanismos ya 

descritos en 1.1.7, 5.1.3 y 5.2.3 de este documento, permiten a la célula contender contra el pH alcalino 

del medio, mediante la generación de metabolitos ácidos y la intrusión de iones hidronio (Krulwich et al., 

2011) al interior de la célula. Es importante notar como el incremento en los niveles transcripcionales de 

astD, en los experimentos realizados en el SED, concuerda con el incremento en la síntesis de succinato 

en estos experimentos. Se monitorearon dos reguladores transcripcionales de carácter negativo 

involucrados en la síntesis de nucleótidos, nrdR y purR, con la finalidad de observar si estos se ven 

afectados por el pH alcalino del medio. nrdR, tanto a pH constante de 8.0 y en condiciones fluctuantes de 

pH mantuvo sus niveles transcripcionales cercanos a 1, mientras que purR sin muestra incrementos 

sustanciales tanto en condiciones constantes y fluctuantes de pH. Lo anterior sugiere que la síntesis de 

nucleótidos podría estar siendo regulada a la baja. 
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Figura 27. Efecto de la exposición a condiciones constantes y oscilatorias de pH. A: Gradientes de pH 
simulados en el SED, B:Efecto de condiciones constantes y oscilatorias de pH sobre el crecimiento (I), y sobre 
la producción de ADNp (II), C: Producción de ácidos orgánicos bajo condiciones constates y oscilatorias de 
pH, D: Niveles transcripcionales máximos (relativos a idnt y comparados contra cultivos a pH 7.2) 
alcanzados bajo condiciciones constantes y oscilatorias de pH (el numero dentro de los circulos representa 
la fase del cultivo. 1: Exponencial temprana, 2: Exponencial media, 3: Exponencial tardía, 4: estacionaría.). 
Las barras de error representan la diferencia entre dos cultivos independientes. 

A 

B 

C 

D 

I II 



68 
 

7 CONCLUSIONES 
 

Se logró, mediante la metodología de escalamiento descendente, estudiar por primera vez el 

efecto de la presencia de gradientes de pH, típicos de biorreactores de gran escala, sobre el 

crecimiento, metabolismo y producción de ADN plasmídico por una cepa recombinante de E. coli.  

Durante los cultivos a pH 8, que constituyen un control positivo de estrés ocasionado por la 

variable de pH, se observaron los siguientes efectos: 

• Una reducción en los parámetros cinéticos del cultivo relacionados al crecimiento celular 

(del 37 % para µ y 28 % para la concentración máxima de biomasa),  y un incremento en 

la producción de ADNp (10 % para el rendimiento volumétrico y 19 % para el redimiento 

específico) , con respecto a los cultivos control a pH 7.2. 

• Re-direccionamiento de la fuente de carbono, resultando en un aumento en rendimiento 

específico de ácidos orgánicos (79, 102, 360 y 248 %, para, acetato, formiato, lactato y 

succinato respectivamente), con respecto a cultivos control a pH 7.2.  

• Aumento de los niveles de transcripción relativa de cyoA, nhaA, cysK, tnaA y rpoS (5.8, 4.5, 

7.6, 29.9 y 7.3 veces más que a pH 7.2, respectivamente. Valores tomados en la fase 

estacionaría). Estos genes están relacionados al estrés por pH alcalino. 

• Por primera vez se mostró el efecto de condiciones alcalinas en la expresión de los 

reguladores transcripcionales negativos, purR y nrdR, los cuales estan involucrados en la 

síntesis de nucleótidos. Para el caso de nrdR, la presencia de condiciones alcalinas 

resultaron en ligeros cambios de expresión (1.5 veces más que a pH 7.2 en la fase 

estacionaria), mientras que purR mostró incrementos en su expresión, que se fueron cada 

vez más grandes en función de la etapa del cultivo, hasta alcanzar en la fase estacionaría 

un incremento de 10.3 veces más que a pH 7.2. 

El diseño del sistema de escalamiento descendente permitió mantener un diferencial de pH entre 

los compartimentos que constituyen la zona de adición (STR2) y la zona de los impulsores o bien 

mezclada (STR1). Esta diferencia entre los compartimentos simuló la presencia de gradientes de 

pH y la exposición a condiciones fluctuantes de pH que experimentan las células en cultivos de 

escala industrial. Fue posible, incrementando el tiempo de residencia en la zona de adición,  
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aumentar el diferencial de pH entre los dos compartimentos (hasta 2.2 unidades de pH, para un 

tiempo de residencia en STR 2 de 240 s). 

La exposición a condiciones fluctuantes de pH resultó en: 

• Un efecto negativo en la producción de ADNp, ya que a medida que se incrementó el 

tiempo de residencia en la zona de adición, disminuyó tanto el rendimiento volumétrico 

como específico (39 y 18 %, respectivamente), en comparación con los cultivos a un pH 

constante de 7.2. 

• Al igual que los cultivos a pH 8, la producción de ácidos orgánicos se favoreció en 

condiciones oscilatorias de pH y se observó que se incrementó en función del aumento en 

el tiempo de residencia en STR 2. 

• Incremento en los niveles de transcripción relativa de genes relacionados a estrés por pH 

(cyoA, nhaA, cysK, tnaA, rpoS y astD). Si bien no se observaron incrementos tan importantes 

como los vistos a pH 8, esto manifiesta la presencia de estrés por pH alcalino. 

Los resultados obtenidos en condiciones fluctuantes de pH sugieren que el incremento en la 

producción de ADNp, observado en cultivos a pH 8.0, se debe a la disminución en la velocidad de 

crecimiento y no a el aumento en la fuerza protón motriz como lo propone Ongkudon y 

colaboradores (2011).  

La información generada en este trabajo hace evidente que es necesario desarrollar nuevas 

estrategias que permitan mejorar el control de pH en cultivos de escala industrial con la finalidad 

de minimizar la presencia de gradientes de pH y su efecto en la producción de ADNp. 
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8 PERSPECTIVAS 
 

 

• Modificar las variables proporcional, integral y derivativa del controlador PID, con la 

finalidad de mejorar el tiempo de respuesta de adición de álcali, esto podría evitar la 

presencia de grandes diferenciales de pH entre la zona de adición y el resto del líquido. 

Además, se puede implementar, en cultivos a gran escala, la adición de álcali mediante 

distintos puertos hubicados en la cercanía de los impulsores, para favorer la rápida 

dispersión y homogenización del álcali adicionado, con lo que se disminuiría la formación 

de gradientes de pH. 

• Como medida para mejorar la respuesta de las células hacia el estrés alcalino se puede 

suplementar al medio de cultivo con triptófano, para así estimular la actividad de TnaA, 

que proporciona un efecto protector contra el estrés alcalino. Esta medida puede 

favorecer también a la calidad del plásmido, pues se sabe que el indol (producto de la 

reacción catalizada por la TnaA) ayuda a evitar la formación de dímeros de ADNp. 

• Generar cepas que atenúen la expresión de los represores purR y nrdR. Esto podría 

prevenir la baja producción de ADNp durante el estrés por pH. Estas cepas se pueden 

probar tanto en cultivos a pH constante como en condiciones oscilantes de pH, para 

observar si ejerce algún cambio significativo en la producción de ADNp. 

• La importante acumulación de ácidos orgánicos, principalmente acetato y formato, que 

fueron los ácidos orgánicos que mostraron una mayor acumulación, puede ser mitigada 

mediante la deleción de genes involucrados su síntesis, como son poxA y ackA (piruvato 

oxidasa y acetato cinasa A, respectivamente) que están involucrados en la síntesis de 

acetato y pflD (piruvato formato liasa II) involucrado en la síntesis de formato.  

• Determinar la variación de pH intracelular de E. coli al exponer a la zona de adición y 

observar como el tiempo de exposición afecta al pH intracelular. De igual forma, sería 

interesante observar que sucede con el pH intracelular al cambiar de una condición de 

estrés a una de no estrés. 

• Indagar, de forma más profunda, sobre el efecto de los gradientes de pH en la producción 

de ADNp. Esto podría lograrse desde una perspectiva transcriptómica y fluxómica, con lo 

que sería posible determinar hacia donde se está redirigiendo la fuente de carbono, 
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además de poder observar, a nivel global, la regulación a nivel transcripcional que se da 

en presencia de gradientes de pH. Con la información generada sería posible proponer 

mejoras a través de ingeniería de vías metabólicas para obtener cepas con un 

comportamiento más robusto ante el estrés ocasionado por la presencia de gradientes de 

pH y que sean mejores productoras de ADNp. 

• Evaluar el efecto de gradientes de pH en conjunto con otro tipo de heterogeneidades que 

suelen encontrarse en biorreactores de gran escala, como la presencia de gradientes de 

sustrato y gases disueltos (O2 y CO2).  

• Validar el sistema de escalamiento descendente haciendo cultivos en biorreactores 

industriales de diferente capacidad. Si se necesita refinar el diseño del SED, se pueden 

utilizar herramientas computacionales, como la dinámica computacional de fluidos, para 

crear una mejor representación de las características de mezclado de sistemas a gran 

escala, en sistema a escala laboratorio.  
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9 APÉNDICES  
 

Apéndice A1. Cineticas de cultivo utilizando el sistema de escalamiento descendente a diferentes 
tiempos de residencia en STR2. A: tR=60 s (QR=4.1 6mL/s), B: tR=180 s (QR=1.36 mL/s). En el grafico 
se muestran las réplicas experimentales de forma independiente para demostrar la 
reproducibilidad de los eperimentos.  
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Apéndice A2. Cinéticas de cultivo utilizando el sistema de escalamiento descendente a diferentes 
tiempos de residencia en STR2. A: tR=60 s (QR=4.1 6mL/s), B: tR=120 s (QR=2.08 mL/s), C: tR=180 s (QR=1.36 
mL/s), D: tR=240 s (QR=1.04 mL/s). Las barras de error representan la diferencia entre dos cultivos 
independientes. 
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Apéndice A3. Niveles de transcripción de genes de interés de E. coli en diferentes condiciones 
experimentales. Los niveles de transcripción relativa se normalizaron con respecto a idnt y se 
compararon contra cultivos de referencia a pH=7.2.  En las tablas se muestra el cambio promedio 
en los niveles de transcripción así como el error de experimental entre dos replicas independientes 
(denotado como un intervalo). 
 

Cultivo a pH 8.0 
Nivel relativo de transcripción 

Gen Exp. I Exp. II Exp. III Est. 

astD 0.42 (0.36-0.48) 0.50 (0.45-0.56) 0.80 (0.71-0.90) 0.07 (0.05-0.08) 

cyoA 0.26 (0.24-0.27) 1.52 (1.16-1.99) 4.22 (2.81-6.32) 5.76 (5.34-6.22) 

cysK 0.85 (0.71-1.01) 1.68 (1.50-1.88) 2.64 (2.35-2.97) 7.60 (5.23-11.05) 

gadA 0.27 (0.25-0.28) 0.33 (0.29-0.38) 0.07 (0.05-0.11) 1.12 (0.97-1.28) 

nhaA 2.36 (2.17-2.57) 1.81 (1.68-1.96) 3.74 (2.45-5.70) 4.54 (3.62-5.68) 

nrdR 1.45 (1.23-1.70) 1.03 (0.88-1.20) 0.77 (0.69-0.85) 1.47 (1.31-1.65) 

purR 1.56 (1.27-1.91) 2.91 (2.61-3.24) 3.23 (3.00-3.47) 10.26 (7.61-13.82) 

rpoS 0.79 (0.67-0.93) 1.40 (1.26-1.55) 1.48 (1.38-1.60) 7.32 (6.47-8.28) 

tnaA 0.23 (0.22-0.24) 1.16 (0.98-1.37) 1.14 (0.81-1.61) 29.86 (25.63-34.78) 

torR 1.08 (1.02-1.15) 0.95 (0.88-1.02) 1.33 (0.92-1.93) 1.13 (1.04-1.22) 

 

Simulación de gradientes de pH (tiempo de residencia en STR2=60 s) 
Nivel relativo de transcripción 

Gen Exp. I Exp. II Exp. III Est. 

astD 0.93 (0.85-1.02) 0.91 (0.77-1.09) 3.62 (2.03-6.45) 0.68 (0.63-0.74) 

cyoA 1.08 (0.90-1.31) 1.14 (0.81-1.61) 0.89 (0.69-1.15) 1.81 (1.70-1.93) 

cysK 1.45 (1.36-1.56) 1.60 (1.34-1.91) 0.51 (0.35-0.73) 0.67 (0.58-0.77) 

gadA 2.50 (1.83-3.41) 1.34 (1.26-1.43) 0.46 (0.35-0.62) 0.89 (0.82-0.96) 

nhaA 1.15 (0.89-1.47) 1.16 (1.07-1.25) 0.69 (0.56-0.86) 2.88 (2.78-2.99) 

nrdR 0.90 (0.84-0.97) 1.10 (0.94-1.30) 0.61 (0.50-0.75) 0.79 (0.73-0.86) 

purR 1.36 (1.22-1.51) 2.14 (1.81-2.54) 0.83 (0.77-0.90) 0.58 (0.48-0.71) 

rpoS 1.00 (0.93-1.08) 1.04 (0.86-1.27) 1.22 (1.01-1.48) 0.79 (0.63-0.85) 

tnaA 0.99 (0.79-1.23) 1.32 (1.24-1.40) 0.42 (0.30-0.58) 0.90 (0.81-1.01) 

torR 1.09 (0.90-1.31) 1.11 (0.98-1.25) 0.96 (0.76-1.20) 1.70 (1.61-1.80) 

 

Simulación de gradientes de pH (tiempo de residencia en STR2=120 s) 
Nivel relativo de transcripción 

Gen Exp. I Exp. II Exp. III Est. 

astD 0.48 (0.45-0.51) 0.84 (0.79-0.90) 4.94 (4.49-5.44) 0.47 (0.45-0.50) 

cyoA 0.18 (0.17-0.20) 1.21 (0.93-1.58) 1.31 (0.87-1.95) 0.23 (0.18-0.29) 

cysK 0.46 (0.42-0.50) 1.08 (0.85-1.37) 0.12 (0.11-0.13) 0.55 (0.50-0.60) 

gadA 1.79 (1.60-2.00) 0.53 (0.46-0.61) 0.25 (0.17-0.38) 0.77 (0.55-1.08) 

nhaA 1.26 (1.12-1.42) 0.95 (0.83-1.09) 0.54 (0.50-0.58) 0.84 (0.66-1.07) 

nrdR 0.88 (0.83-0.94) 0.75 (0.65-0.86) 0.50 (0.45-0.56) 0.79 (0.74-0.83) 

purR 0.49 (0.44-0.55) 1.59 (1.38-1.84) 0.17 (0.15-0.19) 0.57 (0.55-0.59) 

rpoS 0.49 (0.43-0.57) 0.88 (0.78-0.99) 0.60 (0.54-0.66) 0.82 (0.79-0.85) 

tnaA 0.55 (0.47-0.64) 1.26 (1.14-1.40) 0.49 (0.28-0.84) 1.09 (0.79-1.49) 

torR 0.87 (0.78-0.96) 0.90 (0.82-0.99) 1.04 (0.96-1.13) 0.67 (0.50-0.90) 
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Simulación de gradientes de pH (tiempo de residencia en STR2=180 s) 
Nivel relativo de transcripción 

Gen Exp. I Exp. II Exp. III Est. 

astD 0.53 (0.50-0.55) 0.74 (0.70-0.77) 1.71 (1.21-2.41) 1.11 (1.04-1.18) 

cyoA 0.17 (0.16-0.18) 0.48 (0.44-0.52) 0.49 (0.36-0.66) 2.26 (1.81-2.82) 

cysK 0.43 (0.41-0.45) 0.98 (0.93-1.03) 0.48 (0.35-0.65) 0.96 (0.93-1.01) 

gadA 1.12 (1.07-1.17) 1.06 (0.98-1.14) 0.13 (0.09-0.18) 0.57 (0.45-0.73) 

nhaA 1.83 (1.75-1.90) 1.84 (1.71-1.98) 0.31 (0.23-0.43) 4.26 (3.46-5.23) 

nrdR 1.06 (1.02-1.10) 1.21 (1.15-1.28) 0.50 (0.37-0.68) 1.26 (1.19-1.33) 

purR 0.83 (0.78-0.89) 2.02 (1.91-2.15) 0.49 (0.36-0.67) 0.92 (0.88-0.96) 

rpoS 0.68 (0.64-0.72) 0.89 (0.84-0.93) 1.02 (0.72-1.44) 1.10 (1.04-1.17) 

tnaA 0.94 (0.90-0.99) 1.17 (1.08-1.26) 0.56 (0.41-0.78) 1.60 (1.27-2.01) 

torR 0.76 (0.72-0.79) 1.48 (1.30-1.69) 1.26 (0.95-1.69) 1.36 (1.09-1.70) 

 

Simulación de gradientes de pH (tiempo de residencia en STR2=240 s) 
Nivel relativo de transcripción 

Gen Exp. I Exp. II Exp. III Est. 

astD 0.39 (0.35-0.45) 0.30 (0.25-0.36) 3.22 (2.84-3.64) 1.01 (0.94-1.09) 

cyoA 0.15 (0.07-0.31) 0.16 (0.15-0.17) 2.54 (2.32-2.77) 3.51 (3.20-3.84) 

cysK 0.34 (0.25-0.46) 0.30 (0.25-0.35) 1.53 (1.32-1.78) 3.31 (1.88-5.82) 

gadA 2.12 (1.56-2.87) 2.41 (1.64-3.55) 0.58 (0.54-0.64) 1.03 (0.88-1.21) 

nhaA 1.28 (0.92-1.79) 1.33 (1.21-1.46) 1.03 (0.93-1.14) 2.21 (2.05-2.38) 

nrdR 0.98 (0.92-1.04) 1.10 (0.92-1.30) 0.61 (0.54-0.69) 1.30 (1.08-1.56) 

purR 0.46 (0.38-0.55) 0.58 (0.48-0.68) 1.26 (1.10-1.45) 2.42 (1.29-4.52) 

rpoS 0.51 (0.44-0.59) 0.50 (0.41-0.60) 1.06 (0.90-1.25) 2.21 (1.57-3.10) 

tnaA 0.23 (0.15-0.36) 0.39 (0.30-0.50) 1.37 (1.25-1.49) 1.86 (1.51-2.28) 

torR 0.75 (0.50-1.11) 0.92 (0.84-1.00) 1.15 (1.05-1.26) 1.35 (1.22-1.50) 
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