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y CI de la cepa sin inducir a 30°C respectivamente; carriles 9 y 10: PTS y CI de la cepa inducida a 
42°C respectivamente. Los CI se obtuvieron con la solución BugBusterTM. 
 
Figura 31. Expresión de ESAT-6 en E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) usando un sistema inducido 
térmicamente en biorreactor de 1.2 L con medio definido. Las proteínas se separaron en un gel de 
poliacrilamida al 18 % (A) y se hizo el Western Blot empleando el anticuerpo anti-ESAT-6 (B). Los 
carriles de ambas figuras corresponden a las mismas muestras. Carril 1: E. coli ATCC 53606 sin 
transformar; carril 2: CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 3: vacío; carril 4 Marcador de peso 
molecular; carril 5 y 6: PTS y CI de la cepa sin inducir a 30°C respectivamente; carriles 7 y 8: PTS y 
CI de la cepa inducida a 39°C respectivamente; carriles 9 y 10: PTS y CI de la cepa inducida a 42°C 
respectivamente. Los CI se obtuvieron por sonicación y uso de detergentes. 
 
Figura 32. Expresión de ESAT-6 en E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) usando un sistema inducido 
térmicamente en biorreactor de 1.2 L con medio definido. Las proteínas se separaron en un gel de 
poliacrilamida al 18 % (A) y se hizo el Western Blot empleando el anticuerpo anti-ESAT-6 (B). Los 
carriles de ambas figuras corresponden a las mismas muestras. Carril 1: Marcador de peso 
molecular; carril 2: E. coli ATCC 53606 sin transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C en medio LB; 
carril 4 y 5: PTS y CI de la cepa sin inducir a 30°C respectivamente; carriles 6 y 7: PTS y CI de la 



cepa inducida a 39°C respectivamente; carriles 8 y 9: PTS y CI de la cepa inducida a 42°C 
respectivamente; carril 10: vacío. Los CI se obtuvieron con la solución BugBusterTM. 
 
Figura 33. Inmunodetección de DnaK en cultivos de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) expresando 
ESAT-6 recombinante en matraces de 250 mL con 50 mL (A) y biorreactores de 1.2 L con 1.0 L (B) 
de medio mínimo bajo diferentes temperaturas de inducción. La detección se hizo con el anticuerpo 
Anti-DnaK a ~70 kDa (Enzo Life Sciences©). A. Carril 1: Vacío; carril 2: E. coli ATCC-53606 sin 
transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 4: Marcador de peso molecular (PM). 
B. Carril 1: Marcador de peso molecular (PM); carril 2: E. coli ATCC-53606 sin transformar; carril 3: 
CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 10: Vacío. El resto de carriles que no se especifican en el 
texto, se presentan rotulados en la figura. 
 
Figura 34. Inmunodetección de DnaJ en cultivos de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) expresando 
ESAT-6 recombinante en matraces de 250 mL (A) y biorreactores de 1.2 L (B) con medio mínimo 
bajo diferentes temperaturas de inducción. La detección se hizo con el anticuerpo Anti-DnaJ a ~41 
kDa (Enzo Life Sciences©). A. Carril 1: Vacío; carril 2: E. coli ATCC-53606 sin transformar; carril 3: 
CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 4: Marcador de peso molecular (PM). B. Carril 1: Marcador 
de peso molecular (PM); carril 2: E. coli ATCC-53606 sin transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C 
en medio LB; carril 10: Vacío. El resto de carriles que no se especifican en el texto, se presentan 
rotulados en la figura. 
 
Figura 35. Inmunodetección de GroEL en cultivos de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) 
expresando ESAT-6 recombinante en matraces de 250 mL (A) y biorreactores de 1.2 L (B) con medio 
mínimo bajo diferentes temperaturas de inducción. La detección se hizo con el anticuerpo Anti-GroEL 
~60 kDa (Enzo Life Sciences©). A. Carril 1: Vacío; carril 2: E. coli ATCC-53606 sin transformar; carril 
3: CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 4: Marcador de peso molecular (PM). B. Carril 1: Marcador 
de peso molecular (PM); carril 2: E. coli ATCC-53606 sin transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C 
en medio LB; carril 10: Vacío. El resto de carriles que no se especifican en el texto, se presentan 
rotulados en la figura. 
 
Figura 36. Inmunodetección de GroES en cultivos de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) 
expresando ESAT-6 recombinante en matraces de 250 mL (A) y biorreactores de 1.2 L (B) con medio 
mínimo bajo diferentes temperaturas de inducción. La detección se hizo con el anticuerpo Anti-GroES 
~10 kDa (Enzo Life Sciences©). A. Carril 1: Vacío; carril 2: E. coli ATCC-53606 sin transformar; carril 
3: CI de cultivos a 39°C en medio; carril 4: Marcador de peso molecular (PM). B. Carril 1: Marcador 
de peso molecular (PM); carril 2: E. coli ATCC-53606 sin transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C 
en medio LB; carril 10: Vacío. El resto de carriles que no se especifican en el texto, se presentan 
rotulados en la figura. 
 
Figura 37. Cinética de degradación proteolítica de 50 µg/mL de CI de ESAT-6 cosechados a las 25 
h a partir de cultivos en matraces a diferentes temperaturas de inducción. Para la degradación se 
empleó proteínasa K a una concentración final de 12 µg/mL. Cultivo sin inducción a 30°C (●); cultivo 
con inducción a 39°C (■) y cultivo con inducción a 42°C (▲). 
 
Figura 38. Cinética de degradación proteolítica de 50 µg/mL de CI de ESAT-6 cosechados a las 25 
h a partir de cultivos en biorreactores a diferentes temperaturas de inducción. Para la degradación 
se empleó proteínasa K a una concentración final de 12 µg/mL. Cultivo sin inducción a 30°C (○); 
cultivo con inducción a 39°C (□) y cultivo con inducción a 42°C (Δ). 
 
Figura 39. Perfil de solubilización de CI de ESAT-6 cosechados al tiempo final de cultivos en 
matraces agitados termoinducidos usando diferentes concentraciones de cloruro de guanidinio. La 
gráfica muestra la cantidad de proteína solubilizada después de la incubación con el agente 
caotrópico durante 24 h, cuantificada por Bradford. Cultivo sin inducción a 30°C (●); cultivo con 
inducción a 39°C (■) y cultivo con inducción a 42°C (▲). 
 



Figura 40. Perfil de solubilización de CI de ESAT-6 cosechados al tiempo final de cultivos en 
biorreactores termoinducidos usando diferentes concentraciones de cloruro de guanidinio. La gráfica 
muestra la cantidad de proteína solubilizada después de la incubación con el agente caotrópico 
durante 24 h, cuantificada por Bradford. Cultivo sin inducción a 30°C (○); cultivo con inducción a 39°C  
(□) y cultivo con inducción a 42°C (Δ). 
 
Figura 41. Principales rutas metabólicas de E. coli involucradas en el consumo aerobio de glucosa, 
síntesis de acetato y dióxido de carbono (CO2). El consumo de glucosa se realiza principalmente 
mediante la vía del sistema fosfotransferasa (PTS), que genera de forma simultánea piruvato a partir 
de fosfoenolpiruvato (PEP). El acetato se forma a partir de piruvato por acción de la piruvato oxidasa 
y de las enzimas fosfotransacetilasa y acetato cinasa. La PEP carboxilasa es la vía anaplerótica 
necesaria para el reabastecimiento de los intermediarios del ciclo del TCA consumidos para la 
formación de biomasa (tomado de Eiteman & Altman, 2006). 
 
Figura 42. Ciclo de TCA y ruta alterna del glioxilato en E. coli (tomado de Phue & Shiloach, 2004). 
 
Figura 43. Representación del desarrollo de los perfiles de OTR (negro) y TOD (azul) en cultivos 
aerobios. Cuando el oxígeno suministrado no es consumido en su totalidad, el sistema opera siempre 
por debajo de la OTR máx y la TOD permanece superior a cero (A). La OTR se incrementa con la 
respiración de los microorganismos hasta alcanzar el límite que el sistema es capaz de proveer bajo 
condiciones específicas de operación (B) (modificado de Maier & Büchs, 2001). 
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RNA Ácido ribonucleico 
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SDS Dodecilsulfato sódico 
SIDA Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 
Tb Tuberculosis 
TCA Ciclo de los ácidos tricarboxílicos/ciclo de Krebs 
TBS Buffer Tris Salino 
TOD Tensión de oxígeno disuelto (%) 
tRNA Ácido ribonucleico de transferencia 
u.a. Unidades de absorbancia 
VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana 
Xmáx Concentración de biomasa máxima (g/L) 
Yxs Rendimiento de biomasa con respecto a la glucosa consumida 

(gcélulas/gglc) 
  

  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

- 1 - 
 

RESUMEN 

 
En las últimas décadas, se ha estudiado ampliamente la producción de proteínas recombinantes de 
interés farmacéutico o industrial en Escherichia coli, con el fin de encontrar estrategias que permitan 
aumentar los rendimientos del proceso y disminuir los costos de producción a gran escala. El uso de 
sistemas de expresión inducidos por temperatura es una de las estrategias más estudiadas a nivel 
biotecnológico. Estos sistemas no requieren la adición de inductores químicos como el IPTG, que 
puede ser costoso y tóxico para las células y para los humanos. Otra ventaja es que se minimizan 
riesgos de contaminación por manipulación del cultivo. Sin embargo, el estrés generado por el 
aumento de temperatura sumado a la producción de proteína recombinante, muchas veces pueden 
afectar negativamente el crecimiento celular.  
 
El objetivo principal de este trabajo fue analizar el crecimiento y los niveles de producción del 
antígeno ESAT-6 de Mycobacterium tuberculosis y de algunas proteínas asociadas a la respuesta 
de choque térmico en una cepa recombinante de E. coli, usando un sistema de expresión inducido 
por temperatura. Adicionalmente, se evaluaron algunas características de los cuerpos de inclusión 
de ESAT-6 obtenidos por dos métodos distintos (físico y químico). Para lograr este objetivo se 
llevaron a cabo cultivos sumergidos de la cepa recombinante E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en 
matraces agitados de 250 mL y en biorreactores de 1.2 L, probando medios de cultivo y temperaturas 
de inducción diferentes. La expresión de las proteínas fue determinada en geles SDS-PAGE y 
Western blot, mientras que los agregados fueron sometidos a degradación enzimática con 
proteínasa K y desnaturalización con cloruro de guanidinio para determinar su estabilidad. 
 
La cepa E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en todos los cultivos inducidos térmicamente (tanto a 
39°C como a 42°C) alcanzó una biomasa menor que en los cultivos sin inducir (a 30°C). Además, en 
matraces agitados con medio definido no se consumió totalmente la glucosa, el acetato se acumuló 
con el tiempo y hubo limitación de oxígeno, lo que pudo provocar una disminución en la densidad 
óptica al final del cultivo. Contrariamente, en los biorreactores donde el pH y la concentración de 
oxígeno disuelto en el medio estaban controlados, la glucosa se consumió por completo y el acetato 
previamente acumulado se asimiló como una segunda fuente de carbono, lo que permitió mantener 
la biomasa constante hacia el final del cultivo. Además, se encontró que en un sistema inducido por 
temperatura tanto en matraces agitados como en biorreactor, se acumuló la proteína recombinante 
ESAT-6 en forma de cuerpos de inclusión (incluso en aquellos cultivos sin termoinducción) y hubo 
expresión diferencial de las chaperonas. Por ejemplo, DnaK se expresó preferencialmente en las 
fracciones solubles obtenidas bajo termoinducción a 39°C y 42°C, mientras que GroEL estuvo 
asociada mayoritariamente a los cuerpos de inclusión en todas las temperaturas de cultivo. 
Finalmente, se encontró que los cuerpos de inclusión de ESAT-6 obtenidos tras termoinducción 
fueron menos resistentes a la degradación por proteínasa K y más sensibles a la solubilización por 
agentes caotrópicos que aquellos formados a 30°C. 
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ABSTRACT 

 
The production of recombinant proteins of pharmaceutical or industrial interest in Escherichia coli has 
been extensively studied to find strategies to increase yields and reduce costs of production at large 
scale. The use of expression systems induced by temperature is one of the most studied. The thermo-
inducible systems do not require the addition of chemical inducers like IPTG, which may be expensive 
and toxic to cells and humans. Other advantage of this system is that handling-associated 
contamination risks are minimized. However, the stress generated by the temperature increase used 
for the production of recombinant protein can often affect negatively cell growth. 
 
The main objective of this study was to analyze the growth and production levels of the antigen ESAT-
6 from Mycobacterium tuberculosis and some proteins associated with heat shock response in a 
recombinant strain of E. coli, using an expression system induced by temperature. Additionally, some 
characteristics of the inclusion bodies of ESAT-6 obtained by two different methods (physical and 
chemical) were also evaluated. To achieve this goal, submerged culture of the recombinant strain E. 
coli ATCC 53606 (PDB + ESAT-6) in 250 mL shake flasks and 1.2 L bioreactors were carried out, 
testing different culture media and induction temperatures. The expression of proteins was 
determined by SDS-PAGE and Western blot. The protein aggregates were subjected to enzymatic 
degradation with proteinase K and denaturation with guanidinium chloride to determine their stability. 
 
E. coli ATCC 53606 (PDB + ESAT-6) cultures induced at 39°C and 42°C reached lower biomass than 
cultures without thermal induction (30°C). In addition, in shake flasks cultures with defined medium, 
the glucose was not consumed completely, acetate was accumulated over time and there was oxygen 
limitation, which could be the cause of the fall in the biomass obtained at the end of culture. 
Conversely, bioreactor cultures where pH and dissolved oxygen concentration was controlled, the 
glucose was consumed completely and the acetate was assimilated as a second carbon source, 
which maintained culture biomass constant through the end of culture. Furthermore, we found that 
the recombinant protein ESAT-6 produced in a thermoinducible system in shake flasks and 
bioreactors was accumulated as inclusion bodies (even in non-induced cultures) and chaperones 
were differentially expressed. For example, DnaK was expressed in the soluble fraction obtained 
under heat induction at 39°C and 42°C preferentially, while GroEL was present in inclusion bodies at 
all temperatures. Finally, the ESAT-6 inclusion bodies obtained after heat induction were less 
resistant to degradation by proteinase K and more sensitive to solubilization by chaotropic agents 
than those formed at 30°C. 
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1. INTRODUCCIÓN  

 
1.1.  Expresión de proteínas recombinantes en Escherichia coli 

 
La expresión de proteínas usando ADN recombinante es una estrategia ampliamente usada tanto a 
nivel de laboratorio como a nivel industrial, para producir proteínas de interés en grandes cantidades 
y a menores costos (Neubauer & Winter, 2001). Para la producción recombinante el organismo más 
empleado es la bacteria Escherichia coli, que comparada con otros sistemas de expresión ofrece 
innumerables ventajas, incluyendo su rápido y abundante crecimiento en sustratos económicos, la 
posibilidad de realizar fermentaciones de alta densidad celular, el relativamente fácil escalamiento 
de los procesos y la disponibilidad de una gran variedad de promotores fuertemente inducibles 
(Baneyx, 1999; Babu et al., 2000; Valdez-Cruz et al., 2010). Además, debido a su larga historia como 
sistema modelo, la genética de E. coli ha sido bien caracterizada y muchas herramientas de 
ingeniería genética han sido desarrolladas para facilitar la clonación y expresión de genes en este 
organismo (Baneyx & Mujacic, 2004).  
 
Una aparente desventaja es la tendencia de esta bacteria a formar agregados de la proteína 
heteróloga, llamados cuerpos de inclusión (CI). En la Tabla 1, se muestran ejemplos de proteínas de 
interés farmacéutico, de las cuales algunas pueden formar cuerpos de inclusión durante su proceso 
de producción. 
 
Tabla 1. Algunas proteínas recombinantes de uso terapéutico producidas en E. coli (tomada de Lara, 
2011 – modificada de Graumann & Premstaller, 2006). 
 

 
MOLÉCULA RECOMBINANTE 

 
OBSERVACIONES COMPAÑÍAS PRODUCTORAS 

Activador del tejido del plasminógeno Forma cuerpos de inclusión Roche 

Insulina humana y análogos 
 

Forma cuerpos de inclusión 
 

Eli Lilly, Aventis, Probiomed 

Hormona del crecimiento humano Forma cuerpos de inclusión o 
es acumulada en periplasma 

Genentech, Eli Lilly, Pfizer, 
Novo, Nordisk, Probiomed y 

otros 

Calcitonina de salmón Secretada Unigene 

Factor estimulante de la colonia de 
granulocitos y macrófagos (GM-CSF) Forma cuerpos de inclusión Probiomed 

Factor estimulante de la colonia de 
granulocitos (G-CSF) Forma cuerpos de inclusión Amgen, Probiomed 

Hormona paratiroidea humana Forma cuerpos de inclusión Eli Lilly 

Asparaginasa Componente de vacuna 
combinada Merck 

Interferón β-1b Forma cuerpos de inclusión Schering AG, Chiron 

Interferón γ-1b Forma cuerpos de inclusión Genentech, Intermune 
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1.2.  Agregación proteica y formación de cuerpos de inclusión 
 

Los cuerpos de inclusión (CI) son partículas electrodensas que contienen agregados de proteína 
recombinante parcialmente estructurada (Taylor et al., 1986). Pueden ser fácilmente visibles bajo el 
microscopio electrónico (Figura 1), ya que tienen un tamaño entre 50 a 800 nm e incluso pueden 
alcanzar hasta 1μm de diámetro (Bowden et al., 1991; Peternel et al., 2008; Margreiter et al., 2008).   
 
En un principio los CI se consideraban agregados amorfos, pero se ha demostrado que tienen 
segmentos ordenados con una estructura de tipo β-amiloide, la cual puede estar determinada por la 
secuencia de aminoácidos de la proteína de interés (García-Fruitós & Villaverde, 2010; García-
Fruitós et al., 2011). Además, debido a esta característica tienen afinidad por colorantes de tinción 
amiloidogénica como la Tioflavina-T y el Rojo Congo, pudiendo caracterizarse estructuralmente por 
métodos espectrofotométricos (Przybycien, et al., 1994; Carrió et al., 2005; Castellanos-Mendoza et 
al., 2014).  Las características de los CI van a depender de las condiciones del proceso tales como 
el pH, la temperatura, el tiempo de cultivo, la concentración de inductor, entre otras (Strandberg & 
Enfors, 1991; Jürgen et al., 2010; Baig et al., 2014; Castellanos-Mendoza et al., 2014).  
 
La formación de los CI es un fenómeno dinámico que ocurre principalmente cuando hay condiciones 
de estrés, sobre-expresión de la proteína recombinante o escasez de las proteínas de choque 
térmico (como DnaK/J, GroE/L, IbpA e IbpB, entre otras), las cuales ayudan a replegar, impedir el 
mal plegamiento o degradar a las proteínas sobre-expresadas (Gatti-Lafranconi, 2011; Mitraki & 
King, 1989; Valdez-Cruz, et al., 2011).  

 

  
Figura 1. Cuerpos de inclusión de E. coli productora de la proteína esfingomielinasa D recombinante 
bajo microscopio electrónico. Izquierda: Secciones transversales de E. coli con presencia de cuerpos 
de inclusión. Derecha: Cuerpos de inclusión purificados por sonicación y lavados con detergentes 
(ambas fotos fueron tomadas de Castellanos-Mendoza et al., 2014). 
 
Durante muchos años la formación de los cuerpos de inclusión fue un evento indeseado, pues se 
consideraban desechos sin actividad biológica y se buscaba obtener la proteína recombinante de 
forma soluble (Ferrer-Miralles et al., 2009). Hoy en día, se sabe que puede obtenerse proteína 
heteróloga biológicamente activa aunque se encuentre parcialmente plegada dentro de los CI 
(García-Fruitós et al., 2007; García-Fruitós, 2010). Se ha reportado que hasta el 90% del cuerpo de 
inclusión es proteína recombinante, acompañado minoritariamente de otras proteínas endógenas, 
lípidos y restos de material genético (Rinas & Bailey, 1992; Carrió & Villaverde, 2002; Carrió 
&Villaverde, 2003; Margreiter et al., 2008).   
 
Como un ejemplo de la actividad de una proteína recombinante agregada en forma de CI, Peternel 
y colaboradores (2008) reportaron que hasta el 98% de la proteína recombinante G-CSF (Factor 
estimulante de colonias de granulocitos) producida en E. coli, quedaba en la fracción insoluble y 
dentro de esta fracción hasta el 50% de la proteína era activa (Figura 2). Sin embargo, en el mismo 
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trabajo se encontró que para otras proteínas, como la GFP (Proteína verde fluorescente) 
recombinante, aunque el 77% quedó en los CI sólo un 6% fue activa o también para la forma N-
truncada de la linfotoxina α, hasta el 91% quedó en la fracción insoluble pero sólo el 0.1% mantuvo 
su actividad biológica. Esto indica que tanto la distribución de la proteína heteróloga entre la fracción 
soluble e insoluble, así como su actividad biológica específica, varían dependiendo de la proteína 
(Peternel et al., 2008a). 
 

 
Figura 2. Distribución de la proteína recombinante G-CSF (Factor estimulante de colonias de 
granulocitos) entre la fracción soluble (citoplasma) e insoluble (CI) y los porcentajes de la actividad 
biológica específica en cada fracción (tomada de Peternel et al., 2008a). 
 
Como al interior de los CI las proteínas recombinantes se encuentran parcialmente plegadas y en 
agregados grandes, pueden sufrir menor degradación por parte de proteasas citoplasmáticas, 
favoreciendo la acumulación y estabilidad del producto (Kane & Hartley, 1988). Cheng y 
colaboradores (1981) examinaron la producción de un alelo mutante (X90) de la β-galactosidasa que 
es rápidamente degradado en E. coli silvestre. En contraste a lo esperado, las moléculas de X90 
sintetizadas en exceso en una cepa de E. coli hospedera fueron altamente estables y esto lo 
atribuyen a la formación de agregados de proteína, ya que dentro de ellos los sitios de corte de la 
proteína son relativamente inaccesibles, previniendo el corte endoproteolítico (Cheng et al., 1981). 
 
No obstante, para la recuperación y purificación de las proteínas recombinantes, los CI deben ser 
separados por ruptura celular, lavados, centrifugados y solubilizados a altas concentraciones de 
agentes caotrópicos, como la urea y el cloruro de guanidinio (Thomas & Baneyx, 1996; Margreiter et 
al., 2008; Burgess, 2009). En este proceso de solubilizar, renaturalizar y purificar a la proteína 
recombinante, muchas veces se corre el riesgo de perder su actividad biológica (Singh & Panda, 
2005). Por eso, en los últimos años se han desarrollado protocolos que requieren pocos pasos para 
el tratamiento de los CI y que no afecten la actividad biológica de las proteínas (Hoffmann & Rinas, 
2004; Burgess, 2009; Baig et al., 2014). Actualmente, muchos bioprocesos a gran escala consideran 
la producción de proteínas recombinantes en forma de CI como una estrategia para obtener altos 
rendimientos (Khalilzadeh, et al., 2008). 
 

1.3. Proteína modelo: antígeno ESAT-6 de Mycobacterium tuberculosis 
 
La tuberculosis es una enfermedad infecciosa crónica causada por el bacilo aerobio Mycobacterium 
tuberculosis (Figura 3). Aunque la tuberculosis pulmonar es la forma más común (hasta el 85% de 
los casos) e importante en términos epidemiológicos, puede afectar también a otras partes del cuerpo 
como el tejido osteoarticular, los ganglios linfáticos, el tracto gastrointestinal, entre otros (Sharma & 
Mohan, 2004).  
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Figura 3. Micrografía electrónica de barrido con color artificial de Mycobacterium tuberculosis, 
agente causal de la tuberculosis (crédito para NIAID, National Institute of Allergy and Infectious 
Diseases; USA). 
 
La tuberculosis se ha convertido en las últimas décadas en una de las enfermedades transmisibles 
más mortales. En el 2014, la Organización Mundial de la Salud (OMS) reportó que nueve millones 
de personas en el mundo enfermaron de tuberculosis y que 1.5 millones, de los cuales 360,000 eran 
VIH-positivos, murieron por esta causa. Más del 95% de las muertes por tuberculosis ocurrieron en 
países de ingresos bajos y medianos, afectando principalmente a niños, mujeres y pacientes 
inmunodeprimidos (OMS: Reporte Global de Tuberculosis, 2014). La tuberculosis es la segunda 
causa mundial de mortalidad debido a un agente infeccioso, después del SIDA (Araujo et al., 2008; 
Pimienta et al., 2012).   
 
Hoy en día crece la alarma por la propagación mundial de cepas de Mtb multirrvesistentes (OMS: 
Reporte Global de Tuberculosis, 2013), es decir, aquellas cepas que no responden a los fármacos 
de primera línea que se emplean en su tratamiento (Pimienta et al., 2012). En Mtb la resistencia 
adquirida a antibióticos clásicos como la rifampicina y la isoniazida es causada principalmente por 
mutaciones espontáneas en genes cromosómicos (Da Silva y Palomino, 2011; Kochi et al., 1993). 
Además, debido a que la pared celular de este bacilo está constituida principalmente por ácidos 
micólicos hidrofóbicos que llegan a conformar ~50% de su peso seco, presenta baja permeabilidad 
a antibióticos (Kleinnijenhuis et al., 2011, Gorocica et al., 2005). La OMS estima que alrededor de 50 
millones de personas están infectadas con cepas de Mtb resistentes a las drogas anti-tuberculosas 
(Araujo et al., 2008). 
 
Adicionalmente, la tuberculosis afecta también a animales, en especial a ganado bovino (Waters et 
al., 2012 y Van Pinxteren et al., 2000), convirtiéndose en un importante problema de salud animal 
que cuenta con aproximadamente 50 millones de bovinos infectados con Mycobacterium bovis a 
nivel mundial (Chen et al., 2014). Debido a esto, las pérdidas económicas por el sacrificio de cabezas 
de ganado y la amenaza zoonótica que representa la tuberculosis bovina, son otro aspecto de alerta 
en muchos países (Aagaard et al., 2010; Muller et al., 2013). 
 
En 1921, se desarrolló la primera vacuna contra la tuberculosis, proveniente de una cepa atenuada 
de Mycobacterium bovis, conocida como BCG o Bacilo Calmette-Guérin (Oettinger et al., 1999). 
Aunque está claro que las personas vacunadas tienen menor riesgo de desarrollar las formas 
extrapulmonares de la enfermedad, especialmente en casos de tuberculosis meníngea y miliar en 
niños (Trunz et al., 2006), las estadísticas demuestran que en adultos la vacuna tiene una eficacia 
variable, que va desde el 96% hasta la nulidad para casos de tuberculosis pulmonar (Rodrigues & 
Smith, 1990). 
 
Por otra parte, los métodos de diagnóstico de la tuberculosis también presentan ciertas dificultades. 
La prueba más usada para el diagnóstico de la enfermedad latente es la prueba de la tuberculina 
conocida como prueba PPD (Derivado Proteico Purificado). La PPD es una mezcla pobremente 

https://en.wikipedia.org/wiki/es:Mycobacterium_tuberculosis
https://en.wikipedia.org/wiki/es:tuberculosis
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definida de diferentes antígenos, los cuales están presentes tanto en cepas patógenas (Mtb y M. 
bovis) como también en varias micobacterias no tuberculosas (NTM) del ambiente y en la cepa 
vacunal BCG (Aagaard et al., 2010). Por esta razón, esta prueba no puede distinguir eficazmente 
entre individuos infectados, individuos sanos que han sido vacunados con BCG e individuos que han 
estado en contacto con NTM (Van Pinxteren et al., 2000; Araujo et al., 2008 y Pimienta et al., 2012).  
 
Uno de los métodos inmunológicos propuestos para el diagnóstico de la tuberculosis es la detección 
de anticuerpos séricos formados contra antígenos de Mycobacterium (Palma & Bocanegra, 2007). 
Por lo tanto, la identificación de antígenos específicos del bacilo es una alternativa para el diseño de 
vacunas y plataformas diagnósticas más sensibles (Mustafa et al., 2008; Seghrouchni et al., 2009). 
Los antígenos pueden ser proteínas, polisacáridos, lípidos o alguna molécula que forma parte de un 
organismo y que tiene la capacidad de desencadenar una reacción antigénica o inmune en otro 
organismo. Una de las ventajas de emplear antígenos proteicos para el inmunodiagnóstico es que 
éstos pueden producirse mediante la tecnología del ADN recombinante, lo que permite su expresión 
a gran escala con bajo costo y se pueden purificar por pasos simples para tener productos libres de 
contaminantes (Ocampo et al., 2013). En la Tabla 2 se reúnen algunos de los principales antígenos 
proteicos descritos y estudiados de Mtb.  
 
 
Tabla 2. Algunos antígenos proteínicos usados en el diagnóstico de la tuberculosis (modificada de 
Palma & Bocanegra, 2007). 
 

BAAR: Bacilos ácido-alcohol resistentes; Tb: tuberculosis; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana. 
 
En los últimos años, se ha encontrado que el antígeno inmunodominante ESAT-6 (Early Secretory 
Antigenic Target-6kDa), propio de Mtb, posee gran potencial para el diseño de herramientas 
diagnósticas y de mejores e innovadoras vacunas contra la tuberculosis (Van Pinxteren et al., 2000; 
Brock et al., 2001; Brodin et al., 2004). ESAT-6 es una proteína pequeña de 95 aminoácidos, con 
una masa molecular real de 9,903.87 Da y un pI entre 4.0 y 4.5 (Sorensen et al., 1995). Esta proteína 
se encuentra codificada por el gen EsxA (esat6) que está en la región RD1 del genoma de Mtb 
(Berthet et al., 1998). Los aminoácidos de ESAT-6 están altamente conservados entre micobacterias  
con identidades reportadas de de 100%, 98%, 92%, 72% y 38% para M. bovis, M. kansaii, M. 
marinum, M. smegmatis y M. leprae, respectivamente (Teutschbein et al., 2009).  
 
La proteína ESAT-6 tiene una estructura secundaria helicoidal formada un motivo de hélice-asa-
hélice, anti-paralelas entre sí y mediante las cuales puede establecer fácilmente interacciones 
hidrofóbicas con otras proteínas. La estructura secundaria de ESAT-6 se compone por 56% de α-
hélices, 7% de hojas β, 12% de giros y el 25% no estructurado (Renshaw, et al., 2002).  
 
ESAT-6 usualmente forma un heterodímero con CFP10 termodinámicamente estable (Figura 4), otro 
antígeno de Mtb (Van Pinxteren et al., 2000; Brodin et al., 2004; Abdallah, et al., 2007). La formación 
de este dímero parece ser indispensable para que se presente la secreción de ambas proteínas al 
medio y además, se ha encontrado que la combinación de ambos antígenos podría presentar mayor 
poder antigénico que cuando se administran por separado, alcanzando mayor especificidad que la 
vacuna BCG (Van Pinxteren et al., 2000; Pimienta et al., 2012).  

ANTÍGENO SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD APLICACIÓN 
 

REFERENCIA 
 

ESAT-6 27% - Tb latente Silva et al., 2003 
CFP-10 25% 97% Tb BAAR- Dillon et al., 2000 
16-kDa 57% - Tb VIH + Uma Devi et al., 2003 
30-kDa 61% 95% Tb pulmonar Sada et al., 1990 
38-kDa 68% 96% Tb pulmonar Espitia et al., 1989 
TB16.3 98% - Tb VIH - Welding et al., 2005 

 88% - Tb VIH + Welding et al., 2005 
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Figura 4. Modelo estructural del heterodímero formado por los antígenos ESAT-6 y CFP10 de 
Mycobacterium Tuberculosis (tomada de Abdallah et al., 2007). 
 
En 1996, gracias al análisis molecular de las diferencias genéticas entre M. bovis virulenta y la cepa 
atenuada M. bovis BCG, se identificó que la región RD1 de 9.5 Kb que contiene el gen que codifica 
para ESAT-6, fue eliminada o deletada de todas las subcepas BCG pero permanece en las cepas 
virulentas. Así, el uso del antígeno ESAT-6 para la detección de personas con tuberculosis puede 
ser una opción frente a la prueba PPD (Mahairas et al., 1996; Oettinger et al., 1999; Abdallah et al., 
2007; Hanif et al., 2010). 
 
Además, se ha demostrado que el antígeno ESAT-6 participa en una potente respuesta celular 
inmune caracterizada por el estímulo de las células T de pacientes con tuberculosis activa. ESAT-6 
es reconocida por las células T durante la infección temprana (Ravn et al., 1999; Brodin et al., 2004), 
tanto en humanos como en ratones (Andersen et al., 1995) y en ganado bovino (Pollock et al., 1997; 
Vutla et al., 2011). De igual forma, muchos estudios han demostrado que ESAT-6 estimula la 
producción del interferón gamma (INF-ϒ) a partir de la memoria inmune de los linfocitos T (Van 
Pinxteren et al., 2000; Brock et al., 2001; Araujo et al., 2008; Pimienta et al., 2012) y participa en el 
incremento de los niveles de las interleucinas IL-4 y IL-10, que actúan como anti-inflamatorios (Torabi 
et al., 2013), contribuyendo al desarrollo de la inmunidad antituberculosa. Esta fuerte antigenicidad 
de ESAT-6 puede utilizarse para elaborar diferentes ensayos diagnósticos, por ejemplo “skin test” 
(Hanif et al., 2010; Chen et al., 2014) o pruebas ELISA (Pimienta et al., 2012). 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1. Sistemas de producción de proteínas recombinantes inducidos por temperatura 
 
Dentro de las estrategias empleadas para mejorar los procesos de producción de proteínas 
recombinantes se destaca el uso de sistemas de expresión inducidos por temperatura (Caulcott & 
Rhodes, 1986). La termoinducción es una estrategia que consta de dos fases de cultivo: una etapa 
inicial de crecimiento del microorganismo a temperatura moderada (28-30°C, generalmente) y una 
etapa posterior de producción en la cual se incrementa la temperatura del cultivo por encima de 37°C 
(Caspeta et al., 2013; Valdez-Cruz et al., 2010).  
 
Este sistema de inducción térmica tiene múltiples ventajas. En primer lugar, se evita el uso de medios 
especiales y la adición de antibióticos o inductores químicos como el IPTG (isopropil-β-D-1-
tiogalactopiranósido), que resultan ser costosos y tóxicos para las células y para los humanos. A 
nivel industrial, los inductores químicos deben ser completamente eliminados del producto y de los 
efluentes finales, implicando más pasos y costos en los procesos de purificación (Makrides, 1996; 
Lara, 2011). En segundo lugar, se minimizan riesgos de contaminación por manipulación del cultivo, 
ya que la temperatura se puede controlar externamente sin tener que poner en riesgo la esterilidad 
y estabilidad del sistema (Remaut et al., 1981; Caspeta et al., 2009; Valdez-Cruz et al., 2010). 
 

2.1.1.  Sistema termoinducible λ pR/pL - cI857 
 

Existen diversos tipos de sistemas termoinducibles, basados tanto en operones presentes de manera 
natural en los microorganismos productores o bien, basados en promotores y represores de fagos 
específicos (Palomares et al., 2004). El sistema termoinducible utilizado en este trabajo es el λ pR/pL 
- cI857, el cual está basado en la inserción de un gen de interés en diferentes vectores que contengan 
los promotores fuertes pR y/o pL y el represor mutante termolábil cI857 del bacteriófago λ (Villaverde 
et al., 1993; Menart et al., 2003). 
 
El represor termolábil cI857 proviene de la proteína cI del bacteriófago λ, la cual consta de dos 
dominios que participan en la regulación de los genes líticos y lisogénicos del fago, actuando como 
una especie de switch entre ambos ciclos (Maniatis et al., 1973; Ptashne et al., 1980; Dodd et al., 
2001).  En 1966, Margaret Lieb hizo una mutación en la secuencia de cI, cambiando el residuo 
alanina (Ala) 66 por una treonina (Thr). Se descubrió que esta mutante mantenía a bajas 
temperaturas las mismas propiedades del tipo silvestre, pero se hacía inestable al aumentar la 
temperatura (Lieb, 1966; Valdez-Cruz et al., 2010). La Ala 66 se encuentra ubicada en el extremo N-
terminal de la proteína, envuelta en un core hidrofóbico de unión al ADN. Al reemplazar este 
aminoácido por una Thr de mayor tamaño y polaridad que la Ala, se desestabilizan la interacciones 
hidrofóbicas locales, lo que provoca la inestabilidad de la proteína a temperaturas superiores a 37°C 
(Lieb, 1981; Nauta et al., 1997). Este hallazgo abrió la posibilidad de regular físicamente la afinidad 
de enlace de cI857 a los promotores λ pR/pL y fue el comienzo de su exploración biotecnológica 
para la producción de proteínas recombinantes en E. coli.  
 
La expresión del gen es eficientemente regulada por el represor cI857 a temperaturas por debajo de 
37°C, pues forma un octámero para interactuar con los dominios de la región operadora de los 
promotores pR/pL, bloqueando la transcripción de la RNA polimerasa (Figura 5). Al elevar la 
temperatura del cultivo, por arriba de 37°C, se libera el represor y permite la transcripción del gen de 
interés (Villaverde et al., 1993; Dood et al., 2004; Valdez-Cruz et al., 2010).  
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Figura 5. Regulación molecular del sistema termoinducible λ pR/pL-cI857 de E. coli. A 30°C el 
represor cI857 se encuentra unido a tres dominios (oL1/oR1, oL2/oR2 y oL3/oR3) de la región 
operadora de los promotores pR/pL, impidiendo la transcripción (A); Por encima de los 37°C se libera 
el represor, permitiendo la llegada de la RNA polimerasa y la posterior transcripción del gen de interés 
(B) (tomada de Valdez-Cruz et al., 2010). 
 
Se ha reportado que el sistema λ pR/pL - cI857 tiene la ventaja de que una sola copia del gen cI857 
genera la suficiente cantidad de represor como para impedir completamente el reconocimiento del 
promotor, incluso en casos donde el promotor se encuentra en plásmidos multicopia (Remaut et al., 
1981). En teoría este sistema podría ser utilizado en cualquier cepa de E. coli y de hecho se ha 
aplicado en otras bacterias Gram negativas como Erwinia y Serratia (Leemans et al., 1987). 
Dependiendo de la proteína recombinante, las condiciones de cultivo y la cepa productora se pueden 
llegar a obtener altos rendimientos (Remaut et al., 1981; Makrides, 1996; Valdez-Cruz et al., 2010).  
 
Hay antecedentes del amplio uso de este sistema de expresión para la producción de diferentes 
proteínas recombinantes, en particular aquellas de uso terapéutico (Tabla 3). Los primeros 
experimentos usando el promotor pL alcanzaron rendimientos entre 2 a 7% respecto a la proteína 
total celular (Bernard et al., 1979; Yoakum et al., 1982). Posteriormente, se obtuvieron rendimientos 
mayores al 30% (Remaut et al., 1981; Schmidt et al., 1999). Aunque hasta la fecha hay pocos 
reportes de los avances específicos que se han hecho a nivel industrial, es claro que este sistema 
se ha convertido en una alternativa importante que puede ser llevada desde la investigación hasta 
aplicaciones a mayor escala (Valdez-Cruz et al., 2010), ya sea probando diferentes condiciones de 
cultivo (Aucoin et al., 2006) y/o modificando las estrategias de termoinducción (Caspeta et al., 2009; 
Caspeta et al., 2013). 
 

2.2. Respuesta de Choque Térmico (HSR) en Escherichia coli 
 
Cuando la célula es sometida a un aumento de temperatura, se desencadena una respuesta 
molecular para protegerla de la desnaturalización de las proteínas y regular la homeostasis celular, 
dando como resultado un incremento en la tolerancia a las altas temperaturas. Esta respuesta es 
conocida como respuesta de choque térmico (HSR, por sus siglas en inglés) y fue descrita por 
primera vez por los grupos de Neidhardt y Yura en 1978 (Lemaux et al., 1978; Yamamori et al., 1978). 
La HSR en E. coli es controlada por el factor de transcripción sigma 32 (σ32), una holoenzima que al 
unirse a la RNA polimerasa, regula la expresión de por lo menos 120 genes que codifican para 
proteínas de choque térmico (Grossman et al., 1987). Las ́ Heat Shock Proteins´ (o HSP) monitorean 
y responden al estado de plegamiento de las proteínas en las células. Algunas sirven como 
chaperonas, promoviendo el plegamiento y otras actúan como proteasas, degradando las proteínas 
dañadas o no plegadas; también están implicadas en la misma regulación de la HSR, manteniendo 
la homeostasis y viabilidad celular (Ron et al., 2000; Valdez-Cruz et al., 2010; Wick & Egli, 2004).  
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Tabla 3. Resumen de algunas proteínas obtenidas con el uso del sistema termoinducible λ pL/pR-
cI857 (modificada de Valdez-Cruz et al., 2010). 
 

PROTEÍNA PLÁSMIDO CONDICIONES DE 
CULTIVO/INDUCCIÓN PRODUCCIÓN REFERENCIAS 

IFN-ϒ pPL-I Lote; matraces agitados; 
28°C a 42°C 0.3 g/L Lim & Jung, 

1998 

IFN-ϒ pPL-I Alimentado; 28°C a 42°C 7.43 g/L Lim & Jung, 
1998 

Insulina A-
cadena-
Mut3sY 

pMYW-a Lote; matraces agitados; 
30°C a 42°C 

30% de la 
proteína celular 

total 

Schmidt et al., 
1999 

Insulina A-
cadena-
Mut3sY 

pMYW-a 
Alimentado; cultivo de alta 
densidad celular; 30°C a 

42°C 

13% de la 
proteína celular 

total 

Schmidt et al., 
1999 

IFN-α pMYW-a Alimentado; 30°C a 42°C 4.0 g/L Babu et al., 2000 

hFGF-2 plFGFB Alimentado; 30°C a 42°C (6-8 
h) 5.0-6.0 g/L Rinas & 

Hoffmann, 2004 

GFP pND-GFP 
Lote; matraces agitados; 
oscilaciones 37°C a 42°C 

(1h) 
 
 
 
 

68 mg/L  Aucoin et al., 
2006 

GFP pND-GFP Alimentado; oscilaciones 30 a 
42°C (30 min) 273 mg/L  Aucoin et al., 

2006 

His-tag-hPPI pUC Alimentado; 30°C a 42°C; vel. 
0.4°C/min 3.3 g/L Caspeta et al., 

2009 

His-tag-hPPI pUC Alimentado; 30°C a 42°C; vel. 
0.8°C/min 2.2 g/L Caspeta et al., 

2009 

His-tag-hPPI pUC Alimentado; 30°C a 42°C; vel. 
1.7°C/min 1.8 g/L Caspeta et al., 

2009 

His-tag-hPPI pUC Alimentado; 30°C a 42°C; vel. 
6.0°C/min 1.9 g/L Caspeta et al., 

2009 

hPPI pBM Alimentado; 30°C a 42°C; vel. 
0.4°C/min 3.8 g/L Caspeta et al., 

2013 

hPPI pBM Alimentado; oscilaciones 
37°C a 42°C; vel. 0.4°C/min 4.8 g/L Caspeta et al., 

2013 

hPPI pBM Alimentado; oscilaciones 
30°C a 42°C; vel. 0.4°C/min 5.8 g/L Caspeta et al., 

2013 

Interferón α-
2b - Lote; matraces agitados;  

37°C a 42°C 27.7 mg/L Mansey, et al., 
2014 

Interferón α-
2b - Lote; biorreactores; 37°C a 

42°C 44.5. mg/L Mansey, et al., 
2014 

L-alanina pPL-alaD Alimentado; 28°C a 42°C 120.8 g/L Zhou et al., 2016 

α-cetobutirato pBV220-ilvA Alimentado; 35°C (12 h)  a 
40°C 40.8 g/L Zhang et al., 

2016 
hFGF-2: Factor de crecimiento humano de fibroblastos 2; hPPI: Preproinsulina humana; IFN: Interferón. 
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El factor σ32 está codificado por el gen rpoH, el cual a temperaturas menores de 30°C se encuentra 
conformando una estructura secundaria en forma de horquilla que imposibilita su transcripción, 
manteniendo la HSR inactivada (Grossman et al., 1987). Al comenzar a elevar la temperatura por 
arriba de los 34°C, la estructura secundaria se relaja permitiendo la transcripción del gen rpoH, que 
posteriormente se traduce como factor σ32 (Jensen & Carlsen, 1990; Yura & Nakahigashi, 1999). La 
activación de este factor de transcripción es muy importante para las células, no sólo porque regula 
la expresión de muchos genes involucrados en el mantenimiento de la integridad genómica y 
metabólica de la célula (Nonaka et al., 2006), sino también porque permite la síntesis de las proteínas 
de choque térmico que van a jugar un papel determinante en el rendimiento de obtención, solubilidad 
y actividad de la proteína recombinante de interés (Valdez-Cruz et al., 2010). 
 
En ausencia de estrés térmico se mantiene dentro de la célula un nivel basal del factor σ32, el cual 
es regulado por algunas chaperonas como DnaK y DnaJ a través de un mecanismo de 
retroalimentación negativa que recibe el nombre de ‘modelo de valoración de proteínas mal 
plegadas’. En este modelo, las proteínas mal plegadas compiten con σ32 por la unión a DnaK. De tal 
forma que, si las proteínas mal plegadas son pocas, DnaK interactúa con σ32, ya sea limitando su 
unión a la RNA polimerasa, reprimiendo su traducción o activando su degradación por parte de la 
proteasa FtsH (Bukau, 1993; Tomoyasu et al., 1995; Herman et al., 1995; Blaszczak et al., 1999; 
Guisbert et al., 2004). Con el incremento de la temperatura, la cantidad de proteínas mal plegadas 
también aumenta, lo cual es censado y auxiliado por las chaperonas, dejando al factor σ32 disponible 
para desencadenar la síntesis de las proteínas de choque térmico (Bukau, 1993; Arsene et al., 2000). 
Debido a esto, cuando la temperatura sube hasta 42°C, los niveles de σ32 incrementan rápidamente 
hasta 17 veces con respecto a su nivel basal durante los primeros minutos (Straus, 1987).  Además, 
es posible que el incremento en la expresión del factor sigma se deba a una traducción mejorada del 
mRNA de σ32 a elevadas temperaturas (Nagai, et al., 1991).  
 
El estudio más reciente de Chakraborty y colaboradores (2014) propone que la sobre-expresión de 
σ32 a temperaturas elevadas podría darse por desestabilización del complejo σ32-DnaK-DnaJ 
mediante un cambio conformacional en la estructura de σ32 (Figura 6). 
 

 
Figura 6. Simulación por dinámica molecular de la estructura del factor σ32 a 30°C y 42°C. Se observa 
accesibilidad reducida a la región de unión a DnaK (residuos 198-VLYL-201 en amarillo) bajo choque 
térmico (tomada de Chakraborty et al., 2014). 
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Como se observa en la Figura 6, hay accesibilidad reducida a la región de unión a DnaK, que 
comprende desde la Valina 198 hasta la Leucina 201 (región en amarillo) después del choque 
térmico a 42°C, en comparación con la condición a 30°C. De esta forma, el factor sigma queda 
disponible y el inicio de la respuesta de choque térmico es más rápido (Chakraborty et al., 2014). 
 

2.2.1.  Chaperonas moleculares: control de la calidad conformacional del proteoma  
 
Bajo condiciones fisiológicas, las proteínas recombinantes muchas veces no alcanzan su 
conformación nativa quedando parcialmente plegadas o mal plegadas, lo que conduce a su 
agregación o degradación. Las células han conservado evolutivamente un grupo de proteínas de 
choque térmico (HSPs) encargadas de censar, reaccionar, controlar y reducir la cantidad de 
proteínas agregadas en el citoplasma de E. coli (Baneyx & Mujacic, 2004). Aunque la mayoría de 
ellas son altamente conservadas entre especies, la regulación de la respuesta varía entre especies 
bacterianas (Rosen & Ron, 2002).  
 
Dependiendo de su actividad, las HSPs se han clasificado en tres grupos como se muestra en la 
Figura 7. Primero están las HSPs o chaperonas de plegamiento que incluyen al factor 
desencadenante TF y a las chaperonas DnaK/J, GroEL/S; segundo están las HSPs estabilizadores 
en donde se encuentran las chaperonas pequeñas IbpA e ibpB así como Hsp31 y Hsp33; por último 
están las HSPs desagregasas de la familia de ClpB (Baneyx & Mujacic, 2004). 
 
Las chaperonas moleculares son específicamente una clase de moduladores de plegamiento que 
juegan un papel central en el control de la calidad conformacional del proteoma, estabilizando y 
remodelando un amplio rango de polipéptidos. Las chaperonas pueden ser clasificadas con base en 
su mecanismo de acción. DnaK, DnaJ y el complejo GroEL/ES, se unen a los residuos hidrofóbicos 
de las cadenas polipeptídicas nacientes y trabajan cooperativamente para catalizar su plegamiento 
de novo a través de un cambio conformacional dependiente de hidrólisis de ATP (Gragerov et al., 
1992; Bhandari & Houry, 2015; Hayer-Hartl et al., 2015). 
 

 
Figura 7. Mecanismos de acción de chaperonas moleculares en el citoplasma de E. coli (tomada de 
Baneyx & Mujacic, 2004). 
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DnaK es una proteína de 70 kDa cuyo sustrato primario son cadenas nacientes grandes o proteínas 
recién sintetizadas de >60 kDa. El ciclo funcional de DnaK es dependiente de su cochaperona DnaJ 
y del factor intercambiador de nucleótidos, GrpE. DnaJ generalmente actúa para estimular la 
actividad ATPasa de DnaK y para transferirle sustratos (Szabo et al., 1994). La hidrólisis de ATP 
permite la formación de un fuerte complejo entre DnaK-ADP y su sustrato. Después la hidrólisis de 
ADP catalizada por GrpE, facilita la liberación del sustrato. La proteína recién sintetizada puede 
alcanzar su conformación nativa después de varios ciclos con DnaK/DnaJ o puede ser enviada al 
sistema de GroEL/GroES que recibe aproximadamente el 10% de las proteínas recién sintetizadas 
(Ewalt et al., 1997). GroEL es un oligómero de 800 kDa que forma dos anillos homoheptaméticos 
apilados, uno de los cuales siempre se une a la cochaperona GroES. Los sustratos son unidos por 
el anillo libre y pasan a través del canal central para plegarse durante varios ciclos en un proceso 
controlado por cambios conformacionales e hidrólisis de ATP (Hartl & Hayer-Hartl, 2002).  
 
En el grupo de proteínas estabilizadoras están IbpA, IbpB, Hsp31 y Hsp33,  que se unen 
temporalmente a la superficie de los intermediarios de proteína, manteniéndolos estables mientras 
la maquinaria de proteínas de plegamiento queda libre (Allen et al., 1992; Graf & Jakob, 2002; 
Hoffmann et al., 2004).  
 
Por último está la familia de las desagregasas, entre ellas ClpB una ATPasa con forma de anillo que 
participa activamente en la solubilización de agregados de proteína (Lee et al., 2003).  
 

2.3.  Convergencia de las respuestas de estrés asociadas a la producción de proteínas 
recombinantes 

 
Las respuestas al estrés que generan los sistemas de expresión de proteínas recombinantes 
termoinducibles en las células no son eventos aislados, sino que se relacionan en algún punto. En 
la Figura 8 se presenta en el panel izquierdo el proceso inicial de la respuesta molecular tras el 
aumento de la temperatura y en el panel derecho lo que ocurre durante la termoinducción de las 
proteínas recombinantes (RP thermoinduction). A temperaturas superiores a los 37°C, la célula va a 
estar sometida no sólo al estrés térmico, sino además al estrés por la sobreproducción misma de las 
proteínas recombinantes. Las altas concentraciones de proteína que se alcanzan en este sistema 
pueden favorecer la formación de cuerpos de inclusión (Hoffmann & Rinas, 2004; Caspeta et al., 
2009). La acumulación de proteínas recombinantes desencadena un respuesta molecular controlada 
por σ32, que incluye la sobre expresión de genes que codifican para proteínas de choque térmico, 
las cuales están implicadas precisamente en el plegamiento y degradación de la proteína de interés 
(Gill et al., 2000; Jürgen et al., 2000; Smith, 2007). Así, aunque ambas respuestas convergen en la 
activación de genes de choque térmico se han estudiado en contextos separados (Rosen & Ron, 
2002 y Zhao et al., 2005). 
 
A nivel fisiológico, el estrés térmico y la sobre expresión de proteína heteróloga van a representar 
una carga metabólica extra para las células. Esta carga metabólica puede conducir a una 
disminución de la velocidad específica de crecimiento y a cambios en el metabolismo central de 
carbono, y al mismo tiempo puede alterar la calidad y cantidad de la proteína producida (Jensen & 
Carlsen, 1990; Gill et al., 2000; Hoffmann & Rinas, 2004). La célula va a reajustar los flujos 
metabólicos y la síntesis de enzimas, aumentando la demanda energética y desviando la actividad 
celular hacia la acumulación de biomasa. Además, a parte de la respuesta de choque térmico, otras 
respuestas diferentes de estrés celular son inducidas, como la respuesta estricta y la respuesta SOS 
(Hoffmann & Rinas, 2004). Sumado a esto, como resultado del desorden metabólico pueden 
acumularse ácidos orgánicos (Wittmann et al., 2007) y se puede modificar la relación lípido/proteína 
en las membranas (Mejía et al., 1999; Nonaka et al., 2006).  
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Figura 8. Sistema de termoinducción en E. coli: relación entre la Respuesta de Choque Térmico 
(HSR) y la producción de proteínas recombinantes (tomada de Valdez-Cruz et al., 2010). 
 
A nivel molecular, Harcum y Haddadin en el 2006, describieron que cultivos recombinantes 
sometidos a estrés térmico y al estrés por la producción de proteína recombinante tienen una 
respuesta transcriptómica diferente a los cultivos probados con un único estrés. Por ejemplo, los 
genes que codifican para los tRNAs que facilitan la síntesis de proteínas vía traducción y los genes 
directamente relacionados con las HSP (chaperonas y proteasas) que promueven plegamiento de 
proteínas, fueron sobre expresados bajo inducción y calentamiento (Harcum & Haddadin, 2006). 
Esto puede indicar que bajo ambos tipos de estrés se activan genes que van contribuir a la 
producción de proteínas recombinantes. 
 
Por otra parte, un análisis transcriptómico fue llevado a cabo por Caspeta y colaboradores en 2009, 
para entender la respuesta celular tras la producción de una proteína recombinante a diferentes 
velocidades de calentamiento usando un sistema termoinducido λpL/cI857 en E. coli. Los niveles de 
mRNA de los genes de choque térmico incrementaron varias veces con el aumento de la 
temperatura, tanto a 38°C como a 42°C, con respecto a los niveles a 30°C. A velocidades extremas 
de calentamiento (muy rápido o muy lento), los niveles de mRNA de los genes de choque térmico no 
presentaron un aumento considerable. Por ejemplo, de todos los patrones de calentamiento 
analizados, el calentamiento a 38°C a la velocidad más lenta (6°C/min) mantuvo los niveles de mRNA 
de las proteínas DnaK, DnaJ y GroEL similares a los niveles a 30°C (Caspeta et al., 2009).  
 
El comportamiento de los genes de choque térmico y la expresión de la proteína recombinante, no 
sólo dependerán de las velocidades del calentamiento, sino también de los tiempos a los que ésta 
se lleve a cabo. Se ha observado, que en los primeros 5 minutos después de la inducción térmica 
incrementan varias veces los niveles de mRNA de DnaK, DnaJ y GroEL y después de 30-40 minutos, 
la expresión de proteínas chaperonas tiende a normalizarse. Antes de los 5 minutos de post-
inducción, el aumento en mRNA es muy gradual, siendo apenas del doble o menos (Valdez-Cruz et 
al., 2011). 
 
Aunque algunos trabajos han descrito el comportamiento de los mRNAs de algunos genes de 
proteínas asociadas a choque térmico a través del tiempo en un sistema termoinducible, no se han 
realizado reportes del comportamiento de los niveles de proteína como tal. 
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3. JUSTIFICACIÓN Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 
Hasta el momento, hay pocos trabajos que describan cómo controlar las condiciones de cultivo y los 
parámetros de la termoinducción para aumentar o disminuir la expresión de proteínas que participan 
en la respuesta de choque térmico. Tampoco se ha descrito un mecanismo molecular que explique 
cómo dicha expresión se puede modular para obtener altos rendimientos de una proteína 
recombinante de interés, ni cómo evitar caídas dramáticas en el crecimiento debido al estrés por 
temperatura. 
 
Con respecto a esto, nos planteamos la pregunta de ¿cómo se puede aumentar la producción de 
una proteína recombinante de interés en cultivos de E. coli usando las ventajas de un sistema 
termoinducible y cómo se ve afectado el crecimiento? Para responder a este interrogante, se empleó 
como proteína modelo el antígeno ESAT-6 de Mycobacterium tuberculosis y se llevó a cabo un 
análisis tanto a nivel de crecimiento celular como a nivel de producción de proteína en dos escalas 
de cultivo, matraces agitados y biorreactores. 
 
En relación al crecimiento, se realizaron cinéticas del estado metabólico celular (biomasa, glucosa, 
acetato, oxígeno y pH) bajo diferentes temperaturas de inducción. Esto para identificar si hay otro 
tipo de estrés además del térmico que pueda contribuir a la disminución en el crecimiento y definir 
cuál condición permite obtener mayores rendimientos de biomasa. Con relación a la producción, se 
determinó la cantidad de proteína total y proteína recombinante obtenidas en las diferentes 
temperaturas de inducción y, al mismo tiempo, se evaluaron los cambios en la expresión de proteínas 
de choque térmico importantes como DnaK/J y GroEL/ES como una posible opción para modular la 
respuesta de choque térmico. 
 
Finalmente, se espera no sólo acercarnos a entender el mecanismo molecular que regula el estrés 
celular generado en los sistemas inducidos por temperatura, sino también deducir algunos eventos 
metabólicos que ocurren en la células y así poder obtener la mayor cantidad posible de la proteína 
recombinante, ya sea de forma soluble o en cuerpos de inclusión. 
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4. HIPÓTESIS 

 
El uso de un sistema termoinducible en Escherichia coli permite mejorar los rendimientos de 
producción heteróloga del antígeno ESAT-6 de Mycobacterium tuberculosis con respecto a un 
sistema inducido químicamente. 
 
 

5. OBJETIVOS 

 
5.1. Objetivo general 

 
Analizar el sistema de producción del inmunógeno ESAT-6 de Mycobacterium tuberculosis y la 
expresión de chaperonas en un sistema termoinducible de Escherichia coli recombinante.  
 
 

5.2.  Objetivos específicos 
 

 Caracterizar la cinética de crecimiento de la cepa recombinante E. coli ATCC 53606 
(pDB+ESAT-6) en dos escalas de cultivo diferentes (matraces y biorreactores) usando dos 
temperaturas de inducción, 39°C y 42°C. 

 
 Determinar la expresión de la proteína recombinante ESAT-6 en matraces y biorreactores, 

tanto en la fracción soluble como en la insoluble (cuerpos de inclusión), bajo las diferentes 
temperaturas de inducción. 

 
 Cuantificar el consumo de la fuente de carbono y la producción de ácidos orgánicos en el 

medio de cultivo durante la expresión de la proteína recombinante ESAT-6. 

 
 Evaluar cambios en la expresión de algunas proteínas de choque térmico (DnaK/J y 

GroEL/ES) en matraces y biorreactores tras la termoinducción de ESAT-6. 
 
 

 Definir características de resistencia a la desnaturalización y a la degradación proteolítica de 
los cuerpos de inclusión obtenidos al final de cada cultivo.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 
6.1. Materiales 

 
6.1.1. Cepa Bacteriana 

 
Todos los experimentos se realizaron con la cepa Escherichia coli ATCC-53606, que expresa 
constitutivamente el represor termolábil cI857 y fue adquirida del banco de Castellani & Chalmers 
(USA). En el laboratorio de Biología Molecular de la Dra. Norma Adriana Valdez, E. coli ATCC-53606 
fue transformada con el plásmido comercial pDeltaBlue (ATCC-77334) en un trabajo del estudiante 
de Doctorado Carlos Giroshi Bando. A partir de este trabajo se seleccionó la clona 4 (C4) como mejor 
productora de la proteína ESAT-6 y fue donada generosamente para este proyecto. 
 

6.1.2.  Plásmido 
 
La secuencia del gen esxA (ESAT-6) fue optimizada con los codones de uso frecuente en E. coli y 
se insertó en el plásmido comercial pDeltablue (ATCC-77334; Figura 9). Este plásmido se eligió 
porque cuenta con el promotor fuerte pL del bacteriófago lambda que contiene tres regiones 
operadoras: oL1, oL2 y oL3, necesarias para la unión del represor cI857 antes de la inducción 
térmica. Además, contiene el gen ampR que confiere resistencia a ampicilina. Este plásmido es de 
un mediano número de copias (5 a 20 copias por célula) y tiene un tamaño de 3814 pares de bases.  
 
Para permitir la purificación de la proteína ESAT-6 se incluyeron en su secuencia seis residuos de 
histidina en el extremo C-terminal y además se colocaron sitios de reconocimiento y anclaje del factor 
Xa. Para la inserción del gel de ESAT-6 se usaron sitios de corte de las enzimas de NcoI en el 
extremo 5’ y BamHI en el extremo 3’. 
 

 
Figura 9. Construcción del plásmido pDeltaBlue en fase con el inserto de la secuencia que codifica 
para la proteína ESAT-6. 
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6.1.3.  Medios de cultivo 
 

6.1.3.1. Medio complejo 

El medio de cultivo complejo empleado comúnmente para el crecimiento de E. coli es el Luria-Bertani 
(LB). Este medio contiene triptona, que resulta de la digestión enzimática de la caseína como fuente 
de aminoácidos y péptidos, extracto de levadura como fuente de ácidos nucleicos y lípidos y, además 
cloruro de sodio (Sezonov, et al., 2007). La composición estándar para el medio LB se presenta en 
la tabla 4. Todas las preparaciones se ajustaron a un pH= 7.40 con NaOH 1M y se esterilizaron a 
121°C y 22 psig por 30 minutos en un autoclave Tomy ES-215 de Sterilizers. 
 

Tabla 4. Preparación medio de cultivo complejo Luria – Bertani. 
 

Para 1 Litro Medio líquido Medio sólido 
Bacto Triptona de DIFCO (g) 10 10 

Extracto de Levadura de BD (g) 5 5 
NaCl de J.T. Baker (g) 10 10 

Agar (g) - 15 
Agua Destilada (L) 1  1  

 
6.1.3.2. Medio definido 

Los medios definidos se utilizan ampliamente en microbiología y biotecnología para obtener una 
caracterización precisa del crecimiento de un organismo, ya que se conoce su composición química 
exacta (Todar, 2003). Para el cultivo de la cepa recombinante se probaron dos medios definidos 
diferentes, con el fin de observar en cuál se obtenía mayor crecimiento. El primer medio probado fue 
el descrito por Lara (Lara et al., 2006), que ha sido usado previamente en el laboratorio con otras 
cepas de E. coli. El segundo medio propuesto fue el de Caspeta (Caspeta et al., 2013), en cuyo 
trabajo desarrolló un sistema termoinducido de E. coli recombinante en biorreactor, lo que puede 
servir como referencia directa para efectos de comparación de resultados. La formulación final de 
ambos medios se presenta en la Tabla 5, donde se describen los componentes de la solución base. 
La solución stock de elementos traza se preparó y esterilizó una única vez y se le adicionó a la 
solución base justo antes de inocular (1 ml/L). Así mismo se hizo con las soluciones de tiamina 
(1000X), ampicilina (1000X), MgSO4 (400 g/L), glucosa (500 g/L) y casaminoácidos (500 g/L). Todas 
las preparaciones de ajustaron a un pH= 7.00 con NaOH 1M y se esterilizaron a 121°C y 22 psig por 
30 minutos en un autoclave Tomy ES-215 de Sterilizers. 
 

Tabla 5. Preparación medios de cultivo definidos. 
 

Medio Mineral por Lara (2006) en g/L Medio Mineral por Caspeta (2013) en g/L 
Na2S04 2.0 (NH4)2HPO4 4.0 

(NH4)SO4 2.7 KH2PO4 13.3 
NH4Cl 0.5 Ácido cítrico 1.7 

K2HPO4 14.6   
NaH2PO4.H2O 4.0   

Citrato de sodio 1.0   
Soluciones Stock 

MgSO4 0.24 MgSO4.7H2O 1.2 
Tiamina 0.01 Tiamina 0.045 

Ampicilina 0.1 Ampicilina 0.1 
Glucosa 10.0 Glucosa 17.5 

*Casaminoácidos 3.0 *Casaminoácidos 3.0 
*Casaminoácidos: No hacen parte de la formulación original de los medios. 
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Es preciso aclarar que aunque se hicieron cinéticas usando ambas formulaciones, elegimos el medio 
definido con la formulación de Caspeta (Caspeta et al., 2013) para el resto del presente trabajo (ver 
resultados). 
 
La idea de adicionar casaminoácidos a los medios se basó en algunos reportes que los proponen 
como una buena fuente de nitrógeno, proveen nutrientes y cofactores requeridos para el correcto 
crecimiento de las cepas recombinantes, además poseen un alto grado de digestión y una rápida 
asimilación por parte de las bacterias (Fishov et al., 1995). Jung y colaboradores (2006) reportaron 
que al utilizar casaminoácidos como fuente de nitrógeno orgánico a una concentración entre 3.0 y 
3.2 g/L, se pueden obtener rendimientos de interferón-α recombinante de hasta 10 mg/g usando un 
reactor de 1 L en cultivos de E. coli. 
 

6.1.4.  Anticuerpos para Western Blot 
 
Anticuerpos Primarios: 
-Anticuerpo anti-His de QIAGEN con N° de catálogo 34610. 
-Anticuerpo anti-ESAT-6 de Pierce (Thermo Scientific) con N° de catálogo PA1-19446. 
-Anticuerpo anti-DnaK de Enzo Life Sciences con N° de catálogo ADI-SPA-880. 
-Anticuerpo anti-DnaJ de Enzo Life Sciences con N° de catálogo ADI-SPA-410. 
-Anticuerpo anti-GroEL de Enzo Life Sciences con N° de catálogo ADI-SPS-875. 
-Anticuerpo anti-GroES de Enzo Life Sciences con N° de catálogo ADI-SPA-210. 
 
Anticuerpos Secundarios: 
-Anticuerpo anti-conejo de Sigma-Aldrich con N° de catálogo A3687. 
-Anticuerpo anti-ratón de Sigma-Aldrich con N° de catálogo A3562. 
 

6.2. Métodos 
 

6.2.1.  Preparación y transformación de células de E. coli ATCC 53606 quimiocompetentes 
 
Para obtener células competentes de E. coli ATCC 53606 se cultivaron en medio LB con ampicilina 
(100 mg/mL) a 37°C. La biomasa obtenida de la fase exponencial se centrifugó a 4°C/8,000 x g/10 
min. El pellet se resuspendió en una solución de CaCl2 (100 mM) y MgCl2 (20 mM), incubando las 
células en hielo durante 2 h. Se centrifugaron nuevamente a 4°C/8,000 x g/10 min y se eliminó el 
sobrenadante. El pellet se puso en CaCl2 (0.1 M) y se agregaron 88 µL de DMSO por cada mL. La 
solución obtenida se alicuotó y almacenó en un congelador Revco a -75°C (Sambrook et al., 1989).  
 
Luego se tomaron 50 µL de un criovial de la cepa de E. coli ATCC 53606 quimiocompetente y se le 
añadieron 5 μL del plásmido purificado pDeltaBlue con el inserto del gen codificante para la proteína 
ESAT-6. La mezcla se agitó suavemente y se incubó en hielo por 30 min. Se puso en un baño de 
agua a 42°C durante 60 segundos, se regresó al hielo por 2 min y se le adicionaron 250 μL de medio 
S.O.C (2% triptona, 0.5% extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM 
MgSO4, 20 mM glucosa) que permite obtener máxima eficiencia en la transformación (Inoue et al., 
1990). Se incubaron a 37°C durante 1 h en agitación a 225 rpm para permitir la recuperación de las 
bacterias.   
 

6.2.2.  Selección de las clonas transformantes 
 
Se hicieron placas con 20 μL de las células transformadas en cajas de Petri estériles conteniendo 
medio LB sólido y ampicilina a tres concentraciones finales diferentes: 100 μg/mL, 200 μg/mL y 300 
μg/mL. Las cajas se incubaron 1 día a temperatura ambiente y otro día más a 30°C. Después del 
crecimiento se seleccionaron las colonias que crecieron a la mayor concentración de antibiótico (300 
μg/mL de Amp) y se pusieron a crecer en tubos de ensayo de vidrio con 5 mL de medio LB a 30°C, 
200 rpm, durante toda la noche. Al día siguiente, se tomaron 200 μL de estos cultivos y se inocularon 
en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio LB y 50 μL de Amp, los cuales se pusieron 
en etapa crecimiento a 30°C y 200 rpm. Después de 6 horas se indujeron a 39°C. Los cultivos finales 
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se centrifugaron, se purificaron los cuerpos de inclusión y se hizo el análisis de expresión de la 
proteína ESAT-6 por electroforesis en geles de poliacrilamida y Western Blot. 
 

6.2.3.  Generación del banco de trabajo de la cepa E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) 
 
Se realizó un banco de trabajo celular con el fin de tener una colección de células homogéneas 
derivadas del liofilizado original. Se tomaron 200 μL de un criovial del banco maestro de E. coli ATCC 
53606 (pDB+ESAT-6;), se inocularon en una matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio LB 
y 50 μL de Ampicilina (100 mg/mL).  Se dejó en incubación a 30°C y 200 rpm en una incubadora 
New Brunswick Scientific Classic C25, hasta alcanzar una densidad óptica (DO) de 1.62 unidades 
de absorbancia (u.a.) a 600 nm. Finalmente, para conservar las células se utilizó glicerol puro estéril 
a una concentración final del 20%, haciendo alícuotas de 1000 μL en 30 crioviales y se almacenaron 
a -75°C. 
 

6.2.4.  Preparación de los pre-inóculos 
 
Para empezar todos los cultivos con una misma densidad óptica (0.1 u.a.), se usó un matraz como 
pre-inóculo antes de comenzar cada cultivo. El pre-inóculo se preparó con 200 μL de un criovial del 
banco de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) más 50 μL de ampicilina (100 mg/mL) en un matraz 
Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio. El matraz se dejó durante toda la noche a 30°C y 200 
rpm (New Brunswick Scientific Classic C25). Después de 24 horas se midió la densidad óptica (DO) 
y se calculó el volumen que debía tomarse para alcanzar la concentración deseada, usando la 
ecuación [1]: 
 

(C1*V1)=(C2*V2)         [1] 
 

donde C1 es el valor de la DO, C2 es 0.1 u.a., V2 es el volumen final del cultivo y V1 el volumen que 
debe tomarse desde el pre-inóculo para inocular el cultivo. 
 
Todos los pre-inóculos, tanto para matraz como para biorreactor, se realizaron de la misma manera 
y se prepararon utilizando el mismo medio en el que se iba a poner el cultivo, para evitar cualquier 
tipo de variación metabólica por adaptación a un medio nuevo (Trujillo-Roldán et al., 2003). En cada 
caso, después de inocular se midió la DO (muestra del tiempo cero), para verificar que se comenzaba 
con valores de 0.1 u.a. o cercanos. 
 

6.2.5.  Cinética de crecimiento de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en matraces agitados 
  
Se hizo el seguimiento del crecimiento de la cepa recombinante E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) 
en matraces agitados con los diferentes medios de cultivo. Se utilizaron matraces Erlenmeyer 
convencionales de 250 mL cada uno con 50 mL del medio correspondiente (medio complejo LB o 
medio definido Lara/Caspeta) como se muestra en la Figura 10. A cada matraz con medio complejo 
LB se le pusieron 50 μL de ampicilina (100 mg/mL) y 200 μL de un criovial del banco de trabajo. Para 
los matraces con medio definido, se agregaron los componentes especificados en la Tabla 5 y la 
cantidad de pre-inóculo según la ecuación [1]. 
 
Los matraces se incubaron a 30°C y 200 rpm (New Brunswick Scientific Classic C25) tomando 
muestra cada hora o cada dos horas, para medir espectrofotométricamente la densidad óptica. 
También se tomaron muestras para medir el pH (Corning, pH meter 430, USA). Cuando los cultivos 
alcanzaron la fase pre-estacionaria (DO de aproximadamente 1.0. u.a. para medio LB y 3.0 u.a. para 
medio mineral), se hizo la inducción subiendo la temperatura hasta 39°C o 42°C y manteniendo la 
agitación constante. El cultivo final se guardó para su procesamiento y análisis de la expresión de la 
proteína. La cinética se dio por terminada cuando los valores de la DO se mantuvieron estables. 
Todas las cinéticas se realizaron por duplicado. 
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Figura 10. Matraces Erlenmeyer convencionales de 250 mL con 50 mL de medio definido Lara y 
Caspeta (A) o con medio LB (B). 
 

6.2.6.  Cinética de crecimiento de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en biorreactores 
 
Se realizaron cultivos en lote para analizar el crecimiento de la cepa recombinante en un biorreactor 
de 1.2 L (Applikon, Netherlands) con un volumen de operación de 1.0 L (Figura 11). Todos los cultivos 
se iniciaron a una DO de 0.1 u.a. usando como pre-inóculo matraces con el medio correspondiente 
(ver metodología 6.2.4.).  
 

  
Figura 11. Biorreactor de 1.2 L conectado al sistema biocontrolador ADI 1010 (Applikon, 
Netherlands). 
 
Los biorreactores se instrumentaron con sensores de pH, oxígeno disuelto y temperatura, haciendo 
un seguimiento en línea con el programa de adquisición de datos BioXpert ® de Applikon, 
Netherlands. La tensión de oxígeno disuelto (TOD) fue controlada a 35% con respecto a la saturación 
del aire, usando cascada de agitación entre 100-1000 rpm y aireación de 1.0 vvm mediante una 
estrategia de control proporcional-integral-derivativo (PID). El pH del medio durante la cinética fue 
mantenido en 7.4 ± 0.8 (para medio LB) y 7.0 ± 0.8 (para medio mineral), mediante la adición on-off 
de NaOH o HCl 3M y la temperatura fue controlada por PID con una chaqueta de calentamiento. 

A B 
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Para el control del nivel de espuma se adicionaron 100 μL de un agente antiespumante estéril dos 
veces durante el cultivo. 
 
Los cultivos en biorreactor se dejaron en crecimiento a 30°C hasta alcanzar la fase pre-estacionaria 
(3 horas para medio LB y 6 horas para medio mineral). En este punto, fueron sometidos a inducción, 
aumentando la temperatura desde 30°C hasta 39°C o 42°C. Se mantuvo la misma aireación y se 
continuó con el control de TOD. Las muestras se tomaron por duplicado cada hora o dos horas para 
medir cambios en la densidad óptica; el cultivo final se guardó para su procesamiento y análisis de 
la expresión de la proteína recombinante.  
 

6.2.7.  Medición de la absorbancia del cultivo 
 

El crecimiento del cultivo de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) se determinó midiendo la densidad 
óptica (DO) a 600 nm en un espectrofotómetro Spectronic Genesys™ 5 (Thermo, USA). Las 
muestras se midieron directamente en el equipo hasta concentraciones de 0.7-0.9 unidades de 
absorbancia (u.a.). Por encima de estos valores se hicieron diluciones (1:10 o 1:20) con el mismo 
medio de cultivo para que la absorbancia medida estuviera dentro del intervalo de respuesta lineal 
del equipo, según la ley de Beer-Lambert (Koch, 1970; Toennies & Gallant, 1949; Myers et al., 2013).  
 

6.2.8.  Determinación de la biomasa como peso seco 
 
Se recolectaron muestras de 10 mL de una cinética a 30°C en matraces agitados con medio mineral. 
Se centrifugaron a 4°C/14,000 x g/20 min. El sobrenadante se descartó y el pellet se llevó a secar a 
90°C en un horno Precision (Equipar) por ~60 h. La biomasa se pesó en una balanza analítica 
Sartorius CP225D hasta obtener un peso constante. La concentración de la biomasa se calculó como 
la diferencia entre el peso de los tubos vacíos y los tubos con la biomasa seca, teniendo en cuenta 
el volumen de muestra. Finalmente se hizo una correlación lineal entre peso seco y densidad óptica 
a 600 nm, para encontrar un factor de equivalencia entre ambas medidas (Lawrence & Maier, 1977; 
Toennies & Gallant, 1949). La correlación se presenta en el anexo 1 (Figura A1). 
 

6.2.9.  Medición de la tensión de oxígeno disuelto (TOD) en matraces agitados 
 

La medición de la TOD en matraces se hizo en línea usando el medidor óptico de oxígeno disuelto 
‘Fibox 3’ acoplado al sensor PSt3 (PreSens, Germany).  El sensor se dispuso en el fondo de cada 
matraz de 250 mL a una distancia de 19 mm del centro del matraz para evitar pérdida de contacto 
entre el dispositivo y la fase líquida (Gupta et al., 2003; Wittmann et al., 2003). El sensor óptico fue 
calibrado a 0% de TOD con una solución de Na2SO3 (0.3 M) y CoCl2 (≤5 × 10−7 M), mientras que el 
100% de TOD se logró agitando el matraz hasta que la lectura alcanzó saturación, por indicaciones 
del proveedor. Las mediciones fueron tomadas cada 5 minutos durante todo el cultivo y analizadas 
con el software OxyView PST3v602 (PreSens, Germany). El tiempo de respuesta del sensor óptico 
es lo suficientemente pequeño (~3 segundos) para considerarse despreciable durante las 
mediciones de los perfiles de oxígeno disuelto de los cultivos de E. coli, donde los cambios de la 
concentración de oxígeno son observables después de varios minutos (Reynoso-Cereceda et al., 
2016).  
 
Es preciso aclarar que en matraces no se usan los sensores polarográficos empleados en los 
biorreactores, porque sus grandes dimensiones dificultan la manipulación en compartimentos 
pequeños y aumentan los riesgos de contaminación. El parche que actúa como sensor óptico por el 
contrario es un método no invasivo, diseñado especialmente para pequeñas escalas (Nota técnica 
de Pre-Sens: “Non-invasive oxygen sensors”). 
 

6.2.10. Cuantificación de glucosa 
 

Se tomó 1 mL de los cultivos realizados con medio definido y se centrifugó a 4°C/14,000 x g/20 min. 
Las muestras del sobrenadante se usaron para medir la glucosa en un equipo Biochemistry Analyzer 
YSI 2900D, realizando una calibración previa del equipo antes de cada medición. Se usó el buffer 
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de fosfatos YSI N°2357, la membrana de glucosa oxidasa YSI N°2365 y una solución calibradora 
con 2.5 g/L de glucosa preparada en buffer de fosfatos (NaH2PO4 40g/L y Na2HPO4 10 g/L). 
 
La medición que realiza este analizador bioquímico está basada en un proceso enzimático acoplado 
a un proceso electroquímico, en el cual la enzima (glucosa oxidasa) se inmoviliza en una membrana 
que se encuentra entre dos películas, una de policarbonato y otra de acetato de celulosa. El sustrato 
es oxidado al pasar por la membrana de la oxidasa inmovilizada, produciendo peróxido de hidrógeno, 
el cual a su vez pasa a través de la membrana de acetato de celulosa para interactuar con el ánodo 
de platino, generando electrones. El flujo de electrones es proporcional a la concentración de 
peróxido de hidrógeno y, por tanto, a la concentración de sustrato (YSI Life Sciences, USA). 
 

6.2.11. Cuantificación de ácidos orgánicos 
 
La concentración de ácidos orgánicos se cuantificó mediante cromatografía líquida de alta resolución 
(“HPLC”, por sus siglas en inglés). Se empleó un equipo Shimadzu© compuesto de una unidad de 
bombas LC-20AT, un detector UV a 210 nm SPD-20A y un regulador de temperatura por circulación 
de aire CTO-104. Los sobrenadantes provenientes de cada cultivo se filtraron y se inyectaron 20 μL 
de muestra en el equipo. La separación se llevó a cabo usando una columna cromatográfica 
Aminex® HPX-87H (300 x 7.8 mm) de BIO-RAD y para la cuantificación de los metabolitos se empleó 
una solución estándar comercial (No. catálogo 125-0586 BIO-RAD), cuyos tiempos de elución típicos 
para los metabolitos detectados (oxalato, citrato, malato, succinato, formato, acetato) se muestran 
en la Figura 12. Como fase móvil se usó H2SO4 0.008N a una velocidad de flujo de 0.6 mL/min y 
30°C. Los datos obtenidos fueron procesados en el software “LC Solution”. 
 
 

 
Figura 12. Cromatograma estándar para la cuantificación de ácidos orgánicos en una columna 
Aminex® HPX-87H (tomado del boletín “Chromatography Aminex HPLC columns” N°63333 - 2012 
de BIO-RAD). 
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6.2.1. Recuperación y purificación de los cuerpos de inclusión 

 
6.2.1.1. Método de recuperación y purificación de cuerpos de inclusión por 

sonicación y uso de detergentes 

Los cultivos obtenidos tras la inducción térmica fueron sometidos a centrifugación a 4°C/14,000 x 
g/20 min. El sobrenadante se descartó, mientras que el pellet se resuspendió en Buffer de lisis celular 
a pH= 8.0 (Tris-HCl 50mM, NaCl 100 mM, EDTA 1mM e inhibidor de proteasas 1mM). La suspensión 
celular fue sonicada en un equipo Soniprep150 (SANYO-GallenKamp, UK) a 10 micrones de 
amplitud por 1 minuto en 5 pasos, dejándola en frío (4°C) entre cada ciclo. El lisado se centrifugó a 
4°C/11,000 x g/5 min, pero en este caso se recuperó tanto el sobrenadante, que contiene la proteína 
total soluble (PTS) como el pellet celular correspondiente, que contiene los cuerpos de inclusión (CI). 
 
Los CI se lavaron con Buffer de Tritón X-100 al 0.5 % por 1 hora a 4°C. Posteriormente, se 
centrifugaron a 4°C/11,000 x g/5 min, descartando el sobrenadante. El precipitado resultante se puso 
en Buffer de Lavado a pH= 7.5 (NaCl 100mM, Tris 50 mM, EDTA 1mM) y se incubó a 4°C por 30 
minutos. Nuevamente, se centrifugó a 4°C/11,000 x g/5 min, se descartó el sobrenadante y se lavó 
el pellet tres veces consecutivas con agua desionizada de baja conductividad (con pH superior a 
7.0), centrifugando entre cada lavado. Después de la última centrifugación se eliminó el 
sobrenadante y almacenó el pellet a -20°C. Para determinar la composición de los CI, el pellet final 
se disuelve en un agente desnaturalizante, IEF (buffer para isoelectroenfoque) o SDS (dodecilsulfato 
sódico) al 2.5%, en una proporción 1:4 (Rodríguez-Carmona et al., 2010; Castellanos-Mendoza et 
al., 2014). 
 

6.2.1.2. Método de recuperación y purificación de cuerpos de inclusión con el agente 
“BugBuster™” 

El agente BugBuster™ (Novagen) es una solución de detergentes utilizada para el rompimiento 
suave de la pared celular de E. coli, permitiendo liberar proteínas activas. Es una alternativa simple, 
rápida y de bajo costo frente a los métodos mecánicos para extraer proteína intracelular. La 
formulación de este agente consiste en una mezcla de detergentes no-iónicos que son capaces de 
perforar la pared celular sin desnaturalizar la proteína. Además, se puede obtener proteína tanto de 
la fracción soluble como de la insoluble (BugBuster™ Protein Extraction Reagent Brochure, Code N° 
TB24509/00, Novagen, Madison, WI, USA). 
 
Para la extracción de la proteína ESAT-6 con este agente, se centrifugó el cultivo celular a 
4°C/10,000 x g/10 min. Se determinó el peso húmedo del pellet de cultivo obtenido y, luego, se puso 
el pellet con el agente BugBuster™ agitando suavemente (5 mL de reactivo por cada gramo de pellet 
celular húmedo). A la suspensión celular se le adicionaron 25 unidades benzonasa (1 μl por cada 
mL de BugBuster™) e inhibidores de proteasas. La suspensión se incubó manteniendo agitación 
suave durante 10 a 20 min a temperatura ambiente. Se centrifugó a 4°C/16,000 x g/20 min a 4° C. 
El sobrenadante correspondía a la proteína total soluble (PTS) y el pellet a la fracción insoluble. 
 
Este último pellet se resuspendió con el mismo volumen de BugBuster™ utilizado al inicio para la 
biomasa proveniente del cultivo. En este paso se aseguró una mezcla completa de los componentes 
con el fin de solubilizar y remover todas las proteínas contaminantes y así, obtener una suspensión 
limpia y homogénea. Se adicionó lisozima (Sigma-Aldrich, USA) a una concentración final de 200 
μg/mL y se incubó la mezcla durante 5 min a temperatura ambiente. Inmediatamente después se 
adicionaron 6 volúmenes del agente diluido con agua desionizada (1:10) y se centrifugó a 4°C/16,000 
x g/15 min, descartando el sobrenadante. Los cuerpos de inclusión obtenidos se disolvieron en la 
mitad del volumen de BugBuster™ diluído y se centrifugaron a 4°C/16,000 x g/15 min, repitiendo dos 
veces. Finalmente, se lavaron con agua desionizada y se centrifugaron a 4°C/16,000 x g/15 min. El 
pellet final se puso en agua desionizada para la posterior purificación de la proteína y la otra fracción 
en un agente desnaturalizante IEF o SDS al 2.5 %, para analizar la expresión de la misma en geles. 
En cualquier caso, las muestras se guardaron a -20° C. 
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6.2.2.  Cuantificación de proteína por el método de Bradford 

 
La concentración de proteína se determinó por el método estándar de Bradford (N° 5000006 de BIO-
RAD), que se basa en la unión del colorante azul brillante de Coomasie G-250 a las proteínas 
(Bradford, 1976). Se realizaron curvas de calibración con estándares de albúmina de suero bovino 
(BSA N°BAC65 de Equitech-Bio), en un intervalo de concentración de 8 a 500 µg/mL. Como las 
muestras se solubilizaron en IEF, para hacer la curva se probaron diferentes diluciones (1:5; 1:10; 
1:15 y 1:20), arrojando que la de mejor ajuste fue la de IEF 1:5. Placas de 96 pozos de fondo plano 
se usaron para medir la absorbancia a 600 nm en el lector Stat Fax 4200 de Awareness Technology, 
Inc. Tanto las muestras como los estándares se prepararon por duplicado.  
 

6.2.3.  Análisis de proteína por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
 
Para confirmar la expresión de la proteína de interés y obtener información sobre su tamaño 
molecular y pureza, se llevó a cabo una electroforesis en geles de poliacrilamida (Sambrook et al., 
1989). El gel separador se preparó al 18% de poliacrilamida y fue precedido por un gel concentrador 
al 4%. La cantidad de la muestra cargada a cada pozo fue variable dependiendo de la concentración 
de proteína medida (entre 15-25 μg de proteína total). Para la corrida del gel se utilizó una cámara 
de electroforesis (Hoefer Inc.), a corriente constante (80-100 voltios). 
 

6.2.4.  Tinción de las proteínas del gel de poliacrilamida 
 
Los geles fueron teñidos con azul de Coomasie durante toda la noche y posteriormente el exceso de 
colorante se retiró con una solución de desteñido que contenía 10 % de ácido acético, 50 % de 
metanol y el resto de agua. Las imágenes del gel se digitalizaron en un equipo Gel Doc™ EZ Imager 
(BIO-RAD), utilizando el programa Image Lab 3.0. 
 

6.2.5.  Transferencia e Inmunodetección de ESAT-6 por Western Blot 
 
Un gel de electroforesis SDS-PAGE fue colocado sobre una membrana de PVDF (Immobilon™ de 
Millipore) previamente activada con metanol puro. Se transfirió en semi-húmedo con buffer de 
transferencia (Tris-Glicina 1X; Metanol 20%) durante 40 minutos a 23 voltios usando el equipo 
Transblot de BIO-RAD. 
 
Luego de la transferencia del gel a la membrana, se realizó un bloqueo de 40 min en agitación suave 
a temperatura ambiente con una solución de leche descremada en polvo al 5 % disuelta en Buffer 
Tris Salino (TBS). Después del bloqueo, se hicieron dos lavados consecutivos de la membrana con 
una solución de lavado (TBS + Tween 20 al 0.06%) durante 10 min cada uno y luego se incubó 
durante 50 min con el primer anticuerpo anti-ESAT-6 (N° PA1-19446 de Pierce, Thermo Scientific, 
USA), preparado a una dilución de 1:1000 con buffer TBS. Se hicieron tres lavados consecutivos de 
10 min cada uno y se incubó durante 50 min con el anticuerpo secundario anti-conejo (N° A3687 de 
Sigma-Aldrich, USA), preparado a una dilución de 1:1000 con buffer TBS. Finalmente, se hicieron 
dos lavados más y la membrana se trató con luminol acoplado a peroxidasa (Kit Supersignal West 
PICO N°34080+ FEMTO N°34095/Chemiluminescent Substrate de Pierce, Thermo-Scientific). El 
revelado se hizo por quimioluminiscencia en un equipo C-Digit acoplado al programa Image Studio 
Digits 3.1.  
 

6.2.6.  Inmunodetección de chaperonas moleculares de E. coli por Western Blot 
 
A cada membrana transferida se le realizó un bloqueo de 40 min en agitación suave a temperatura 
ambiente con una solución de leche descremada en polvo al 5 % disuelta en TBS. Después del 
bloqueo, se hicieron dos lavados consecutivos de la membrana con una solución de lavado (TBS + 
Tween 20 al 0.06%) durante 10 min cada uno. Luego se incubó con el anticuerpo primario respectivo 
(anti-chaperona) preparado a la concentración indicada en la Tabla 6. La membrana se lavó tres 
veces y se incubó con el anticuerpo secundario respectivo durante el mismo tiempo que el primario. 
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Finalmente, se hicieron dos lavados más y la membrana se trató con luminol acoplado a peroxidasa 
(Kit Supersignal West PICO N°34080+ FEMTO N°34095/Chemiluminescent Substrate de Pierce, 
Thermo-Scientific). El revelado se hizo por quimioluminiscencia en un equipo C-Digit acoplado al 
programa Image Studio Digits 3.1. Se usó un marcador de quimioluminiscencia que es visible en las 
imágenes. 
 
Tabla 6.  Anticuerpos anti-chaperonas de E. coli usados para realizar Western blot de cultivos 
termoinducidos. 
  

Anticuerpo 1° Concentración 
(en TBS 1X) 

Tiempo de 
incubación Anticuerpo 2° 

Anti-DnaK de Enzo Life 
Sciences N°ADI-SPA-880 1:7,500 50 min Anti-ratón de Sigma-

Aldrich N°A3562 
Anti-DnaJ de Enzo Life 

Sciences N°ADI-SPA-410. 1:1,500 1.5 h Anti-conejo de Sigma-
Aldrich N°A3687. 

Anti-GroEL de Enzo Life 
Sciences N°ADI-SPS-875. 1:7,500 50 min Anti-conejo de Sigma-

Aldrich N°A3687. 
Anti-GroES de Enzo Life 

Sciences N°ADI-SPA-210. 1:7,500 50 min Anti-conejo de Sigma-
Aldrich N°A3687. 

 
6.2.7. Caracterización de los cuerpos de inclusión 

 
6.2.7.1. Digestión proteolítica de los cuerpos de inclusión con Proteínasa K 

Los cuerpos de inclusión conteniendo ESAT-6 recombinante que se obtuvieron a partir de cultivos 
en matraces y biorreactores, bajo diferentes estrategias de termoinducción, fueron digeridos usando 
Proteínasa K a una concentración final de 12 µg/mL. La digestión se llevó a cabo con 50 µg/mL de 
proteína de CI purificados, que fueron diluidos en amortiguador (50 mM de Tris-HCl y 150 mM de 
NaCl a pH de 8.0) para un volumen final de 1 mL. Los cambios en la absorbancia se monitorearon a 
350 nm durante 100 min en un espectrofotómetro UV/Vis DU®730 Beckman coulter, USA 
(Castellanos-Mendoza et al., 2014; Upadhyay et al., 2012; De Groot & Ventura, 2006; Morell et al., 
2008). 

6.2.7.2. Solubilización de los cuerpos de inclusión con Cloruro de Guanidinio 
(GuHCl) 

Se solubilizaron CI conteniendo ESAT-6 en presencia de diferentes concentraciones de GuHCl (0, 
2, 4, 6 M) preparado en buffer Tris-HCl 10 mM a pH 7.5, durante 24 h a temperatura ambiente en 
agitación. La concentración final de proteína en las soluciones de desnaturalizante fue de 0.25 
mg/mL para un volumen de 100 μL. La suspensión fue centrifugada a 8000 g durante 10 min y el 
sobrenadante conteniendo la proteína solubilizada se cuantificó por Bradford (Castellanos-Mendoza 
et al., 2014; De Groot & Ventura, 2006; Espargaro, et al., 2008). 
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7. RESULTADOS 

 
En este capítulo se presentan los resultados obtenidos durante la realización de este trabajo. De 
manera resumida, se llevaron a cabo cinéticas de crecimiento de la cepa E. coli ATCC 53606 
(pDB+ESAT-6) en matraces agitados de 250 mL con 50 mL de volumen de trabajo y en biorreactores 
de 1.2 L con 1 L de volumen de trabajo. Se probaron diferentes formulaciones de medio de cultivo. 
El seguimiento del crecimiento se hizo midiendo espectrofotométricamente la densidad óptica (DO) 
a 600 nm. Además se cuantificaron los ácidos orgánicos por HPLC y la glucosa con el analizador 
bioquímico YSI-2900.  Se obtuvieron cuerpos de inclusión utilizando dos métodos de purificación, 
uno basado en sonicación y detergentes y el otro con el agente BugBuster. La expresión de la 
proteína recombinante ESAT-6 y de algunas proteínas de choque térmico (DnaK/J y GroEL/ES) se 
determinó por SDS-PAGE y Western Blot. Finalmente se caracterizaron los cuerpos de inclusión de 
ESAT-6 mediante desnaturalización con cloruro de guanidinio y degradación enzimática con 
proteínasa K.  
 

7.1. Cinética de crecimiento de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en matraces agitados y 
biorreactores con medio de cultivo LB usando un sistema termoinducido 

 
Se realizó la cinética de crecimiento de la cepa E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en matraces de 
250 mL con 50 mL de medio LB a 200 rpm y dos temperaturas de inducción, 39°C y 42°C. Se graficó 
la variación de la densidad óptica (DO) contra el tiempo tanto en escala lineal como en escala 
logarítmica (Figura 13). 

 
Figura 13. Cinética de crecimiento de la cepa E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en matraces 
agitados de 250 mL con 50 mL de medio LB a diferentes temperaturas de inducción. Cultivo sin 
inducción a 30°C (○); cultivo con inducción a 39°C (□) y cultivo con inducción a 42°C (Δ). La inducción 
se realizó a una DO600 de 0.6-0.7 u.a. (6 h) como indica la flecha. 
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La gráfica logarítmica permite ver los cambios de duplicación, determinar el punto de inducción y 
obtener la velocidad específica de crecimiento (Zwietering et al., 1990). Después de 6 horas de 
crecimiento (DO600 de 0.6-0.7 u.a.) se hizo la inducción a 39°C y 42°C en los matraces. En este punto 
las células se encontraban en la fase pre-estacionaria del crecimiento, donde no se han 
desencadenado en la célula respuestas asociadas al estrés general (mediado por el factor RpoS) 
que puede ocurrir durante la fase estacionaria en E. coli, ya sea por escasez de nutrientes o por 
presencia de metabolitos secundarios, entre otros (Craig & Gross, 1991; Hengge-Aronis, 1993).  
 
Como se observa en la Figura 13, al inicio todos los cultivos tuvieron la misma tendencia en el 
crecimiento, pero después de la hora 10 disminuyó la DO de los cultivos termoinducidos en 
comparación con el cultivo sin inducir. La cepa recombinante en matraces agitados con medio LB a 
30°C alcanzó una DO máxima de 4.12 ± 0.08 u.a. con una velocidad específica de crecimiento hasta 
la hora 6 (μs) de 0.44 ± 0.01 h-1 y una velocidad específica de crecimiento después de la hora 6 (μi) 
de 0.26 ± 0.01 h-1. Para el cultivo inducido a 39°C, la DO máxima fue de 3.68 ± 0.03 u.a con μs= 0.46 
± 0.01 h-1 y una μi de 0.27 ± 0.00 h-1. Para el cultivo inducido a 42°C, DO máxima fue de 2.95 ± 0.02 
u.a con μs= 0.45 ± 0.01 h-1 y una μi de 0.24 ± 0.00 h-1. La μs para todos los cultivos se calculó tomando 
los primeros 4 puntos de la cinética (desde la hora cero hasta la hora donde se llevó a cabo la 
inducción). La μi se calculó también con 4 puntos, incluyendo la hora de inducción hasta los 
siguientes 3 puntos.  
 
Luego se realizó la cinética de la cepa E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en biorreactores de 1.2 L 
con 1.0 L de medio LB cuyos resultados se presentan en la Figura 14. 
 

 
Figura 14. Cinética de crecimiento de la cepa E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en biorreactores 
de 1.2 L con medio LB a diferentes temperaturas de inducción. Cultivo sin inducción a 30°C (○); 
cultivo con inducción a 39°C (□) y cultivo con inducción a 42°C (Δ). La inducción se realizó a una 
DO600 de 0.7-0.8 u.a. (3 h) como indica la flecha. 
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En los biorreactores se mantuvo el control de TOD ≥ 35% y el pH en 7.4. Las células se mantuvieron 
a 30°C y después de 3 horas (DO600 de 0.7-0.8 u.a.) se sometieron a inducción a 39°C y a 42°C. En 
este punto las células se encontraban en la fase pre-estacionaria del crecimiento, a diferencia de los 
matraces que fue a las 6 horas. Ningún cultivo en biorreactor con LB se hizo por duplicado, por eso 
en la Figura 14 no se reportaron las desviaciones estándar. 
 
Las velocidades específicas de crecimiento se calcularon antes y después de la hora de inducción. 
Se encontró que la μS a 30°C en biorreactor con medio LB fue de 0.49 h-1 y μi fue de 0.38 h-1; se 
alcanzó una DO máxima de 4.58 u.a. Para el biorreactor inducido a 39°C el cambio en la temperatura 
tardó 18 minutos, que corresponde a una velocidad de calentamiento de 0.5 °C/min. La μS a 39°C 
fue de 0.52 h-1 y μi fue de 0.49 h-1; se alcanzó una DO máxima de 4.45 u.a. Así mismo, para el 
biorreactor inducido a 42°C con medio LB, el cambio en la temperatura tardó 24 minutos, que indica 
una velocidad de calentamiento de 0.5 °C/min, igual a la de 39°C. La μS a 42°C fue de 0.49 h-1 y μi 
fue de 0.31 h-1; se alcanzó una densidad óptica máxima de 2.87 u.a.  
 

7.2. Comparación del crecimiento de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en matraces agitados 
a 30°C usando diferentes medios de cultivo definidos 

 
Con el objetivo de hacer un análisis metabólico en cuanto a la producción de ácidos orgánicos y 
consumo de la fuente de carbono en un sistema termoinducido, se propuso evaluar el desempeño 
cinético de la cepa recombinante usando un medio de cultivo definido.  
 
Los medios definidos, también llamados medios minerales o mínimos, son de gran valor para el 
estudio de los requerimientos nutricionales de las bacterias, para determinar cambios fisiológicos y 
para conocer productos finales del metabolismo (Christos et al., 2014). Como se conoce su 
composición exacta son comúnmente utilizados en bioprocesos porque garantizan reproducibilidad 
y seguridad, características requeridas en la producción de proteínas farmacéuticas (Hoffmann et 
al., 2004). En contraste, los medios complejos como el Luria-Bertani (LB) generan dispersión o 
interfieren en las lecturas de los equipos por la gran cantidad de compuestos presentes y, además, 
no es posible hacer balances de materia y la dificultad de cálculos estequiométricos es más evidente. 
 
En este sentido, se realizaron cinéticas de la cepa recombinante E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-
6) en matraces agitados de 250 mL con 50 mL de medio. Se propusieron diferentes formulaciones 
de medio definido (ver sección 6.1.3.2.) que se denominaron: Medio Lara, Medio Lara + 
casaminoácidos, Medio Caspeta y Medio Caspeta + casaminoácidos. A la par se realizó un cultivo 
en medio LB como control. Todo se hizo a las mismas condiciones de agitación (200 rpm), 
manteniendo la temperatura a 30°C y se comenzó con un tamaño de inóculo de 0.1 u.a.  
 
Es importante mencionar que no se llevó a cabo inducción térmica ya que se pretendía evaluar el 
crecimiento de la cepa en las formulaciones y elegir el medio que permitiera obtener mayores 
densidades ópticas para los posteriores experimentos. Se tomaron muestras cada hora durante las 
primeras 10 horas de cultivo y luego se tomó una muestra al final de todo el cultivo (24 h) para la 
medición de los cambios en la DO. Cada experimento se realizó por duplicado. 
 
En la curva de crecimiento (Figura 15) se puede ver claramente que la adición de casaminoácidos a 
un medio definido permite a las células crecer de manera semejante que cuando se usa un medio 
complejo, reflejando la importancia de la fuente de carbono para E. coli. Además, a pesar de que 
ambos medios definidos utilizan concentraciones diferentes de glucosa: Lara (10 g/L) y Caspeta 
(17.5 g/L), el comportamiento cinético de la cepa recombinante en ambos fue muy similar, incluso 
las DO máximas son comparables. 
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Figura 15. Cinética de crecimiento de la cepa recombinante E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en 
matraces agitados usando diferentes medios de cultivo. Todas las cinéticas se llevaron a cabo a 
30°C. Cultivo en Medio Lara (◊); Medio Lara + casaminoácidos (♦); Medio Caspeta ( ); Medio 
Caspeta + casaminoácidos ( ); Medio LB (●).  
 
En la Tabla 7 se comparan los parámetros de crecimiento obtenidos para la cepa E. coli ATCC 53606 
(pDB+ESAT-6). Se observa que al suplementar los Medios Lara y Caspeta con casaminoácidos a 
una concentración de 3 g/L, se alcanzan mayores DO y velocidades específicas de crecimiento en 
comparación con los medios sin casaminoácidos. Además como no presentaron diferencia 
signifcativa entre ellos y basándonos en el referente directo donde se usó un sistema termoinducido, 
se tomó la decisión de utilizar el Medio Caspeta + casaminoácidos para los siguientes experimentos. 
 
Tabla 7. Parámetros cinéticos de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) usando diferentes medios 
definidos en matraces agitados a 30°C. 
 

 
7.3. Cinética de crecimiento de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en matraces y biorreactores 

con medio de cultivo definido usando un sistema termoinducido 
 
Se hicieron cultivos de la cepa recombinante E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en un sistema de 
matraces agitados de 250 mL con 50 mL del Medio Caspeta + casaminoácidos. Todos los cultivos 
estuvieron a una agitación constante de 200 rpm y se probaron tres condiciones de temperatura: 
30°C (sin inducir), inducción a 39°C e inducción a 42°C.  La inducción se realizó a las 5 horas (DO600 
entre 1.4-1.7 u.a.), donde las células estaban en fase pre-estacionaria (ver escala logarítmica, Figura 
16). 
 

 

Parámetro Medio 
Lara  

Medio Lara + 
casaminoácidos 

Medio 
Caspeta  

Medio Caspeta + 
casaminoácidos Medio LB 

μ (h-1) 0.34 ± 0.04 0.55 ± 0.09 0.47 ± 0.06 0.59 ± 0.01 0.53 ± 0.02 

DO máx 
(u.a.) 3.50 ± 0.06 4.56 ± 0.06 3.35 ± 0.03 4.34 ± 0.20 4.29 ± 0.25 
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Figura 16. Cinética de crecimiento de la cepa E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en matraces 
agitados de 250 mL con 50 mL de medio definido, a diferentes temperaturas de inducción. Cultivo 
sin inducción a 30°C (●); cultivo con inducción a 39°C (■) y cultivo con inducción a 42°C (▲). La 
inducción se realizó a una DO600 de 1.4-1.7 u.a. (5 h) como indica la flecha. 
 
Los cultivos en matraces con medio definido cuando son inducidos por temperatura, alcanzan una 
biomasa máxima menor comparada con la del cultivo que permanece a 30°C (Figura 16). Se observa 
una DO máxima de 5.61 ± 0.03 u.a. para el cultivo sin inducir, contra una DO máxima de 4.98 ± 0.24 
u.a. para la inducción a 39°C y de 4.54 ± 0.29 u.a. para la inducción a 42°C. Los resultados obtenidos 
con el medio definido en matraces (Figura 16) muestran una tendencia similar a lo observado en las 
cinéticas de crecimiento de la cepa recombinante en medio complejo (Figura 13), ya que al final del 
cultivo hay una caída en la densidad óptica. 
 
También se calcularon las velocidades específicas de crecimiento para los tres cultivos. A 30°C en 
matraces agitados usando medio definido, la velocidad de crecimiento antes de las 5 h (μs) fue de 
0.62 ± 0.01 h-1 y después de las 5 h (μi) fue de 0.16 ± 0.01 h-1; para el cultivo inducido a 39°C, la μs 
fue de 0.57 ± 0.00 h-1 y μi de 0.19 ± 0.00 h-1. Finalmente para el cultivo inducido a 42°C, μs fue de 
0.58 ± 0.01 h-1 y la μi de 0.14 ± 0.00 h-1. La μs se calculó para todos los cultivos tomando los primeros 
4 puntos de la cinética, antes del cambio de temperatura y la μi se calculó con 4 puntos después de 
la inducción.  
 
En los cultivos de la cepa E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) usando biorreactores de 1.2 L con 1.0 
L de medio definido, se controló la TOD por encima del 35% y el pH se mantuvo cercano a 7.0. 
Todos los cultivos se iniciaron con un tamaño de inóculo de 0.1 u.a. y las células se sometieron a 
termoinducción a las 6 horas (3.0-4.0 u.a.), justo antes de entrar en la fase estacionaria (ver escala 
logarítmica, Figura 17). La velocidad de calentamiento para la termoinducción fue de 0.5°C/min. 
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Figura 17. Cinética de crecimiento de la cepa E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en biorreactores 
de 1.2 L con 1.0 L medio definido a diferentes temperaturas de inducción. Cultivo sin inducción a 
30°C (●); cultivo con inducción a 39°C (■) y cultivo con inducción a 42°C (▲). La inducción se realizó 
a una DO600 de 3.0-4.0 u.a. (6 h) como indica la flecha. 
 
Los biorreactores que permanecieron a 30°C alcanzaron una DO máxima de 10.80 ± 0.55 u.a. con 
una velocidad específica de crecimiento antes de las 6 h (μs) de 0.54 ± 0.02 h-1 y una velocidad 
específica de crecimiento después de las 6 h (μi) de 0.18 ± 0.01 h-1. Mientras que el cultivo inducido 
a 39°C alcanzó una DO de 9.56 ± 0.22 u.a. con una μs de 0.59 ± 0.01 h-1 y una μi de 0.18 ± 0.01 h-1. 
Finalmente, el cultivo inducido a 42°C llegó a una DO de 10.61 ± 0.11 u.a. con una μs de 0.60 ± 0.02 
h-1 y una μi de 0.16 ± 0.02 h-1 (Figura 17). Las velocidades de crecimiento se calcularon con 7 puntos, 
tanto para antes de la inducción (μs) como para después de la inducción (μi). Esto demuestra que 
después del tiempo de inducción, las μ para las tres temperaturas no varían significativamente en 
los cultivos en biorreactores. 
 
También se observó una correlación lineal entre la densidad óptica y la biomasa en peso seco (g/L) 
para las cinéticas llevadas a cabo con medio definido (Figura 18). Se obtuvo que para la cepa E. coli 
ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) empleada en este trabajo, 1 unidad de DO (600 nm) es equivalente a 
0.31 ± 0.05 g/L de peso seco celular. Muchas investigaciones han reportado valores cercanos para 
otras cepas de E. coli modificadas. Para E. coli W3110 recombinante, 1 DO (600 nm) corresponde a 
0.32 g/L (Sandoval-Basurto, et al., 2004); para E. coli BL21 (DE3) recombinante se ha reportado que 
1 DO (600 nm) corresponde a 0.39 g/L (Glazyrina et al., 2010) y para una cepa ATCC 10798 derivada 
de E. coli K-12 usada en un sistema termoinducible se encontró que 1 DO (600 nm) es equivalente 
a 0.28 g/L  (Mansey, et al., 2014). 
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Con base en la correlación encontrada entre la DO y la biomasa, se tiene que en matraces agitados 
con medio definido a 30°C se alcanza una biomasa máxima (Xmáx) de 1.74 ± 0.01 g/L, mientras que 
en los cultivos inducidos a 39°C y 42°C se alcanzan Xmáx de 1.54 ± 0.07 g/L y de 1.41 ± 0.09 g/L, 
respectivamente (Figura 18A). Por su parte, la cepa E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) usando 
biorreactores con medio definido (Figura 18B), alcanza una Xmáx de 3.35 ± 0.17 g/L a 30°C, una Xmáx 
de 2.96 ± 0.03 g/L bajo inducción a 39°C y una Xmáx de 3.29 ± 0.07 g/L bajo inducción a 42°C.  
 
 

 
 

Figura 18. Cinética de crecimiento de biomasa para la cepa E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en 
matraces agitados (A) y biorreactores (B) con medio definido a diferentes temperaturas de inducción. 
Cultivo sin inducción a 30°C (●); cultivo con inducción a 39°C (■) y cultivo con inducción a 42°C (▲). 
 

7.3.1.  Consumo de glucosa  
 
En la Figura 19, se observa la cinética de consumo de glucosa de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-
6) usando matraces agitados con medio definido, bajo diferentes temperaturas de inducción. 

 

 
Figura 19. Consumo de glucosa de la cepa E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en matraces agitados 
con medio definido usando un sistema termoinducible. Cultivo sin inducción a 30°C (●); cultivo con 
inducción a 39°C (■) y cultivo con inducción a 42°C (▲). La inducción se realizó a una DO600 de 1.4-
1.7 u.a. (5 h). 
 

A B 
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Los resultados indican que la glucosa no se termina de consumir en ninguno de los casos, 
alcanzando concentraciones finales de 6.27 ± 0.27 g/L a 39°C y 5.71 ± 0.11 g/L a 42°C. El cultivo sin 
inducir alcanzó una concentración de glucosa residual de 6.76±0.15 g/L (Figura 19), que es 
ligeramente mayor a los valores obtenidos en cultivos termoinducidos. 
 
A partir de estos datos, se calcularon parámetros cinéticos como el rendimiento de biomasa con 
respecto al sustrato (YXS), el cual para los cultivos sin inducir fue de 0.16 ± 0.01 gcélulas/gglc, mientras 
que en los cultivos inducidos se alcanzaron valores de 0.14 ± 0.02 gcélulas/gglc a 39°C y 0.12 ± 0.01 
gcélulas/gglc a 42°C. Se puede ver que con el aumento de la temperatura hay una tendencia del 
rendimiento de biomasa con respecto a la glucosa consumida a disminuir. Las velocidades 
específicas de consumo de glucosa (qS) fueron de 1.00 ± 0.00 gglc/gcélulas.h a 30°C, 1.36 ± 0.01 
gglc/gcélulas.h a 39°C y 1.20 ± 0.01 gglc/gcélulas.h a 42°C, indicando que la inducción por temperatura 
incrementa la velocidad de consumo de la fuente de carbono por unidad de biomasa. Las qS se 
calcularon con la velocidad específica de crecimiento antes de inducir (μi). 
 
También se graficó el consumo de la glucosa en los cultivos en biorreactor (Figura 20). La glucosa 
en los cultivos termoinducidos fue consumida en su totalidad un poco después de que las células 
entran a la fase estacionaria (a las 13 horas del cultivo), mientras que en la condición sin inducir la 
glucosa queda disponible por más tiempo, siendo consumida totalmente luego de las 20 horas. En 
este caso, las concentraciones finales de glucosa fueron de 0.02 ± 0.00 g/L a 39°C, 0.03 ± 0.00 g/L 
a 42°C y para el cultivo sin inducir fue de 0.02 ± 0.01 g/L. En biorreactores, las velocidades 
específicas de consumo de glucosa (qS) también aumentaron con la temperatura. Para el cultivo sin 
inducir, qS fue de 0.95 ± 0.02 gglc/gcélulas.h, para la inducción a 39°C fue de 1.10 ± 0.01 gglc/gcélulas.h y 
para la inducción a 42°C fue de 0.99 ± 0.01 gglc/gcélulas.h. 
 
Por su parte, YXS fue de 0.19 ± 0.06 gcélulas/gglc a 30°C, de 0.17 ± 0.03 gcélulas/gglc a 39°C y de 0.18 ± 
0.04 gcélulas/gglc a 42°C, lo que demuestra que en biorreactores la biomasa generada a partir del 
sustrato tiende a disminuir con el aumento de la temperatura. 
 

 
 

Figura 20. Consumo de glucosa de la cepa E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en biorreactores de 
1.2 L con medio definido usando un sistema termoinducible. Cultivo sin inducción a 30°C (●); cultivo 
con inducción a 39°C (■) y cultivo con inducción a 42°C (▲). La inducción se realizó a una DO600 de 
3.0-4.0 u.a. (6 h). 
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7.3.2.  Producción de acetato  
 
Se cuantificó en el medio de cultivo la formación de ácidos orgánicos usando cromatografía líquida 
de alta resolución (HPLC). En la Figura 21, se observa que en los matraces agitados sometidos a 
termoinducción hay un leve aumento en la producción de acetato al compararlos con los matraces 
sin inducir. A medida que aumenta la temperatura de inducción, incrementa la concentración final de 
acetato en el medio: a 30°C fue de 4.99 ± 0.04 g/L, para el cultivo inducido a 39°C fue de 5.30 ± 0.30 
g/L y a 42°C fue de 6.08 ± 0.67 g/L.  También se cuantificaron otros ácidos como oxalato, malato, 
succinato, formato y citrato, que se presentan en el Anexo 2 (Figura A2).  

 

 
 

Figura 21. Producción de acetato de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en matraces agitados 
usando medio definido. Cultivo sin inducción a 30°C (●); cultivo con inducción a 39°C (■) y cultivo 
con inducción a 42°C (▲). La inducción se realizó a una DO600 de 1.4-1.7 u.a. (5 h). 
 
En la Figura 22 se presenta la cinética de producción de acetato en los biorreactores. En la condición 
sin inducir, hay acumulación de acetato a lo largo del tiempo de cultivo, alcanzando una 
concentración final de 3.54 ± 0.47 g/L. Mientras que en los cultivos termoinducidos, la producción de 
acetato es en forma de campana, es decir, que comienza a aumentar hasta alcanzar un punto 
máximo y luego disminuye la concentración a partir de las 18-20 h de cultivo (fase estacionaria).  
Para el cultivo inducido a 39°C se alcanza una concentración máxima de acetato de 3.57 ± 0.27 g/L 
(14 h), pero al final del cultivo es de 2.04 ± 0.46 g/L. Mientras que para el cultivo inducido a 42°C la 
concentración máxima de acetato es de 6.63 ± 1.10 g/L (11 h) y al final del cultivo es de 1.82 ± 0.54 
g/L.  
 
Algunos estudios han demostrado que cepas derivadas de E. coli K12 a altas concentraciones de 
fuente de carbono (glucosa entre 20–40 g/L), pueden acumular concentraciones de acetato de hasta 
7.5 g/L, comparadas con otras cepas como E. coli BL21 que sólo acumula 2.5 g/L a las mismas 
condiciones. La acumulación de acetato por encima de 2.0 g/L en el medio de cultivo de E. coli puede 
disminuir el crecimiento, frenar la acumulación de biomasa e inhibir la biosíntesis de proteína 
recombinante (Shiloach & Fass, 2005).  
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Figura 22. Producción de acetato de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en biorreactores de 1.2 L 
usando medio definido. Cultivo sin inducción a 30°C (●); cultivo con inducción a 39°C (■) y cultivo 
con inducción a 42°C (▲). La inducción se realizó a una DO600 de 3.0-4.0 u.a. (6 h). 
 
Según los resultados obtenidos hasta ahora, en matraces no hay limitación de glucosa, pero hay una 
caída en la biomasa posiblemente por la acumulación de acetato y la limitación de otro nutriente, que 
puede ser el oxígeno disuelto en el medio. Mientras que en biorreactores donde se controló el 
oxígeno, no se presentó esta caída. Para comprobar este supuesto, se procedió a la medición del 
oxígeno en los matraces y se graficaron los perfiles obtenidos para ambas escalas de cultivo. 
 

7.3.3.  Perfiles de oxígeno disuelto (TOD)  
 
Como en matraces no hay limitación por fuente de carbono, planteamos la hipótesis de que el 
crecimiento además de verse limitado por sobre flujo metabólico, también presenta escasez de otro 
sustrato indispensable para crecer: el oxígeno disuelto. Se hicieron mediciones en línea de la tensión 
de oxígeno disuelto (TOD) en matraces agitados usando un sensor óptico. Los resultados 
demostraron que hay limitación de oxígeno desde las 4-5 h de cultivo hasta las 10-12 h, que coincide 
con el momento en el que se detiene el crecimiento y comienza la fase estacionaria (Figura 23). Se 
observa que los perfiles de la TOD tanto del cultivo sin inducir como de los inducidos térmicamente, 
presentan la misma tendencia y permanecen el mismo tiempo bajo limitación de oxígeno.  

 
En la Figura 24 puede observarse que en el caso de los biorreactores el oxígeno disuelto en el medio 
nunca llegó a cero. Debido al control del sistema por agitación, los valores de la TOD siempre 
estuvieron oscilando alrededor del “set point” de 35%, manteniendo el oxígeno en un rango entre 60-
20% de saturación de aire. Aunque el control no fue estricto, puede decirse que en los biorreactores 
no hubo la limitación de oxígeno que fue evidente en los matraces agitados. 
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Figura 23. Perfil de TOD de la cepa recombinante E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en matraces 
agitados de 250 mL con 50 mL de medio definido a diferentes temperaturas de inducción. La 
medición se hizo online con el equipo FIBOX 3 usando el sensor PSt3 (PreSens). Cultivo sin 
inducción a 30°C (●); cultivo con inducción a 39°C (■) y cultivo con inducción a 42°C (▲).  La 
inducción se realizó a una DO600 de 1.4-1.7 u.a. (5 h). 

 
 

 
Figura 24. Perfiles de TOD de la cepa recombinante E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en 
biorreactor de 1.2 L con 1L de medio definido a diferentes temperaturas de inducción. Línea sólida 
(─): cultivo sin inducción a 30°C; línea punteada (∙∙∙): cultivo con inducción a 39°C y línea segmentada 
(---): cultivo inducción a 42°C. La inducción se realizó a una DO600 de 3.0-4.0 u.a. (6 h). 
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7.3.4.  Perfiles de pH  
 
Se hicieron mediciones del pH durante los cultivos en matraz y biorreactor. El pH en los matraces 
agitados disminuyó en todos los casos (Figura 25). A 30°C el pH final fue de 5.46 ± 0.02, bajo 
inducción a 39°C fue de 5.13 ± 0.00 y bajo inducción a 42°C el pH final fue de 4.96 ± 0.01. Esto va 
de la mano con la acumulación de acetato que fue mayor tras la inducción a 39°C y 42°C, lo que 
indica que a mayor temperatura del cultivo se acumula más acetato y por eso se alcanza un pH más 
bajo.  
 

 
Figura 25. Perfil de pH de la cepa recombinante E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en matraces 
agitados de 250 mL con 50 mL de medio definido bajo diferentes temperaturas de inducción. Cultivo 
sin inducción a 30°C (●); cultivo con inducción a 39°C (■) y cultivo con inducción a 42°C (▲). La 
inducción se realizó a una DO600 de 1.4-1.7 u.a. (5 h). 
 
Para los biorreactores el pH se mantuvo entre 6.45 y 7.35 debido nuevamente al control del sistema 
por inyección de NaOH o HCL (Figura 26). 
 

 
Figura 26. Perfil de pH de la cepa recombinante E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en biorreactores 
de 1.2 L con 1 L de medio de medio definido bajo diferentes temperaturas de inducción. Línea sólida 
(─): cultivo sin inducción a 30°C; línea punteada (∙∙∙): cultivo con inducción a 39°C y línea segmentada 
(---): cultivo inducción a 42°C. La inducción se realizó a una DO600 de 3.0-4.0 u.a. (6 h). 
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Finalmente, en la Tabla 8 se muestra un resumen de los parámetros cinéticos calculados en este 
trabajo para un sistema termoinducido usando E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en matraces 
agitados y biorreactores con medio definido.  
 
Tabla 8. Parámetros cinéticos representativos de los cultivos termoinducidos de E. coli ATCC 53606 
(pDB+ESAT-6) en matraces agitados y biorreactores con medio definido. 
  

PARÁMETROS 
CINÉTICOS 

MATRACES 
 

BIORREACTORES 
 

     30°C 39°C 42°C 30°C 39°C 42°C 
 

μs (h-1) 
 

0.62 ± 0.01 0.57 ± 0.00 0.58 ± 0.01 0.57 ± 0.01 0.59 ± 0.01 0.60 ± 0.02 

 
μi (h-1) 

 
0.16 ± 0.01 0.19 ± 0.00 0.14 ± 0.01 0.18 ± 0.01 0.18 ± 0.01 0.16 ± 0.02 

 
X máx (g/L) 

 
1.74 ± 0.01 1.54 ± 0.07 1.41 ± 0.09 3.35 ± 0.17 2.96 ± 0.03 3.29 ± 0.07 

 
YXS (gcélulas/gglc) 

 

0.16 ± 0.01 0.14 ± 0.02 0.12 ± 0.01 0.19 ± 0.06 0.17 ± 0.03 0.18 ± 0.04 

 
qS (gglc/gcélulas.h) 

 
1.00 ± 0.00 1.36 ± 0.01 1.20 ± 0.01 0.95 ± 0.02 1.10 ± 0.01 0.99 ± 0.01 

Se muestra la media y la desviación estándar de dos experimentos independientes. 
Las velocidades específicas de crecimiento se calcularon antes (μs) y después de inducir (μi). 
Las velocidades específicas de consumo de glucosa (qS) se calcularon con la μi. 
 

7.4. Evaluación de la expresión de la proteína ESAT-6 producida por E. coli ATCC 53606 
(pDB+ESAT-6) usando un sistema termoinducido en matraces agitados con medio LB 

 
Para evaluar el efecto de la estrategia de termoinducción sobre la expresión y el estado de 
plegamiento de la proteína ESAT-6, se comparó la presencia de ésta en la fracción soluble y en los 
cuerpos de inclusión. Todas las muestras fueron recolectadas al final de cada cultivo. La proteína 
soluble fue obtenida a partir del lisado celular y los CI fueron obtenidos por dos protocolos diferentes, 
como se especificó en la metodología. Las proteínas recuperadas fueron separadas por 
electroforesis en geles de poliacrilamida. En todos los casos se utilizó como control negativo la cepa 
E. coli ATCC 53606 sin transformar. 
 
Es preciso aclarar que en los resultados en matraces agitados con medio LB sólo se presenta la 
inducción a 39°C, ya que posteriormente se tomó la decisión de seguir los experimentos usando 
únicamente medio definido. 
 

7.4.1.  Cuerpos de inclusión obtenidos por sonicación y uso de detergentes 
 
En la Figura 27A, se observa la separación de proteínas en gel de poliacrilamida tras el cultivo de la 
cepa recombinante E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en matraces con medio LB. Se distingue una 
banda entre los 10 y 17 kDa en la fracción de los CI inducidos a 39°C (carril 6). Esta banda puede 
corresponder a la proteína de interés ESAT-6, que con la marca de histidina tiene un peso aparente 
de ~11.64 kDa. Interesantemente, en el carril de la proteína total soluble (PTS) a 42°C no se observa 
una banda a esta altura (carril 5), lo que sugiere que toda la proteína recombinante se agrega bajo 
el uso de un sistema inducido por temperatura.  
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Para comprobar la presencia de ESAT-6, se realizó un Western Blot usando el anticuerpo anti-ESAT-
6. En la Figura 27B, se puede ver la detección de una banda entre 10 y 17 kDa en los CI de cultivos 
inducidos a 39°C (carril 6), confirmando la presencia de la proteína recombinante ESAT-6.  
 
 

 
 
Figura 27. Expresión de ESAT-6 (~11.64 kDa) en un sistema termoinducido usando matraces 
agitados con medio LB. Las proteínas se separaron en un gel de poliacrilamida al 18 % teñido con 
azul de Coomasie (A) y se hizo el Western Blot de ESAT-6 empleando anti-ESAT-6 (B). Los carriles 
de ambas figuras corresponden a las mismas muestras. Carril 1: E. coli ATCC 53606 sin transformar; 
carril 2: Marcador de peso molecular; carril 3 y 4: Cepa E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) sin 
inducir; carril 5: Proteína total soluble (PTS) de cultivos de la cepa transformada inducida a 42°C y 
carril 6: CI a 39°C. Los CI se obtuvieron por sonicación y uso de detergentes. 
 

7.4.2.  Cuerpos de inclusión obtenidos con el reactivo BugBuster 
 
Se analizó la presencia de la proteína ESAT-6 en los CI purificados con el agente BugBuster™. 
Como se mencionó en la metodología, este reactivo sirve para extraer de forma activa las proteínas 
de E. coli evitando las ténicas mecánicas, pues la lisis celular se logra enzimáticamente con una 
mezcla de detergentes no iónicos y, en teoría, se obtienen cuerpos de inclusión más puros 
(BugBuster™ Protein Extraction Reagent Brochure, Code N° TB24509/00, Novagen, Madison, WI, 
USA; De Mey et al., 2008). 
 
El rendimiento obtenido de los cuerpos de inclusión con respecto a la biomasa total en peso húmedo 
estuvo entre el 14 y el 16 %, usando este agente. Mientras que usando el método de sonicación y 
lavados con detergentes, el rendimiento estuvo entre el 10 y 12%. Esto se obtuvo relacionando el 
peso de los pellets correspondientes a la biomasa antes de romper y el peso de los CI purificados. 
 
La presencia de la proteína de interés tanto soluble como insoluble tras el tratamiento con 
BugBuster™ se evaluó en un gel de poliacrilamida al 16 % (Figura 28A). En este gel se incluyeron 
muestras de la clona de trabajo C4 y de la clona A que se obtuvo en otros intentos de transformación, 
con el objetivo de comparar la expresión. Se observa una banda tenue a la altura de 14-15 kDa en 
el carril 5 que corresponde a los CI de la clona A, así como un banda más oscura a la misma altura 
en los CI de la clona C4 (carriles 8, 9 y 10), indicando la posible presencia de ESAT-6 en dichas 
fracciones.  
 
Para comprobar si esta banda del gel corresponde a la presencia de la proteína de interés ESAT-6 
se realizó un Western Blot usando el anticuerpo anti-ESAT-6. En la Figura 28B, se puede ver la 
presencia de una banda de tamaño significativo en las fracciones de proteína insoluble (carriles 5 y 
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9) a una altura entre 10 y 15 kDa, que corrobora la expresión de ESAT-6 en los CI. También hubo 
reconocimiento en la fracción de la proteína total soluble de la clona C4 (carril 7). 
 
 
 

    
 
Figura 28. Expresión de ESAT-6 (~11.64 kDa) en un sistema termoinducido usando matraces 
agitados con medio LB. Las proteínas se separaron en un gel de poliacrilamida al 16% teñido con 
azul de Coomasie (A) y se hizo el Western Blot de ESAT-6 empleando anti-ESAT-6 (B). En el gel, 
carril 1: Marcador de peso molecular; carriles 2 y 3: Lisado celular total de E. coli ATCC 53606 sin 
transformar; carril 4: Vacío; carril 5: CI a 39°C de la clona A; carril 6: PTS clona A; carril 7: Vacío; 
carriles 8, 9 y 10: CI de la clona C4. En el Western blot, carril 1: Marcador de peso molecular; carriles 
2 y 3: E. coli ATCC 53606 sin transformar; carril 4: Vacío; carril 5: CI a 39°C de la clona A; carril 6: 
Vacío; carril 7: PTS de la clona C4; carril 8: vacío y carril 9: CI a 39°C de la clona C4 y carril 10: vacío. 
Los CI se obtuvieron con la solución BugBusterTM. 
 
Después de los resultados anteriores se concluyó que bajo el uso del sistema termoinducido a 39°C 
en matraces agitados con medio LB, se obtiene la proteína recombinante ESAT-6 mayoritariamente 
en la fracción insoluble.  
 
Para complementar esta información, se cuantificó la proteína total en las fracciones insolubles 
usando un equipo NanoDrop Lite de ThermoScientific. Luego se determinó el porcentaje 
correspondiente a la proteína ESAT-6 por densitometría usando el programa Image Lab (Versión 5.2 
de BIO-RAD) y se calcularon los rendimientos de producto respecto a biomasa. Los resultados se 
especifican en la Tabla 9. 
 
Tabla 9. Rendimientos de ESAT-6 recombinante en los CI de cultivos termoinducidos a 39°C usando 
matraces agitados de 250 mL con medio complejo LB. Se comparan los CI purificados por dos 
métodos diferentes: sonicación y agente BugBuster. 
 

Método de 
purificación 

 
Proteína 

total 
insoluble 

(g/L) 
 

Banda 
ESAT-6 (%) 

ESAT-6 
en los CI  

(g/L) 
YP/X 

(gPtotal/gcélulas) 
YESAT-6/X 

(gESAT-6/gcélulas) 

Sonicación y 
detergentes 51.7 1.17* 0.60 45.35 0.53 

BugBuster™ 11.92 11.74** 1.40 10.45 1.23 

En matraces con LB inducidos a 39°C, μ= 0.46 ± 0.01 h-1 y biomasa máxima= 1.14 ± 0.05 g/L. 
*Densitometría del carril 6, fig. 27. 
**Promedio densitometría de los carriles 8, 9 y 10, fig. 28. 
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7.5. Evaluación de la expresión de la proteína recombinante ESAT-6 en E. coli ATCC 53606 
(pDB+ESAT-6) usando un sistema termoinducido en matraces agitados con medio definido 

 
Se recuperó la fracción soluble y los cuerpos de inclusión de matraces agitados y biorreactores 
conteniendo medio definido por dos metodologías diferentes, sonicación y BugBuster™. En este 
caso, se probaron las dos estrategias de termoinducción: 39°C y 42°C. Todas las muestras fueron 
recolectadas al final de cada cultivo y las proteínas se separaron por electroforesis en geles de 
poliacrilamida. Como control negativo se utilizó la cepa E. coli ATCC 53606 sin transformar y como 
control positivo, se usaron los cuerpos de inclusión aislados del cultivo inducido a 39°C en matraz 
con medio LB. 
 

7.5.1. Cuerpos de inclusión obtenidos por sonicación y uso de detergentes 
 
Los CI purificados por sonicación y uso de detergentes tras cultivos termoinducidos en matraces 
agitados conteniendo medio definido se analizaron en un gel de poliacrilamida al 18% (Figura 29). 
Como se observa en la Figura 29A, hay una banda en las fracciones solubles termoinducidas 
(carriles 6 y 8) entre los 10 y los 15 kDa, pero no en los CI a 39°C y 42°C. Podríamos pensar que se 
trata de ESAT-6 produciéndose en forma soluble.  
 
Sin embargo, cuando se realizó el Western Blot correspondiente usando el anticuerpo anti-ESAT-6 
(Figura 29B) no hubo reconocimiento en ninguna fracción, exceptuando el control positivo. Esto 
demuestra que la banda del gel no es ESAT-6, aunque se encuentre a la misma altura, y que usando 
el método de sonicación y detergentes no se logró la detección de la proteína recombinante. 
 
 

 
 
Figura 29. Expresión de ESAT-6 en E. coli ATCC-53606 (pDB+ESAT-6) usando un sistema inducido 
térmicamente en matraces agitados con medio definido. Las proteínas se separaron en un gel de 
poliacrilamida al 18 % (A) y se hizo el Western Blot empleando el anticuerpo anti-ESAT-6 (B). Los 
carriles de ambas figuras corresponden a las mismas muestras. Carril 1: E. coli ATCC-53606 sin 
transformar; carril 2: CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 3: Marcador de peso molecular; carriles 
4 y 5: PTS y CI de la sin inducir a 30°C respectivamente; carriles 6 y 7: PTS y CI de la cepa inducida 
a 39°C respectivamente; carriles 8 y 9: PTS y CI de la cepa inducida a 42°C respectivamente. Los 
CI se obtuvieron por sonicación y uso de detergentes. 
 

7.5.2.  Cuerpos de inclusión obtenidos con el reactivo BugBuster 
 
Las muestras de matraces agitados con medio definido se cargaron en un gel de poliacrilamida al 
18 % (Figura 30A). En los carriles 5, 7 y 9 que corresponden a la proteína total soluble (PTS) de 
todas las condiciones se ve una banda entre 11 y 12 kDa, pero en los carriles 6, 8 y 10 que contienen 
la proteína producida en los CI, también se ve otra banda más arriba entre 13 y 14 kDa. Siendo 
congruentes con los resultados obtenidos hasta el momento, la proteína recombinante ESAT-6 
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tiende a producirse en forma insoluble cuando se usa medio de cultivo LB, por eso se realizó un 
Western Blot para comprobar en qué fracción se produjo la proteína.  
 
Vale la pena destacar que en los CI obtenidos bajo termoinducción a 39°C muchas más proteínas 
endógenas celulares se están produciendo, mientras que en los CI obtenidos a 42°C en matraces 
con medio definido es menor la intensidad de las bandas (Figura 30A).  
 
En el Western Blot usando el anticuerpo específico anti-ESAT-6 (Figura 30B), se puede ver la 
presencia de una banda en la fracción de la proteína insoluble del cultivo inducido a 39°C (carril 6) a 
una altura aproximada de 12-13 kDa, así como en los CI obtenidos de cultivos termoinducidos a 
42°C (carril 10), mientras que en las fracciones solubles no hubo reconocimiento. Este resultado 
señala que con el método de BugBusterTM es posible la determinación de la proteína heteróloga. En 
los matraces con el medio definido sí se está produciendo ESAT-6 pero su visualización en los geles 
y en las inmunodetecciones depende del método de purificación de los CI. Además, se comprueba 
que la proteína recombinante a nivel de matraces agitados se produce en cuerpos de inclusión 
usando un sistema inducido por temperatura. 
 
 
 

   
 
Figura 30. Expresión de ESAT-6 en E. coli ATCC-53606 (pDB+ESAT-6) usando un sistema inducido 
térmicamente en matraces agitados con medio definido. Las proteínas se separaron en un gel de 
poliacrilamida al 18 % (A) y se hizo el Western Blot empleando el anticuerpo anti-ESAT-6 (B). Los 
carriles de ambas figuras corresponden a las mismas muestras. Carril 1: vacío; carril 2: E. coli ATCC-
53606 sin transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 4: Marcador de peso 
molecular; carriles 5 y 6: PTS y CI de la cepa inducida a 39°C respectivamente; carriles 7 y 8: PTS 
y CI de la cepa sin inducir a 30°C respectivamente; carriles 9 y 10: PTS y CI de la cepa inducida a 
42°C respectivamente. Los CI se obtuvieron con la solución BugBusterTM. 
 

7.6. Evaluación de la expresión de la proteína recombinante ESAT-6 en E. coli ATCC 53606 
(pDB+ESAT-6) usando un sistema termoinducido en biorreactores de 1.2 L con medio 
definido 

 
Después de realizar los cultivos termoinducidos en biorreactores usando medio definido, las 
muestras finales se trataron con dos metodologías diferentes para obtener tanto la fracción soluble 
como la insoluble. Se cargaron geles de poliacrilamida al 18% con las muestras y se pusieron 
además los dos controles, uno negativo que es la cepa E. coli ATCC 53606 sin transformar, y uno 
positivo, que son los cuerpos de inclusión aislados de un cultivo inducido a 39°C en matraz con 
medio LB. 
 

7.6.1. Cuerpos de inclusión obtenidos por sonicación y uso de detergentes 
 
En la Figura 31A se observa el gel de poliacrilamida de las muestras obtenidas por sonicación y uso 
de detergentes tras cultivos en biorreactores con medio definido. Inesperadamente no se distingue 
una banda intensa a la altura de los 15 kDa en ninguna de las fracciones; sólo se distingue una 
banda en la muestra de los CI obtenidos de matraces termoinducidos a 39°C con medio LB (carril 
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2), que este caso sería el control positivo. El Western Blot con el anticuerpo anti-ESAT-6 sólo 
demostró la presencia de la proteína heteróloga en el control positivo, pero no se observó en la 
proteína soluble ni en los CI de los biorreactores con medio definido (Figura 31B).  
 
  
 

 
 
Figura 31. Expresión de ESAT-6 en E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) usando un sistema inducido 
térmicamente en biorreactor de 1.2 L con medio definido. Las proteínas se separaron en un gel de 
poliacrilamida al 18 % (A) y se hizo el Western Blot empleando el anticuerpo anti-ESAT-6 (B). Los 
carriles de ambas figuras corresponden a las mismas muestras. Carril 1: E. coli ATCC 53606 sin 
transformar; carril 2: CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 3: vacío; carril 4 Marcador de peso 
molecular; carril 5 y 6: PTS y CI de la cepa sin inducir a 30°C respectivamente; carriles 7 y 8: PTS y 
CI de la cepa inducida a 39°C respectivamente; carriles 9 y 10: PTS y CI de la cepa inducida a 42°C 
respectivamente. Los CI se obtuvieron por sonicación y uso de detergentes. 
 

7.6.2.  Cuerpos de inclusión obtenidos con el reactivo BugBuster 
 
Las fracciones de ESAT-6 purificadas con BugBusterTM provenientes de cultivos en biorreactores 
con medio definido se observan en la Figura 32. En las muestras correspondientes a la proteína 
soluble (carriles 4, 6 y 8) se ve una banda entre 11 y 12 kDa, tanto a 30°C como a 39°C y 42°C 
(Figura 32A). Mientras que en los cuerpos de inclusión del cultivo inducido a 39°C en reactor (carril 
7) se pueden ver dos bandas, una a los 14 kDa y otra a los 13 kDa. Dichas bandas también se ven 
en el carril 9 que corresponde a los cuerpos de inclusión del cultivo en biorreactor inducido a 42°C, 
siendo más intensas a 42°C que a 39°C. Suponemos que estas bandas corresponden a la proteína 
recombinante ESAT-6, pero con el objetivo de confirmar en cuáles fracciones se está expresando se 
realizó el respectivo Western Blot.  
 
En la Figura 32B se presenta el Western Blot contra la proteína ESAT-6. Se observa una banda a la 
altura aproximada de 12-13 kDa en los carriles 5, 7 y 9 que corresponden a los CI obtenidos en 
medio definido a 30°C, 39°C y 42°C, respectivamente, indicando que en las fracciones insolubles 
hubo acumulación de ESAT-6 y descartando su presencia en las fracciones solubles. A pesar de que 
en el gel no se veía proteína recombinante a 30°C, de manera interesante en el Western Blot hubo 
reconocimiento en la fracción insoluble sin inducir (carril 5). Esto podría indicar que a baja 
temperatura (30°C) no hay una represión completa de la expresión del gen recombinante, o tal vez 
podría ser por la inespecifidad del anticuerpo. 
 
Finalmente, se llevó a cabo un análisis por densitometría usando el programa Image Lab (Versión 
5.2 de BIO-RAD) con el objetivo de cuantificar los niveles de expresión de la proteína recombinante. 
No se hicieron densitometrías de los geles correspondientes a los CI purificados por el método de 
sonicación y detergentes de cultivos en matraces y biorreactores (Figuras 29A y 31A), porque en las 
inmunodetecciones no se ve la presencia de la proteína recombinante. Se tuvieron en cuenta 
únicamente las bandas correspondientes a ESAT-6 de las fracciones insolubles purificadas con el 
método de BugBuster, en los geles de matraces y biorreactores (Figuras 30A y 32A). 
 

A                                                                                   B                                                                                 
B 



 

- 46 - 
 

 
 

 
 
Figura 32. Expresión de ESAT-6 en E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) usando un sistema inducido 
térmicamente en biorreactor de 1.2 L con medio definido. Las proteínas se separaron en un gel de 
poliacrilamida al 18 % (A) y se hizo el Western Blot empleando el anticuerpo anti-ESAT-6 (B). Los 
carriles de ambas figuras corresponden a las mismas muestras. Carril 1: Marcador de peso 
molecular; carril 2: E. coli ATCC 53606 sin transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C en medio LB; 
carril 4 y 5: PTS y CI de la cepa sin inducir a 30°C respectivamente; carriles 6 y 7: PTS y CI de la 
cepa inducida a 39°C respectivamente; carriles 8 y 9: PTS y CI de la cepa inducida a 42°C 
respectivamente; carril 10: vacío. Los CI se obtuvieron con la solución BugBusterTM. 
 
 
En la Tabla 10 se presentan las concentraciones de proteína dentro de los CI cuantificadas por 
Bradford, así mismo la concentración correspondiente a la proteína recombinante ESAT-6 y el 
rendimiento de ESAT-6 con respecto a la biomasa máxima obtenida en cada sistema- 
 
Tabla 10. Rendimientos de ESAT-6 recombinante en cultivos de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-
6) usando un sistema termoinducido a 39°C y 42°C en matraces agitados de 250 mL y biorreactores 
de 1.2 L con medio definido. Los CI se purificaron usando el agente BugBuster. 
 

RENDIMIENTO 
MATRACES BIORREACTORES 

Inducción a 
39°C 

Inducción a 
42°C 

Inducción a 
39°C 

Inducción a 
42°C 

Proteína total 
insoluble  

(g/L) 
1.14 ± 0.01 1.27  ± 0.04 2.50 ± 0.07 1.36  ± 0.30 

Banda ESAT-6 
(%) 15.90 ± 0.02 16.10 ± 0.04 10.54 ± 0.01 17.85 ± 0.03 

ESAT-6 en CI  
(g/L) 0.18 ± 0.01 0.20 ± 0.01 0.26 ± 0.00 0.24 ± 0.04 

YESAT-6/X 
(gESAT-6/gcélulas) 0.12 ± 0.02 0.14 ± 0.01 0.09 ± 0.02 0.07 ± 0.01 

 
7.7. Expresión de chaperonas moleculares en cultivos termoinducidos de E. coli ATCC 53606 

(pDB+ESAT-6) usando matraces agitados y biorreactor 
 
Interesados en analizar la expresión diferencial de las principales chaperonas moleculares de E. coli 
bajo las dos estrategias de termoinducción: 39°C y 42°C, se realizaron detecciones con anticuerpos 
específicos contra DnaK, DnaJ, GroEL y GroES en la fracción soluble y en los cuerpos de inclusión 
de cultivos realizados en matraces y en biorrreactores. Se usaron las mismas membranas empleadas 
para la detección de la proteína recombinante ESAT-6. 
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Como se observa en la Figura 33, la chaperona DnaK que tiene un peso molecular aproximado de 
70 kDa (Bardwell & Craig, 1984), se encuentra expresada preferencialmente en la fracción soluble 
de las células tanto en matraces como en biorreactores. Se encontró que en matraces con medio 
definido usando un sistema termoinducido a 39°C y a 42°C, DnaK se encuentra sólo en la fracción 
de la proteína total soluble (PTS) y está ausente de los agregados (Figura 33A). Para los 
biorreactores usando el mismo medio, esta chaperona está en la parte soluble de las células 
inducidas a 39°C y a 42°C, pero también en los cuerpos de inclusión (CI) obtenidos a 30°C y a 42°C 
(Figura 33B).  
 
 

    
Figura 33. Inmunodetección de DnaK en cultivos de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) expresando 
ESAT-6 recombinante en matraces de 250 mL con 50 mL (A) y biorreactores de 1.2 L con 1.0 L (B) 
de medio mínimo bajo diferentes temperaturas de inducción. La detección se hizo con el anticuerpo 
Anti-DnaK a ~70 kDa (Enzo Life Sciences©). A. Carril 1: Vacío; carril 2: E. coli ATCC-53606 sin 
transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 4: Marcador de peso molecular (PM). 
B. Carril 1: Marcador de peso molecular (PM); carril 2: E. coli ATCC-53606 sin transformar; carril 3: 
CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 10: Vacío. El resto de carriles que no se especifican en el 
texto, se presentan rotulados en la figura. 
 
La chaperona DnaJ se puede observar como una banda a la altura de aproximadamente 41 kDa 
(Bardwell et al., 1986; Ohki et al., 1986) en la Figura 34. En los matraces se expresó únicamente en 
la forma agregada, usando tanto medio LB inducido a 39°C (Figura 34A, carril 3) como usando medio 
definido pero inducido a 42°C (Figura 34A, carril 10).  
 
Curiosamente en los biorreactores DnaJ se expresó indistintamente en ambas fracciones: en los CI 
obtenidos de cultivos inducidos a 39°C con medio LB y definido (Figura 34B, carriles 3 y 7 
respectivamente), en los CI de cultivos sin inducir a 30°C (Figura 34B, carril 5) y en las fracciones 
solubles a 39°C y a 42°C (Figura 34B, carriles 6 y 8 respectivamente), pero no en los CI de cultivos 
inducidos a 42°C (Figura 34B, carril 9). 
 
Al parecer el cambio de escala de matraces a biorreactores genera una respuesta molecular tal que 
esta chaperona pasa de estar ausente en las fracciones solubles a estar enriquecida en ellas sin 
dejar de aparecer en los agregados, excepto por los CI a 42°C.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A                                                                                   B                                                                                 
B 
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Figura 34. Inmunodetección de DnaJ en cultivos de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) expresando 
ESAT-6 recombinante en matraces de 250 mL (A) y biorreactores de 1.2 L (B) con medio mínimo 
bajo diferentes temperaturas de inducción. La detección se hizo con el anticuerpo Anti-DnaJ a ~41 
kDa (Enzo Life Sciences©). A. Carril 1: Vacío; carril 2: E. coli ATCC-53606 sin transformar; carril 3: 
CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 4: Marcador de peso molecular (PM). B. Carril 1: Marcador 
de peso molecular (PM); carril 2: E. coli ATCC-53606 sin transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C 
en medio LB; carril 10: Vacío. El resto de carriles que no se especifican en el texto, se presentan 
rotulados en la figura. 
 
GroEL es una chaperona molecular de E. coli que forma un complejo cilíndrico (Hohn et al., 1979) 
cuyo peso molecular es de aproximadamente 60 kDa (Georgopoulos & Hohn, 1978; Hendrix & Tsui, 
1978). De manera interesante, se observó una banda a esta altura en todos los carriles de la Figura 
37, indicando que GroEL se expresó bajo todas las condiciones evaluadas, independientemente de 
la fracción, del medio, de la temperatura o de la escala de cultivo. Lo que indica la importancia de 
esta chaperona durante la producción de una proteína recombinante usando un sistema 
termoinducido.  
 
 

  
Figura 35. Inmunodetección de GroEL en cultivos de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) 
expresando ESAT-6 recombinante en matraces de 250 mL (A) y biorreactores de 1.2 L (B) con medio 
mínimo bajo diferentes temperaturas de inducción. La detección se hizo con el anticuerpo Anti-GroEL 
~60 kDa (Enzo Life Sciences©). A. Carril 1: Vacío; carril 2: E. coli ATCC-53606 sin transformar; carril 
3: CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 4: Marcador de peso molecular (PM). B. Carril 1: Marcador 
de peso molecular (PM); carril 2: E. coli ATCC-53606 sin transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C 
en medio LB; carril 10: Vacío. El resto de carriles que no se especifican en el texto, se presentan 
rotulados en la figura. 

A                                                                                   B                                                                                 
B 

A                                                                                   B                                                                                 
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En matraces se vio una banda de mayor intensidad correspondiente a GroEL en las fracciones de 
los CI obtenidos a partir de cultivos termoinducidos (Figura 35A, carriles 6 y 10), mientras que la 
banda fue más tenue en las PTS. Para los biorreactores se obtuvo el mismo comportamiento que en 
matraces, con un enriquecimiento de GroEL en los agregados a 39°C y a 42°C (Figura 35B, carriles 
7 y 9) en comparación con la porción soluble. 
 
En la Figura 36 se presenta la detección de una banda correspondiente a la chaperona GroES de E. 
coli, la cual tiene un peso molecular de aproximadamente 10 kDa (Chandrasekhar et al., 1986). Su 
expresión en matraces no fue notable, ya que la aparición de esta chaperona sólo se observó en el 
carril de la cepa sin transformar y en los cuerpos de inclusión del cultivo inducido a 42°C (Figura 36A, 
carriles 2 y 10). Pero en el caso de los biorreactores se obtuvieron bandas de mayor intensidad en 
las fracciones solubles (PTS) de los cultivos termoinducidos (Figura 36B, carriles 6 y 8). 
 
 

  
Figura 36. Inmunodetección de GroES en cultivos de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) 
expresando ESAT-6 recombinante en matraces de 250 mL (A) y biorreactores de 1.2 L (B) con medio 
mínimo bajo diferentes temperaturas de inducción. La detección se hizo con el anticuerpo Anti-GroES 
~10 kDa (Enzo Life Sciences©). A. Carril 1: Vacío; carril 2: E. coli ATCC-53606 sin transformar; carril 
3: CI de cultivos a 39°C en medio; carril 4: Marcador de peso molecular (PM). B. Carril 1: Marcador 
de peso molecular (PM); carril 2: E. coli ATCC-53606 sin transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C 
en medio LB; carril 10: Vacío. El resto de carriles que no se especifican en el texto, se presentan 
rotulados en la figura. 
 
Es importante resaltar que en la muestra de la cepa E. coli 53606 sin transformar se detectó la 
expresión de todas las chaperonas evaluadas en ambas escalas de cultivos. Esta muestra proviene 
de todo el lisado celular de las células, como se ve en la Tabla 11. 
 
Tabla 11.  Resumen de las inmunodetecciones para las chaperonas DnaK, DnaJ, GroEL y GroES 
en las fracciones soluble (PTS) e insoluble (CI) de cultivos termoinducidos de E. coli. 
 

 
MATRACES BIORREACTORES 

E. coli 
53606 s/t 

PTS 
39 

CI 
39 

PTS 
42 

CI 
42 

E. coli 
53606 s/t 

PTS 
39 

CI 
39 

PTS 
42 

CI 
42 

DnaK           
DnaJ           

GroEL           
GroES           

*E. coli 53606 s/t: Cepa silvestre sin transformar. 
* : Indica que hubo reconocimiento del anticuerpo específico para cada chaperona. 

A                                                                                   B                                                                                 
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7.8. Caracterización de los CI de ESAT-6 obtenidos en un sistema termoinducido 

 
7.8.1.  Resistencia de los CI de ESAT-6 a la degradación por proteínasa K 

 
Debido a su actividad distintiva frente a la estructura de tipo fibrilar y a las estructuras desordenadas 
de las proteínas, la proteínasa K permite evaluar la estabilidad y resistencia a la proteólisis de los 
agregados. Mientras menos estructura amiloide tenga un ´core´ de proteína, será menos resistente 
a la proteínasa K y se verá una disminución en la absorbancia.  
 
De esta manera, para entender el efecto de las diferentes temperaturas de inducción en la 
organización molecular de los cuerpos de inclusión de ESAT-6, se realizó una cinética de 
degradación proteolítica usando proteínasa K. Se midió la turbidez a 350 nm a lo largo del tiempo 
para determinar la actividad de la enzima sobre los CI. Se presenta el valor medio de dos réplicas 
con sus desviaciones estándar. Todos los experimentos comenzaron con la misma cantidad de 
proteína total (50 µg/mL) y se normalizaron las absorbancias obtenidas.  
 
En la Figura 37 se observa que los CI de ESAT-6 provenientes de matraces inducidos a 39°C son 
más propensos al ataque proteolítico que los CI de cultivos inducidos a 42°C, ya que presentan una 
pendiente más pronunciada ante la digestión con proteínasa K.  
 

 
 

Figura 37. Cinética de degradación proteolítica de 50 µg/mL de CI de ESAT-6 cosechados a las 25 
h a partir de cultivos en matraces a diferentes temperaturas de inducción. Para la degradación se 
empleó proteínasa K a una concentración final de 12 µg/mL. Cultivo sin inducción a 30°C (●); cultivo 
con inducción a 39°C (■) y cultivo con inducción a 42°C (▲). 
 
El mismo comportamiento fue observado en los CI de ESAT-6 cultivados en biorreactores (Figura 
38), donde la inducción a 39°C resultó en CI con mayor tendencia a la degradación proteolítica que 
los CI de 42°C. 
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Si comparamos los CI obtenidos en matraces contra los de biorreactores (Figura 37 y 38), se observa 
que los agregados provenientes de matraces fueron más propensos al ataque proteolítico, pues la 
turbidez disminuyó rápidamente y la reacción de la proteínasa K finalizó antes de los primeros 30 
minutos de incubación. Además, los porcentajes de desintegración al final de la reacción (100 
minutos) fueron de 24 y 9 % para los matraces inducidos a 39°C y 42°C, respectivamente. Mientras 
que para los CI inducidos a 39°C y 42°C en biorreactores fueron menores, de 13 y 6 %, 
respectivamente. 
 
Los CI obtenidos a 30°C presentaron la mayor resistencia a la proteólisis con un porcentaje de 
desintegración de tan sólo 4% en matraces y de 6% para biorreactores. Es posible observar que los 
CI de biorreactores termoinducidos a 42°C presentaron la misma tendencia de degradación que los 
CI no inducidos. Y en ambos casos los más sensibles a la acción de la proteínasa K fueron los CI de 
cultivos inducidos a 39°C, con absorbancias finales de 0.76 u.a. en matraces y 0.87 u.a. en 
biorreactores. 

  

 
Figura 38. Cinética de degradación proteolítica de 50 µg/mL de CI de ESAT-6 cosechados a las 25 
h a partir de cultivos en biorreactores a diferentes temperaturas de inducción. Para la degradación 
se empleó proteínasa K a una concentración final de 12 µg/mL. Cultivo sin inducción a 30°C (○); 
cultivo con inducción a 39°C (□) y cultivo con inducción a 42°C (Δ). 
 

7.8.2.  Solubilización de los CI de ESAT-6 con cloruro de guanidinio 
 
El cloruro de guanidinio (GuHCl) es un agente caotrópico fuerte que causa la desnaturalización de 
proteínas globulares y se usa frecuentemente para estudiar la resistencia a la solubilización y la 
estabilidad conformacional de cuerpos de inclusión formados por diferentes proteínas (Del Vecchio 
et al., 2002; Rinas et al., 2007; Castellanos-Mendoza et al., 2014). 
 
Para evaluar las diferencias en la estructura y composición de los agregados, se determinaron los 
perfiles de solubilización de los CI de ESAT-6 de matraces y biorreactores a las diferentes 
temperaturas de inducción. Se analizó el efecto de concentraciones crecientes de cloruro de 
guanidinio (0-6 M), iniciando con la misma cantidad de proteína total en los CI. Cada ensayo se hizo 
por duplicado con sus respectivas desviaciones estándar. 
 
En el perfil de disolución de los CI de ESAT-6 obtenidos en matraces agitados (Figura 39) se observa 
una tendencia similar para las tres condiciones evaluadas, donde a mayor concentración del agente 
caotrópico mayor proteína soluble se libera, indicando que todos son sensibles a la solubilización 
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química. Se puede notar que aquellos CI producidos a 39°C y 42°C son más susceptibles 
comparados con los obtenidos a 30°C.  A 6 M de GuHCl los CI producidos en los cultivos sin 
termoinducción presentan un bajo grado de solubilización, siendo más difícil obtener proteína soluble 
a partir de éstos aunque se usen altas concentraciones del agente caotrópico.  
 

 
Figura 39. Perfil de solubilización de CI de ESAT-6 cosechados al tiempo final de cultivos en 
matraces agitados termoinducidos usando diferentes concentraciones de cloruro de guanidinio. La 
gráfica muestra la cantidad de proteína solubilizada después de la incubación con el agente 
caotrópico durante 24 h, cuantificada por Bradford. Cultivo sin inducción a 30°C (●); cultivo con 
inducción a 39°C (■) y cultivo con inducción a 42°C (▲). 
 
Si asumimos que en matraces termoinducidos a 42°C usando una concentración 6 M del agente 
caotrópico se solubilizó el 100% de la proteína agregada, entonces a la misma concentración el 89% 
de los CI termoinducidos a 39°C fueron solubilizados y sólo el 48% de los CI producidos en cultivos 
sin inducir (30%) se obtienen solubles (Figura 39).  
 
En el caso de los biorreactores el nivel de desnaturalización para las condiciones termoinducidas y 
la condición sin inducir fue similar considerando las desviaciones estándar. El perfil de solubilización 
por agentes caotrópicos indica que no hay diferencias significativas en la estabilidad a la 
desnaturalización de los CI de ESAT-6 obtenidos a partir cultivos inducidos a distintas temperaturas 
(Figura 40). También se aprecia que a 6M de GuHCl el porcentaje de proteína solubilizada de los CI 
está por encima del 80% en todas las condiciones de inducción. 
 
Si comparamos las dos escalas de cultivo, se observa que en biorreactores la mayor concentración 
de proteína total soluble fue de 0.38 ± 0.11 mg/mL en los CI a 30°C, semejante a la mayor 
concentración de proteína en matraces que fue de 0.36 ± 0.04 mg/mL en los CI a 42°C. Esto puede 
ser importante si se tiene en cuenta que a la misma concentración (6M) de agente caotrópico puede 
solubilizarse la misma cantidad de proteína de los CI de matraces y biorreactores. 
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Figura 40. Perfil de solubilización de CI de ESAT-6 cosechados al tiempo final de cultivos en 
biorreactores termoinducidos usando diferentes concentraciones de cloruro de guanidinio. La gráfica 
muestra la cantidad de proteína solubilizada después de la incubación con el agente caotrópico 
durante 24 h, cuantificada por Bradford. Cultivo sin inducción a 30°C (○); cultivo con inducción a 39°C 
(□) y cultivo con inducción a 42°C (Δ). 
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8. DISCUSIÓN 
 

8.1. Cinética de crecimiento de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en matraces agitados y 
biorreactores bajo diferentes temperaturas de inducción 

 
Con el objetivo de caracterizar a nivel de crecimiento y metabolismo la cepa recombinante E. coli 
ATCC 53606 (pDB+ESAT-6), se hizo el seguimiento espectrofotométrico de los cambios en la 
densidad óptica celular a través del tiempo. Se aplicaron diferentes temperaturas de inducción tanto 
en matraces como en biorreactores y se probó inicialmente un medio de cultivo complejo (LB) para 
más tarde proponer un medio de cultivo definido (Caspeta et al. 2013 enriquecido con 
casaminoácidos 3 g/L). 
 
Según los resultados obtenidos tanto en matraces agitados (Figuras 13, 16 y 18A) como en 
biorreactores (Figuras 14, 17 y 18B), la inducción por temperatura afectó negativamente el 
crecimiento celular. Independientemente del medio de cultivo, a mayor temperatura de inducción, 
menor fue la concentración de biomasa máxima obtenida. Mientras que en ausencia de inducción y 
de estrés térmico, como en el caso de los cultivos mantenidos a 30°C, se obtuvo más biomasa y se 
mantuvo constante hacia el final de los cultivos.  
 
En primer lugar, este comportamiento puede ser atribuido al estrés característico de las cepas 
recombinantes, conocido como “carga metabólica”, que indica la cantidad de recursos que deben 
ser redireccionados desde el crecimiento del hospedero hacia el mantenimiento y expresión de una 
proteína heteróloga (Hoffmann & Rinas, 2004). Dicha perturbación en el metabolismo atribuida 
principalmente a la expresión de genes contenidos en un plásmido y a la cantidad de energía que 
consume la síntesis de proteína, se ve reflejada en la disminución de las velocidades específicas de 
crecimiento y en los bajos rendimientos en cuanto a biomasa (Bentley et al., 1990; Hoffmann & Rinas, 
2001; Jensen & Carlsen, 1990).  
 
Sumado a esto, en los sistemas termoinducidos hay un incremento en la demanda energética no 
sólo asociada al crecimiento, sino a la producción de la proteína recombinante y a la síntesis de 
proteínas de choque térmico (Wittmann et al., 2007; Hoffmann & Rinas, 2004). Hoffmann y 
colaboradores (2002) publicaron dos trabajos sucesivos donde usaron biorreactores de 50 L para 
estudiar el cambio en las enzimas y flujos metabólicos, que ocurre tras la inducción por temperatura 
(30 a 42°C) de la proteína recombinante hFGF-2 en E. coli TG1 usando un medio definido. Los 
autores encontraron que durante el proceso de producción, el crecimiento se ve afectado debido al 
incremento en los flujos catabólicos para la generación de energía, lo que reduce al mismo tiempo 
la cantidad de material celular disponible para crecimiento celular (Hoffmann et al., 2002). Luego, los 
recursos son dirigidos desde la formación de biomasa hacia el reajuste de las actividades 
metabólicas de acuerdo a los requerimientos energéticos de las células (Hoffmann et al., 2002; 
Weber et al., 2002). 
 
Por otra parte, Harcum y Haddadin (2006) describieron los perfiles transcriptómicos de cultivos 
recombinantes sometidos a choque térmico de 50°C, cultivos inducidos con IPTG y cultivos 
sometidos a ambos tipos de estrés. Los cultivos sin estrés (a 37°C) alcanzaron una DO final de 16.4 
u.a., mientras que los cultivos sometidos a doble estrés alcanzaron una DO de 11.2 u.a. Los autores 
sustentaron que las velocidades de crecimiento reducidas bajo el doble estrés se deben a una 
alteración transcripcional en las células por el choque térmico y la síntesis proteica. Más del 25% de 
genes asociados al metabolismo estuvieron afectados. Por ejemplo, 13 de 42 genes de la glucólisis 
fueron significativamente sobre expresados en los cultivos con doble estrés, mientras que 8 de los 
27 genes del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) fueron sobre expresados. Esta respuesta del 
metabolismo central del carbono indica una alteración de la utilización del carbono que explica la 
reducción en la biomasa (Harcum & Haddadin, 2006). 
 
De manera interesante, en nuestros resultados los cultivos inducidos a 42°C en matraces 
presentaron una caída en la DO del 16.2 % en medio LB (Figura 13) y del 13.4 % (Figura 16) en 
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medio definido durante las últimas horas de la cinética. Lo que indica que a temperaturas de 
inducción superiores a 39°C puede ocurrir muerte celular cuando se utilizan matraces agitados. 
Según nuestros resultados, en matraces hay una limitación significativa del oxígeno, la cual puede 
afectar el crecimiento celular (Reynoso-Cereceda et al., 2016). Además, la exposición a altas 
temperaturas por largos períodos de tiempo puede generar desnaturalización de proteínas de 
membrana, aumentar la fluidez membranal y poner en riesgo la viabilidad celular (Mejía, 1999). La 
cantidad de ribosomas también puede verse comprometida acompañada de relajación del DNA 
(López-García & Forterre, 2000).  
 
A pesar de que en los biorreactores se observó también un efecto adverso del aumento de 
temperatura sobre la biomasa máxima de los cultivos (Figuras 14, 17 y 18B), no hubo un descenso 
en la DO a los 42°C como se vio en los matraces. Al parecer, las células intentan mantener la 
biomasa constante o por lo menos evitar la muerte celular en las horas finales del cultivo. Además, 
las velocidades específicas de crecimiento antes de la hora de inducción (μs) no presentaron 
diferencias significativas, ya que todos los cultivos se mantuvieron a 30°C (Tabla 8). Pero cuando se 
comparan las velocidades específicas de crecimiento que incluyen el tiempo de inducción (μi) hubo 
una disminución para los cultivos inducidos a 42°C en matraces agitados. Mientras que en los 
biorreactores parece que no hay un efecto de la temperatura sobre la velocidad específica de 
crecimiento, pues se mantiene en 0.18 h-1 aún luego de la termoinducción.  
 
En los biorreactores, donde el control de la TOD permite que no haya limitaciones de oxígeno como 
ocurre en los matraces, la cantidad de biomasa es casi dos veces mayor que en matraces (Figura 
18), la fuente de carbono es agotada y a su vez, hay re-asimilación del acetato como segunda fuente 
de carbono (Figura 22), todo esto para sobrevivir al estrés y mantener el crecimiento.  Además, en 
los biorreactores se alcanzaron velocidades de calentamiento de 0.5°C/min, cercanas a las 
velocidades reportadas por Caspeta y colaboradores (2009), quienes encontraron que en cultivos 
recombinantes termoinducidos a una velocidad de 0.4°C/min, los niveles de mRNA de genes de 
choque térmico no cambian significativamente en comparación a velocidades altas de calentamiento 
(0.8, 1.7 y 6.0 °C/min). Además, la velocidad de calentamiento baja (0.4°C/min) favorece la expresión 
de algunos genes de la maquinaria celular de transcripción y traducción (Caspeta et al., 2009), lo 
que puede ser útil para la optimización de un bioproceso sometido a termoinducción, en cuanto a la 
disponibilidad de maquinaria celular para el procesamiento de la proteínas recombinante. 
 

8.2. Consumo de glucosa en cultivos termoinducidos de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) 
usando matraces agitados y biorreactores con medio definido  

 
El nivel de expresión de la proteína heteróloga es regulado no sólo por el sistema de expresión y 
estabilidad del plásmido, sino también por las condiciones de cultivo y la composición del medio. Los 
medios de cultivo para E. coli incluyen principalmente glucosa como fuente de carbono y energía, la 
cual usan para crecer, producir proteína recombinante y otros subproductos como ácidos orgánicos 
(Mansey et al., 2014). 
 
Se realizaron cultivos de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) en matraces agitados y biorreactores 
con medio definido, usando glucosa como única fuente de carbono. Se observó que los rendimientos 
de biomasa con respecto al sustrato (YXS) disminuyen a medida que aumenta la temperatura de 
inducción, mientras que las velocidades específicas de consumo de sustrato (qS) aumentan (Tabla 
8). Esto puede deberse a que las bacterias sometidas a termoinducción utilizan la mayor parte de la 
energía obtenida a partir del sustrato para la producción ya sea de proteína heteróloga o de proteínas 
de estrés. En estudios anteriores usando sistemas termoinducidos se encontró que hay un aumento 
de hasta seis veces en la demanda energética, asociado no sólo al crecimiento sino también a la 
producción de proteína recombinante y a la síntesis de proteínas chaperonas y proteasas (Hoffmann 
& Rinas, 2004; Wittmann et al., 2007).  Por lo tanto, las células deben redirigir el uso del carbono 
hacia el abatimiento del estrés y el mantenimiento de la homeostasis celular, más que a la 
acumulación de biomasa (Weber et al., 2002; Hoffmann & Rinas, 2001). 
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Schmidt y colaboradores (1999) realizaron cultivos de alta densidad de E. coli BL21 usando un 
sistema alimentado inducido por temperatura para la producción de proteínas de fusión de insulina. 
Los autores encontraron que la carga metabólica impuesta en las células durante la producción de 
una proteína recombinante en los cultivos de alta densidad celular termoinducidos, es reflejada en 
una reducción del coeficiente de rendimiento de biomasa con respecto a la glucosa. Esta disminución 
del coeficiente de rendimiento de biomasa con respecto a glucosa, de 0.48 g/g a 0.15 g/g después 
de la inducción a 42°C, confirma que la síntesis de proteínas inducida por temperatura es un proceso 
que resulta en una utilización poco eficiente del sustrato para la generación de biomasa. Mientras 
que una fracción más alta de sustrato parece ser requerida en otras rutas con el propósito de 
abastecer la demanda de energía (Schmidt et al., 1999). 
 
En nuestros resultados, al comparar la glucosa residual en ambas escalas de cultivo se observó que 
en matraces queda un remanente de aproximadamente 6 g/L tanto a 39°C como a 42°C (Figura 19). 
Aun así, se detiene el aumento de la biomasa, lo que indica que la glucosa como sustrato no es el 
factor limitante en los matraces, sino muy posiblemente la acumulación de acetato (Figura 21), la 
disminución en el pH del medio (Figura 25) o la limitación de oxígeno (Figura 23), o quizás un efecto 
sinérgico de estos factores. Aunque E. coli es un organismo facultativo, la disponibilidad de altas 
concentraciones de glucosa y la capacidad limitada del sistema de cubrir las necesidades de oxígeno 
en los matraces, favorece la síntesis y acumulación de ácidos orgánicos, lo que conlleva a que la 
capacidad del sistema respiratorio y el ciclo de TCA no puedan procesar toda la glucosa que hay en 
la célula (Vasala et al., 2006; Chen et al., 1997; Xu et al., 1999).   
 
Además en matraces, como las células se crecieron sin control de pH, se observó una disminución 
en el pH del cultivo bajo todas las temperaturas, desde 7.0 hasta valores entre 4.90 y 5.50 (Figura 
25). Se ha establecido que en condiciones levemente ácidas (pH 4.0–5.7) como en este caso, E. coli 
responde al estrés ácido con cambios fisiológicos como modificaciones de la membrana 
citoplasmática; cambios metabólicos como respuestas de estrés oxidativo y activación de sistemas 
consumidores de protones (Kanjee & Houry, 2013). 
 
Negrete & Shiloach (2015) realizaron cultivos de alta densidad celular de E. coli K-12, manteniendo 
el pH en 7.0 al inicio y fue ajustado a 5.0 por 2 horas en la mitad de la fase exponencial. Los autores 
encontraron que bajo el estrés ácido el crecimiento bacteriano disminuyó considerablemente, así 
como los niveles de RNA pequeños de enzimas asociadas al estrés por pH bajo (Negrete & Shiloach, 
2015). Esta inhibición en el crecimiento puede ser causada por las concentraciones altas de acetato 
disociado (CH3COO–) y no disociado (CH3COOH) en el medio, que resultan tóxicas para las células 
(Russell, 1992). A bajos pHs la sensibilidad al acetato incrementa debido un aumento en la 
concentración de especies protonadas (Takahashi et al., 1999). 
 
Por el contrario, a nivel de biorreactores la fuente de carbono se consume totalmente antes de que 
termine el cultivo y existe una relación con el inicio de la fase estacionaria (Figura 20). Como en los 
biorreactores se puede controlar la concentración de oxígeno disuelto en el medio, la limitación en 
este caso está asociada a la fuente de carbono y a la producción de ácidos orgánicos. Mansey y 
colaboradores (2014) realizaron cultivos termoinducidos de E. coli recombinante en matraces y 
biorreactores con diferentes concentraciones iniciales de glucosa (0-30 g/L) para producir interferón 
α-2b. De manera semejante a nuestros resultados, reportaron que cuando las concentraciones 
iniciales de glucosa son superiores a 20 g/L, ésta no se termina de consumir después de 8 horas de 
cultivo en matraces. Mientras que en biorreactor conteniendo la misma concentración inicial (20 g/L), 
la glucosa se agota a lo largo de la cinética (Mansey et al., 2014). El uso de la fuente de carbono 
constituye una limitante importante en los biorreactores “batch”, ya que los nutrientes son 
progresivamente consumidos y sus concentraciones no son controladas (Yamané & Shimizu, 1984), 
muchas veces inhibiendo el crecimiento o la producción de una proteína recombinante.  
 
De esta manera, proponemos que en un sistema termoinducido el crecimiento y el consumo de la 
fuente de carbono no sólo serán afectados por el estrés térmico y el estrés de la expresión de la 
proteína recombinante, sino también por un estrés nutricional debido a la limitación de la fuente de 
carbono en los biorreactores y por un estrés debido a la limitación de oxígeno en los matraces. 
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8.3. Producción de acetato en cultivos termoinducidos de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) 
usando matraces agitados y biorreactores con medio definido 

 
Tanto en matraces como en biorreactores usando un sistema termoinducido se observó producción 
de acetato en el medio. A nivel metabólico, la acumulación de acetato puede ocurrir por dos motivos: 
sobre flujo metabólico o por limitación de oxígeno disuelto.  
 
En el primer caso, cuando hay exceso de la fuente de carbono que está entrando a la glucólisis y no 
es utilizada para síntesis de producto o para crecimiento celular, se genera un sobre flujo metabólico 
(Schmidt et al., 1999; Caspeta et al., 2013). Como se presenta en la Figura 41, el sobre flujo 
metabólico provoca que la glucólisis se ramifique hacia la producción de acetato, principalmente por 
la vía de la fosfotransacetilasa y la acetato cinasa, que a pesar de no contribuir a la regeneración de 
NAD+, le permite a la célula continuar la producción de ATP y favorecer un crecimiento rápido 
(Shiloach & Fass, 2005; Lara et al., 2008; Lara, 2011).  
 

 
Figura 41. Principales rutas metabólicas de E. coli involucradas en el consumo aerobio de glucosa, 
síntesis de acetato y dióxido de carbono (CO2). El consumo de glucosa se realiza principalmente 
mediante la vía del sistema fosfotransferasa (PTS), que genera de forma simultánea piruvato a partir 
de fosfoenolpiruvato (PEP). El acetato se forma a partir de piruvato por acción de la piruvato oxidasa 
y de las enzimas fosfotransacetilasa y acetato cinasa. La PEP carboxilasa es la vía anaplerótica 
necesaria para el reabastecimiento de los intermediarios del ciclo del TCA consumidos para la 
formación de biomasa (tomado de Eiteman & Altman, 2006). 
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Durante el sobre flujo metabólico, la producción de acetato es consecuencia de que la velocidad de 
acumulación de acetil-CoA supera la velocidad para alimentarlo al ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
(TCA). Esto ya sea porque algunas enzimas del ciclo no están disponibles en cantidad suficiente, o 
porque la cadena respiratoria no puede operar a la velocidad adecuada para oxidar el NADH 
adicional producido por el TCA (Xu et al., 1999b; Eiteman & Altman, 2006; Lara, 2011; Bettenbrock 
et al., 2014).  
 
En el segundo caso, en un metabolismo aerobio el ciclo de Krebs se utiliza para la generación de 
NADH, que servirá finalmente para la formación de ATP. Pero en un metabolismo con limitación de 
oxígeno, el NADH comienza acumularse y debe ser regenerado. Para ello las células utilizan la 
estrategia de ramificar la glucólisis hacia la producción de diferentes ácidos orgánicos donde puede 
entrar el NADH a oxidarse a NAD+ y así continuar creciendo; si no se regenera el NADH  se frena el 
flujo metabólico y disminuye el crecimiento (Neidhardt et al., 1996).  
 
En los matraces agitados, la disminución en la velocidad de crecimiento y la entrada a la fase 
estacionaria (entre 8-10 h de cultivo) coinciden con el aumento en las concentraciones de acetato 
(Figura 21) y con la limitación de oxígeno (Figura 23), aunque las células aún tengan glucosa 
disponible para consumir (Figura 21). Así, la acumulación de acetato en matraces se debe 
principalmente a la limitación de oxígeno y al fenómeno de sobre flujo metabólico. Reynoso-
Cereceda y colaboradores (2016) realizaron cultivos de E. coli BL21 (DE3) productora de 
esfingomielinasa recombinante con medio definido. De manera similar a este trabajo, encontraron 
que en matraces agitados la desaceleración del crecimiento y el comienzo de la fase estacionaria no 
están relacionados directamente a la limitación de glucosa, pero sí a la acumulación de acetato y a 
la limitación de oxígeno (Reynoso-Cereceda et al., 2016). 
 
Lo que se observó para los biorreactores es que el inicio de la fase estacionaria está asociado al 
momento en el que el acetato alcanza sus concentraciones máximas (Figura 22) y se agota 
completamente la glucosa (Figura 20). Es decir, que la producción de acetato en biorreactores se 
atribuye no sólo al sobre flujo metabólico, sino también a la limitación de la fuente de carbono.   
 
Harcum y Haddadin vieron que en cultivos fed-batch de 4 L sometidos a doble estrés por choque 
térmico e inducción química, algunos genes implicados en la síntesis de acetato, pertenecientes a la 
familia aldH (aldehído deshidrogenasa) son sobre expresados entre 2.1 y 3.8 veces comparados con 
cultivos sin estrés (Harcum & Haddadin, 2006). Esto indica que efectivamente el choque térmico 
generado en las células durante un cultivo termoinducido también contribuye al aumento en la 
acumulación de acetato. 
 
De manera interesante, en los biorreactores termoinducidos se vio una re-asimilación del acetato 
durante la fase estacionaria (Figura 22). Para mantener la homeostasis celular y sobrevivir a 
diferentes niveles de estrés, E. coli acumula acetato para usarlo posteriormente como fuente de 
carbono (Phue & Shiloach, 2004; Shiloach, et al., 2010). Wolfe (2005) describió el fenómeno como 
el “switch” del acetato, y lo define fisiológicamente como el momento en el que las células pasan de 
un rápido crecimiento que produce y excreta acetato (desasimliación) a un crecimiento más lento 
facilitado por el importe y utilización del acetato (asimilación). El “switch” se caracteriza 
experimentalmente por un pico de acumulación de acetato, el cual ocurre justo cuando las células 
comienzan la transición a la fase estacionaria y está acompañado de un cambio molecular que activa 
la maquinaria responsable de la asimilación del acetato (Wolfe, 2005), tal como se vio en este trabajo. 
 
El acetato acumulado puede ser convertido de regreso en acetil-CoA por dos enzimas: la acetil-CoA 
sintasa (Acs) o por la vía reversible de la fosfotransacetilasa-acetato cinasa (Pta-AckA). Luego el 
acetil-CoA puede metabolizarse a través del ciclo de TCA y la ruta alterna del glioxilato por la 
isocitrato liasa (ICL) y la malato sintasa (MalS) como se observa en la Figura 42 (El-Mansi & Holms, 
1989; Kornberg, 1966). Los estudios de Phue y Shiloach revelaron que en E. coli K12, la transcripción 
de los genes de la isocitrato liasa (aceA) y la malato sintasa (aceB) no es tan activa como en E. coli 
BL21 y por eso acumula más acetato (Phue & Shiloach, 2004).   
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Ya se ha reportado que bajo termoinducción hay un incremento en el flujo del ciclo del TCA 
(Hoffmann et al., 2002; Wittmann et al., 2007) y consecuentemente debería esperarse un aumento 
en el flujo glucolítico y en la producción de acetato, que fue lo observado durante la fase de inducción 
de este trabajo. En sistemas termoinducidos usando E. coli BL21 se han alcanzado concentraciones 
finales de acetato hasta de 4.0 g/L en biorreactores alimentados (Caspeta et al., 2009; Caspeta et 
al., 2013).  
 
 

 
Figura 42. Ciclo de TCA y ruta alterna del glioxilato en E. coli (tomada de Phue & Shiloach, 2004). 
 
Es importante mencionar que la producción de acetato no es un evento deseable en cultivos 
bacterianos, ya que representa un derroche de esqueletos carbonados, afecta el pH, el gradiente de 
protones transmembranal y se ha asociado a otros efectos como la drástica disminución en el 
contenido de plásmido de células de E. coli (Lara, 2011). Y como ya se mencionó anteriormente, las 
concentraciones de acetato mayores a 2.0 g/L pueden generar disminución en la velocidad de 
crecimiento e inhibir la producción de proteína en cepas recombinantes (Åkesson et al., 1999; 
Shiloach & Fass, 2005; Eiteman & Altman, 2006).  
 

8.4. Perfiles de oxígeno disuelto (TOD) en cultivos termoinducidos de E. coli ATCC 53606 
(pDB+ESAT-6) usando matraces agitados y biorreactores con medio definido 

 
Durante la fase exponencial del crecimiento de E. coli usando matraces agitados se presenta 
limitación de oxígeno tanto en los cultivos sin inducir como en los inducidos a 39°C y 42°C (Figura 
23). Esta limitación duró aproximadamente 6 horas en todas las condiciones y está relacionada con 
el momento de la cinética donde hay una disminución notable en el pH del medio (Figura 25) y una 
acumulación de acetato (Figura 21). Esta limitación de oxígeno en cultivos de E. coli usando 
matraces agitados orbitalmente se ha reportado cuando el proceso de aireación no satisface el 
requerimiento de oxígeno del cultivo. Dichas condiciones limitadas de oxígeno se han relacionado 
con grandes cambios en el metabolismo, principalmente con disminución en velocidad de 
crecimiento, cambios en la estabilidad del plásmido y en la producción de proteína recombinante 
(Hewitt et al., 2000; Li et al., 1992).   
 
Durante el crecimiento aerobio de E. coli, el oxígeno constituye uno de los nutrientes esenciales, ya 
que actúa como aceptor final de electrones de la cadena respiratoria, mediante la cual se genera la 
energía requerida para el crecimiento, mantenimiento celular y formación de producto. Debido a la 
baja solubilidad del oxígeno (alrededor de 8 mg/L en agua) debe suministrarse continuamente desde 
la fase gaseosa a la fase líquida, donde es consumido por los microorganismos. Pero durante su 
transferencia, el oxígeno debe superar algunas resistencias desde la burbuja de gas hasta llegar a 
los sitios de reacción al interior de las células, lo que causa diferencias en la disponibilidad de oxígeno 
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durante el cultivo (García-Ochoa & Gómez, 2009; García-Ochoa et al., 2010). Tales diferencias 
pueden generar efectos indeseables como disminución del metabolismo, desarrollo parcial o total de 
metabolismo anaerobio, baja producción de metabolitos de interés y diferentes respuestas de estrés 
(Smith & Neidhardt, 1983; Enfors et al., 2001). Por este motivo, el suministro insuficiente de oxígeno 
es una limitación importante cuando se tienen cultivos aerobios en matraces agitados (Büchs, 2001; 
Tolosa et al., 2002; Zimmermann et al., 2006; Klöckner & Büchs, 2011; Klöckner & Büchs, 2012). 
Además, en cultivos alimentados de E. coli, las condiciones anaerobias pueden incrementar hasta 
dos veces los niveles de mRNA de genes de estrés, que responden a exceso de glucosa o 
agotamiento de oxígeno (Schweder et al., 1999; Lara et al., 2006b). 
 
Los perfiles de la velocidad de transferencia de oxígeno (OTR) junto con los de TOD brindan 
información relevante acerca de lo que está ocurriendo en el sistema. En la Figura 43 se representa 
el desarrollo ideal de un cultivo aerobio de acuerdo a la OTR y la TOD, cuando el oxígeno transferido 
al medio es suficiente para satisfacer las necesidades celulares (Figura 43A). Mientras que cuando 
existe un período de limitación por oxígeno (Figura 43B), la OTR es igual a la OTRmáx, es decir a la 
máxima velocidad que el sistema es capaz de suministrar, por lo tanto no puede compensar la 
demanda de consumo del microorganismo manteniendo el oxígeno disuelto en cero. Cuando la 
respiración se detiene al final del cultivo, la OTR disminuye y la TOD se incrementa nuevamente 
(Maier & Büchs, 2001), como se observó en la figura 24 después de las 10-11 h. 
 
 

 
Figura 43. Representación del desarrollo de los perfiles de OTR (negro) y TOD (azul) en cultivos 
aerobios. Cuando el oxígeno suministrado no es consumido en su totalidad, el sistema opera siempre 
por debajo de la OTR máx y la TOD permanece superior a cero (A). La OTR se incrementa con la 
respiración de los microorganismos hasta alcanzar el límite que el sistema es capaz de proveer bajo 
condiciones específicas de operación (B) (modificado de Maier & Büchs, 2001). 
 
En los biorreactores aunque no hay limitación de oxígeno (Figura 24) también se genera acetato 
(Figura 22), lo que indica que la producción de este metabolito no va necesariamente unida a la 
disponibilidad de oxígeno. Muchas veces el incremento en la concentración de acetato y la 
consecuente caída de pH, comienzan y se mantienen cuando aún hay oxígeno disponible (Reynoso-
Cereceda et al., 2016). Lo cual quiere decir que aunque el suministro de oxígeno dentro del 
biorreactor sea rápido, E. coli únicamente puede consumirlo a una velocidad limitada (Eiteman & 
Altman, 2006). Durante el sobre flujo metabólico, a pesar de las condiciones aerobias, la formación 
de acetato se relaciona con la velocidad de consumo de oxígeno pero no es dependiente de su 
disponibilidad (Bettenbrock et al., 2014).  
 
Interesantemente, en los sistemas termoinducidos el efecto del oxígeno sobre los cultivos de E. coli 
ha sido poco estudiado. Según los resultados obtenidos, la termoinducción no tuvo un efecto 
significativo al menos a nivel de la TOD, ya que bajo las diferentes temperaturas de inducción los 
perfiles de oxígeno presentaron la misma tendencia (Figuras 23 y 24). Sin embargo, es necesario 
realizar más estudios que permitan entender el fenómeno de la transferencia de oxígeno en este 
sistema. 
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Schmidt y colaboradores (1999) reportaron que después de inducir por temperatura la síntesis de 
proteínas recombinantes, la relación entre la cantidad de dióxido de carbono producido y la cantidad 
de oxígeno consumido, conocida como coeficiente respiratorio, disminuyó durante la etapa de 
alimentación. Lo que indica que en sistemas termoinducidos menos glucosa es usada en la ruta para 
generación de biomasa, y se emplea en otras rutas (Schmidt et al., 1999). En otras investigaciones, 
se ha encontrado que la producción de proteína recombinante usando termoinducción va de la mano 
con un incremento en la actividad respiratoria de las células (Caspeta et al., 2013). La activación 
acelerada de rutas catabólicas, como el ciclo del TCA, permiten obtener energía adicional para la 
síntesis de proteína recombinante y proteínas de estrés elevando la velocidad de consumo de 
oxígeno en detrimento del crecimiento (Hoffmann et al., 2002; Weber et al., 2002).  
 

8.5. Evaluación de la expresión de la proteína ESAT-6 producida por E. coli ATCC 53606 
(pDB+ESAT-6) usando un sistema termoinducido en matraces agitados y biorreactores. 

 
La cantidad y calidad de una proteína recombinante dependen en gran parte de la concentración de 
biomasa y de las condiciones de cultivo del bioproceso (Strandberg & Enfors, 1991). Estudios 
recientes sobre agregación y formación de cuerpos de inclusión sugieren que algunas condiciones 
de cultivo como cambios en la temperatura o pH, favorecen el estado soluble o agregado de una 
proteína heteróloga (González-Montalbán et al., 2007; Castellanos-Mendoza et al., 2014; Caspeta et 
al., 2009).  
 
Con el propósito de determinar si la proteína recombinante ESAT-6 se estaba produciendo en la 
cepa de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) usando el sistema termoinducido, se hicieron geles 
SDS-PAGE. Se utilizaron muestras provenientes de diferentes escalas de cultivo, diferentes 
composiciones del medio, diferentes temperaturas de inducción y diferentes fracciones celulares, 
para comparar las productividades obtenidas en este sistema. 
 
Según los resultados obtenidos por SDS-PAGE y Western Blot, la proteína recombinante ESAT-6 se 
expresó exclusivamente en la fracción de los cuerpos de inclusión (Figuras 29, 30, 31 y 32), en 
ambas escalas de cultivo (matraces y biorreactores), tanto a 39°C como a 42°C.  
 
Se ha reportado extensamente que el sólo hecho de sobre expresar una proteína recombinante en 
E. coli puede provocar la formación de agregados de proteína (Kane & Hartley, 1988; Fink, 1998). 
Esto ocurre porque la rápida producción de proteína heteróloga puede exceder la capacidad de la 
maquinaria encargada de mantener el control de la calidad del proteoma, o algunas proteínas mal 
plegadas se escapan de estos mecanismos de control para interactuar con moléculas vecinas no 
plegadas y formar agregados moleculares (Rosen et al., 2002; Hartl & Hayer-Hartl, 2002). 
 
En un sistema termoinducido dicha sobreexpresión de proteína recombinante sumada al incremento 
en la temperatura pueden alterar el proceso de plegamiento de las proteínas, lo cual favorece su 
agregación y acumulación en cuerpos de inclusión (Schmidt et al., 1999; Babu et al., 2000; Vallejo 
et al., 2002; Caspeta et al., 2013).  
 
Vale la pena mencionar que el antígeno ESAT-6 de Mycobacterium tuberculosis no se había 
producido antes en un sistema inducido por temperatura. Sin embargo en algunos trabajos previos 
usando inducción química también encontraron que ESAT-6 se expresa en E. coli preferencialmente 
en forma de cuerpos de inclusión (Wang et al., 2005; Meher et al., 2006; Vutla et al., 2011; Peng et 
al., 2016), lo que concuerda con lo obtenido durante este trabajo. 
 
Si comparamos los rendimientos de producción de la proteína recombinante ESAT-6 con respecto a 
la biomasa en ambos medios de cultivo, encontramos que en matraces termoinducidos a 39°C con 
medio complejo, YESAT-6/X fue de 1.23 gESAT-6/gcélulas, mientras que en matraces termoinducidos a 39°C 
con medio definido, YESAT-6/x fue de 0.12 gESAT-6/gcélulas. Esta gran diferencia en los rendimientos, de 
hasta 10 veces más en medio LB, demuestra que la composición del medio influye en la producción 
de proteína recombinante. 
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Algunas investigaciones han reportado que el medio complejo puede reducir la degradación de 
producto por proteasas del medio que se inducen cuando hay limitación de nutrientes (Harcum et al., 
1992), pero también puede reducir la estabilidad del plásmido (Shu & Shuler, 1992). Los medios 
complejos pueden compensar el agotamiento de componentes cuando se produce una proteína 
recombinante en un medio mineral simple, alcanzando rendimientos (Ramírez & Bentley, 1993). Sin 
embargo, sólo los medios definidos son aceptables para garantizar reproduciblidad y seguridad en 
la producción de biofármacos, por lo que son más utilizados en los procesos a gran escala.  
 
Un trabajo interesante realizado por Hoffmann y colaboradores (2004) reporta la influencia del medio 
en la producción y prevención de la agregación in vivo de dos proteínas recombinantes. Los autores 
encontraron que la concentración de proteína inducida a 42°C en matraces agitados con medio 
definido fue considerablemente más alta que en medio complejo LB, pero el crecimiento celular fue 
más lento. Además, más del 40% de la proteína se acumuló en cuerpos de inclusión en medio 
definido, comparado con menos del 5% agregado en medio LB. Mientras que para la otra proteína, 
la composición del medio no redujo la formación de cuerpos de inclusión aún a 30°C. Ellos concluyen 
que dependiendo de la proteína recombinante, el medio de cultivo puede afectar diferencialmente su 
producción y puede ser una estrategia para optimizar los bioprocesos (Hoffmann et al., 2004). 
 
En nuestro trabajo, encontramos únicamente ESAT-6 en la fracción soluble cuando se hicieron 
cultivos inducidos a 39°C en matraces con medio LB (Figura 28), mientras que en todas las 
condiciones usando medio definido, sólo hubo expresión en los cuerpos de inclusión (Figuras 29-
32). 
 
Por otro lado, aunque en la literatura las proteínas son extraídas principalmente usando lisis celular 
con detergentes y sonicación, hay diferentes métodos que pueden variar en rendimiento y 
confiabilidad. En este trabajo elegimos dos métodos que permitieran separar las fracciones soluble 
e insoluble de un cultivo de E. coli.  El primer método es el clásico de sonicación y detergentes 
descrito en un trabajo previo por Mendoza-Castellanos y colaboradores (2014), y el segundo método 
se basa en el reactivo BugBusterTM (Novagen) que consiste en lavados con una mezcla de 
detergentes no iónicos y centrifugaciones sucesivas. 
 
Según los resultados para matraces termoinducidos a 39°C conteniendo medio complejo LB, se 
obtienen diferentes rendimientos de producto dependiendo del método de purificación utilizado para 
los CI (Tabla 9). Con la sonicación y el uso de detergentes, el rendimiento de la proteína 
recombinante ESAT-6 en los CI fue de 0.53 gESAT-6/gcélulas, mientras que al usar el BugBusterTM hubo 
un incremento del 57% en el rendimiento (1.23 gESAT-6/gcélulas). Inesperadamente en las fracciones 
purificadas por sonicación provenientes de cultivos con medio definido no se detectó la proteína 
recombinante ESAT-6 en ninguna de las dos escalas de cultivo, matraces y biorreactores (Figuras 
29 y 31). Pero cuando se utilizó el método de BugBusterTM, la expresión de ESAT-6 fue evidente 
tanto en matraces como en biorreactores (Figuras 30 y 32).  
 
De Mey y colaboradores (2008) llevaron a cabo una comparación de varios métodos de extracción 
para diferentes proteínas recombinantes obtenidas en cultivos de E. coli. Estos autores demostraron 
que el método más confiable es la extracción de proteína con BugBusterTM y luego le sigue la 
sonicación. Si para un quimiostato el contenido de proteína producido por E. coli es de 
aproximadamente el 70%, usando dicho agente se puede obtener hasta 69% de proteína, que 
equivale a un 100% de recuperación. Mientras que con sonicación el rendimiento es de 
aproximadamente el 90% y con otros métodos de extracción como el SDS/Cloroformo o tolueno los 
rendimientos son menores al 40% (De Mey et al., 2008).   
 

Aunque no hay muchas publicaciones al respecto, y sin restarle valor al método de sonicación, 
proponemos que tal vez se requiera un protocolo más agresivo, que permita obtener cuerpos de 
inclusión de ESAT6 más “limpios” o enriquecidos de proteína heteróloga como el BugBusterTM. 
 



 

- 63 - 
 

En matraces agitados con medio definido inducidos a 39°C se obtienen 0.18 ± 0.01 g/L de ESAT-6 
en la fracción insoluble, mientras que a 42°C se obtienen 0.20 ± 0.01 g/L. En biorreactores con medio 
definido inducidos a 39°C, se producen 0.26 ± 0.00 g/L de ESAT-6 en la fracción insoluble y 0.24 ± 
0.14 g/L a 42°C (Tabla 10). Esto muestra que no hay diferencias significativas en la concentración 
de ESAT-6 dentro de los CI si se compara la inducción a 39°C y a 42°C, es decir, que en un sistema 
termoinducido, al parecer la cantidad de proteína que se agrega no está determinada por la 
temperatura, sino más bien por la estrategia de inducción como la duración, las velocidades u 
oscilaciones en el calentamiento. 

Caspeta y colaboradores (2009) compararon los niveles de mRNA del gen heterólogo y de algunas 
chaperonas en un sistema termoinducido a 38°C y 42°C para diferentes velocidades de 
calentamiento. A velocidades rápidas de calentamiento (6°C/min, 1.7°C/min, 0.88°C/min), los niveles 
del gen de la proteína recombinante incrementan significativamente a 42°C en comparación con 
38°C, pero no a velocidades más bajas como 0.4°C/min. Es decir, que las células expuestas a 
incrementos rápidos de temperatura muestran una transcripción acelerada del gen heterólogo y de 
genes de proteínas de choque térmico como respuesta al estrés por el calor (Caspeta et al., 2009). 
En nuestro trabajo se alcanzó una velocidad de calentamiento de 0.5°C/min que es considerada 
lenta y posiblemente por eso no observamos cambios grandes en los niveles de proteína 
recombinante en concordancia con lo reportado a nivel transcripcional. 

Si se compara la producción entre ambos sistemas de cultivo, puede decirse que hay mayor 
producción de proteína recombinante en los cultivos termoinducidos en biorreactor que en los 
matraces agitados. Se obtuvo una concentración de ESAT-6 en la fracción insoluble 44% mayor a 
39°C y 20% mayor a 42°C en biorreactores que en matraces (Tabla 10). Los sistemas de biorreactor 
permiten un mejor mezclado (aireación/agitación) comparado con los matraces, además puede 
controlarse la concentración de oxígeno disuelto y el pH, factores que podrían estar implicados en 
una mejor respuesta metabólica y en una mayor producción de la proteína recombinante (Mansey et 
al., 2014; Enfors et al., 2001; Hoffmann et al., 2004). 
 
Otra observación importante es el cambio en la expresión de proteínas endógenas celulares tanto 
en las fracciones solubles como insolubles, la cual va aumentando con el aumento de la temperatura. 
Esto puede deberse a que a 30°C la producción de proteínas propias está asociada al metabolismo 
para la generación de biomasa y al mantenimiento celular, pero a 39°C  y a 42°C las células están 
sometidas no sólo al estrés por el incremento en la temperatura, sino al estrés por la producción de 
proteína recombinante, teniendo que activar los mecanismos de traducción del gen de interés y 
aumentar la expresión de diferentes proteínas asociadas a las respuesta de estrés, como factores 
σ70 y σ32 (Han & Lee, 2006). 
 
Finalmente, los resultados sugieren que los rendimientos de la proteína recombinante obtenidos en 
nuestro trabajo usando un sistema termoinducido en matraces y biorreactores (Tabla 10) son 
superiores en comparación con los rendimientos reportados en otras investigaciones (Tabla 12), 
aunque vale la pena aclarar que en estos trabajos se obtuvo el rendimiento del antígeno purificado. 
 
Tabla 12. Algunos rendimientos de la proteína ESAT-6 producida en cepas recombinantes de E. coli 
usando diferentes estrategias de cultivo. 
 

RENDIMIENTOS DE ESAT-6 OBSERVACIONES REFERENCIAS 

12 mg/L (urea) 
0.62 mg/L (GuHCL) 

CI; Biorreactores a 37°C; 
IPTG; medio LB Wang et al., 2005 

3-3.5 mg/L CI; Tubos de ensayo a 37°C; 
IPTG Vutla et al., 2011 

2.67 mg/L Soluble; Matraces agitados a 
28°C; IPTG; medio LB Pimienta et al., 2012 

 



 

- 64 - 
 

En biorreactores termoinducidos a 39°C y 42°C se obtuvieron en promedio 250 mg/L de ESAT-6 
contra 12 mg/L obtenidos por Wang y colaboradores (2005), es decir, 20 veces más proteína 
heteróloga en los CI. Diferentes reportes mencionan que una de las ventajas de los sistemas 
inducidos por temperatura es que hay un incremento en los rendimientos de la proteína recombinante 
debido a los altos niveles de chaperonas (Harcum & Haddadin, 2006; Valdez-Cruz et al., 2010; 
Valdez-Cruz et al., 2011). 
 
Podemos concluir que en un sistema inducido por temperatura tanto en matraces agitados como en 
biorreactores, se produce la proteína recombinante ESAT-6 en forma de cuerpos de inclusión. A 
nivel de biorreactor se obtiene mayor cantidad de proteína recombinante dentro de la fracción 
insoluble y la temperatura de inducción 39°C o 42°C no tiene un efecto notable en la cantidad de 
proteína que se produce. En trabajos futuros, será necesario evaluar otras estrategias de 
calentamiento que incluyan oscilaciones de temperatura a diferentes velocidades, determinando la 
concentración de proteína en cada una; así como mejorar el método de purificación por sonicación 
y detergentes de los CI obtenidos en un sistema termoinducido. 
 

8.6. Expresión de chaperonas moleculares en cultivos termoinducidos de E. coli ATCC 53606 
(pDB+ESAT-6) usando matraces agitados y biorreactor. 

 
La respuesta al estrés térmico que se genera en un sistema inducido por temperatura está controlada 
por el factor sigma 32 (σ32), que se encarga de la expresión de un grupo de proteínas de choque 
térmico (HSP), dentro de las cuales se encuentran las chaperonas (Grossman et al., 1987). El rol de 
las chaperonas es esencial para ayudar al correcto plegamiento de las proteínas, controlar la 
formación de agregados y mantener la proteostasis celular (Hartl & Hayer-Hartl, 2002). Por eso 
muchos estudios se han centrado en conocer los niveles de mRNA de las chaperonas en este 
sistema, pero poco se conoce sobre cómo cambian sus niveles a nivel de proteína. 
 
Con el objetivo de hacer un aporte sobre la expresión de cuatro chaperonas esenciales de E. coli: 
DnaK, DnaJ, GroEL y GroES usando un sistema termoinducido, se hicieron detecciones con 
anticuerpos específicos en muestras provenientes de cultivos finales en matraces y biorreactores. 
Las fracciones soluble e insoluble fueron obtenidas por el método de BugBuster y se usaron las 
mismas membranas que se usaron para detectar la proteína recombinante ESAT-6. 
  
En primer lugar, se observó que en las muestras de la cepa E. coli 53606 sin transformar las cuatro 
chaperonas evaluadas estuvieron presentes (Figuras 35, 36, 37 y 38, carril 2; Tabla 11). Lo que 
indica que se están produciendo de manera basal en las células. En E. coli las chaperonas 
constituyen un mecanismo ampliamente conservado para favorecer o corregir el plegamiento de 
proteínas (Baneyx & Mujacic, 2004). Por eso aún bajo condiciones de crecimiento balancedas las 
células se encuentran expresándolas constitutivamente, aunque muchas son sobre expresadas 
después de un choque térmico o tras la producción de proteínas recombinantes (Hoffmann & Rinas, 
2002). 
 
La chaperona DnaK se detectó mayoritariamente en las fracciones de la proteína soluble de cultivos 
termoinducidos tanto en matraces como en biorreactores (Figura 35; Tabla 11). DnaK es una de las 
primeras chaperonas que actúan en E. coli, recibiendo cadenas polipeptídicas recién sintetizadas a 
partir del ribosoma para que alcancen una conformación nativa, de lo contrario las transfiere al 
complejo GroEL/ES (Szabo et al., 1994; Calloni et al., 2012). Esta tendencia de DnaK a quedar en 
la fracción soluble puede atribuirse a su papel como chaperona primaria, ya que está actuando 
durante las etapas inciales del plegamiento de las proteínas, donde posiblemente todavía están 
solubles en el citoplasma o no se han generado agregados grandes. 
 
Otra explicación se puede encontrar en el trabajo de Carrió y Villaverde (2005), quienes realizaron 
una inmunodetección in situ de DnaK en cuerpos de inclusión de la proteína VP1LAC en E. coli. 
Reportaron que la chaperona DnaK fue mayoritamente localizada en la superficie de los agregados 
y en pocas cantidades en el citoplasma, pero nunca se vio al interior de los agregados. Por el 
contrario, GroEL está ausente de la superficie de los CI y queda preferentemente dentro de los CI o 
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repartida en citoplasma (Carrió & Villaverde, 2005). Esto sustenta que tras la separación de las 
fracciones es más probable que DnaK quede en la parte soluble y no en los CI como se observó en 
nuestros resultados (Figura 35; Tabla 11). Además explica por qué GroEL se acumula principalmente 
en los agregados más que en las fracciones solubles (Figura 37; Tabla 10). Así mismo, Schrödel y 
de Marco (2005) confirmaron que DnaK se recupera in vitro de pequeños agregados recién formados 
durante centrifugación por densidad de sacarosa, mientras que GroEL es recuperada de agregados 
más grandes y compactos (Schrödel & de Marco, 2005). 
 
La importancia de DnaK para el crecimiento de las células a altas temperaturas ya se ha reportado. 
Bajo condiciones de estrés como choque térmico a 42°C, mutantes de E. coli que no contienen el 
gen de DnaK son más sensibles a la temperatura y no pueden crecer, debido a una rápida inhibición 
de la síntesis de ADN y RNA y a un bloqueo en la división celular (Bukau & Walker, 1989; Paek et 
al., 1987). Lo que coincide con el hecho de que DnaK se esté expresando en este sistema a las dos 
temperaturas de inducción: 39°C y 42°C, manteniendo viable el crecimiento celular y la expresión de 
la proteína recombinante. 
 
En el caso de la chaperona GroEL, hubo expresión tanto en la fracción soluble como en la insoluble 
bajo las dos temperaturas de inducción y en las dos escalas de cultivo, pero interesantemente hubo 
mayor reconocimiento en los cuerpos de inclusión obtenidos tras la termoinducción (Figura 37).  
 
La aparición de GroEL en todas las condiciones hace pensar que es un regulador central durante la 
producción de proteínas recombinantes en E. coli. Dentro de los 5 primeros minutos tras un cambio 
de 30°C a 42°C, los niveles de mRNA de GroEL pueden incrementar entre 3.2 y 9.9 veces (Yamamori 
et al., 1978; Caspeta et al., 2009; Valdez-Cruz et al., 2011). Este incremento acelerado se atribuye 
a que GroEL debe estar disponible rápidamente para recibir a casi el 10% de proteínas citosólicas 
que han pasado por el sistema de DnaK/J y no lograron alcanzar su conformación nativa (Fujiwara 
et al., 2010). Incluso existen proteínas esenciales de E. coli que pueden ser absolutamente 
dependientes de esta chaperona para su plegamiento bajo condiciones normales (Azia et al., 2012).  
  
Chapman y colaboradores (2006) identificaron características de agregación de una cepa de E. coli 
deficiente de GroEL/S. Encontraron a través de análisis proteómicos que luego de un cambio de 
temperatura de 20°C a 37°C, la mayoría de proteínas se incorporaron en cuerpos de inclusión 
(Chapman et al., 2006). De ahí que la sobreproducción de GroEL/S y no otras chaperonas, se haya 
empleado en diferentes trabajos para restaurar el crecimiento de células deficientes en DnaK 
(Vorderwülbecke et al., 2004) o también para disminuir la tendencia a formar agregados en mutantes 
de sigma 32 (Gragerov et al., 1992).  
 
Cabe destacar que GroEL se expresó no sólo a las temperaturas de inducción (39°C y 42°C) sino 
también en todas las fracciones a 30°C (Figura 37). En contraste con DnaK que únicamente se 
observó en las fracciones solubles de los cultivos termoinducidos (Figura 33).  Algunos estudios han 
reportado que aunque GroEL se sobre expresa bajo choque térmico también se requiere para el 
crecimiento celular en un rango amplio de temperaturas, desde 17°C hasta 42°C. A diferencia de la 
chaperona DnaK que es requerida preferencialmente a altas temperaturas (Fayet et al., 1989; 
Kusukawa & Yura, 1988). 
 
Por otra parte, DnaJ y GroES no aparecen en las fracciones solubles de los cultivos termoinducidos 
en matraces, mientras que en biorreactores sí (Figuras 36 y 38, Tabla 11). Especialmente GroES 
presenta un reconocimiento considerable en las fracciones PTS de cultivos inducidos a 39°C y a 
42°C en biorreactores (Figura 38B). Los resultados llevan a especular que estas dos co-chaperonas 
son influídas por las condiciones diferenciales entre matraces y biorreactores para definir su 
acumulación en las fracciones soluble o insoluble durante un sistema inducido por temperatura, lo 
que no pasó con GroEL y DnaK. Nosotros proponemos que debido a que DnaJ y GroES son 
chaperonas secundarias, algunos cambios en el medio de cultivo como pH u oxígeno, pueden alterar 
su expresión; entonces el control de los parámetros en los biorreactores puede favorecer su 
acumulación en la parte soluble y además su aparición tanto a 39°C como a 42°C (Tabla 11).  
 



 

- 66 - 
 

Hasta el momento el papel de las chaperonas en la formación de los CI de un sistema termoinducido 
no ha sido completamente entendido. El único trabajo hasta ahora donde hacen proteómica de la 
anatomía de los CI producidos durante la síntesis termoinducida de una proteína recombinante es el 
de Rinas y colaboradores (2007). Sus resultados demostraron que la presencia de las chaperonas 
dentro de los CI puede ser variable y que esto depende de la actividad específica de cada chaperona 
y de su interacción con la proteína heteróloga. También examinaron el rol de las chaperonas durante 
el ensamble o desagregación de los CI, concluyendo  que el sistema GroEL/S tiene un rol como 
mediador entre los estados soluble y agregado de la proteína, mientras que el sistema de DnaK/J 
cumple un papel de reversión, más que de prevención en la agregación (Rinas et al., 2007). 
 
En otro acercamiento, Harcum & Haddadin (2006) estudiaron la respuesta global del transcriptoma 
de E. coli bajo estrés térmico y bajo el doble estrés generado por la inducción de la expresión de una 
proteína recombinante. Encontraron que la mayoría de genes de la respuesta de choque térmico 
fueron significativamente sobre regulados para cultivos doblemente estresados, lo que mejoró la 
productividad de la proteína. Los genes de chaperonas clásicas como dnaK/J, mopA/B 
(GroEL/GroES) no estuvieron afectados en los cultivos únicamente inducidos por IPTG, sin embargo, 
en los cultivos con choque térmico o con doble estrés los niveles de mRNA de las mismas 
chaperonas aumentaron (Harcum & Haddadin, 2006). 
 
Finalmente, podemos decir que la expresión de las chaperonas DnaK, DnaJ, GroEL y GroES a las 
distintas temperaturas de inducción confirma que las células emplean estos complejos proteínicos 
para aliviar el estrés asociado a la producción de la proteína heteróloga y al choque térmico. 
Independientemente de la temperatura de inducción, todas las chaperonas se vieron en al menos 
una fracción del cultivo. Además, quedaron incorporadas diferencialmente en las fracciones solubles 
o en los cuerpos de inclusión, tal vez como un reflejo de su actividad durante el proceso de 
plegamiento. En general, pudo verse que en los biorreactores hubo mayor presencia de las 
chaperonas con respecto a los matraces, lo que podría dar un indicio de que la escala de cultivo 
también mejora su expresión. 
 
Para un trabajo posterior se propone cuantificar los niveles de expresión de las chaperonas con el 
fin de facilitar la comparación; así como probar otras estrategias de calentamiento bajo las cuales la 
sobre expresión de las chaperonas se traduzca en un mejor rendimiento de proteína recombinante. 
También podría ser interesante, siguiendo la línea de este trabajo, hacer inmunodetecciones en las 
fracciones provenientes del medio complejo LB para definir la influencia de la composición del medio 
en la producción de las chaperonas y, además, estudiar el efecto del oxígeno disuelto en sistemas 
termoinducidos. 
 

8.7. Caracterización de los CI de ESAT-6 obtenidos en un sistema termoinducido 
 

8.7.1.  Resistencia de los CI de ESAT-6 a la degradación por proteínasa K 
 
La proteínasa K es una serín proteasa utilizada ampliamente para el mapeo de estructuras amiloides, 
debido a que es activa contra dominios globulares o regiones desordenadas de las proteínas y 
presenta baja actividad contra fibrillas amiloides o conformaciones β-laminares densamente 
empaquetadas (Sabaté et al., 2010; Macedo et al., 2015). La explicación a esto es que la proteínasa 
K corta selectivamente el enlace peptídico adyacente al grupo carboxilo de aminoácidos alifáticos y 
aromáticos localizados en dominios enriquecidos con asas y hélices α que se encuentren accesibles 
al corte, dejando intactos los enlaces peptídicos cercanos o embebidos en láminas y giros β (Kraus 
& Femfert, 1976; Hubbard et al., 1998). La presencia de éstas láminas β constituyen el principal 
patrón estructural de las fibrillas amiloides (Chiti & Dobson, 2006). 
 
La expresión heteróloga de ESAT-6 en E. coli usando un sistema termoinducido resultó en CI con 
características estructuralmente diferentes dependiendo de la temperatura de inducción. Los CI 
obtenidos en matraces y biorreactores inducidos a 39°C presentaron más proteína extraíble por 
proteínasa K que los CI cultivados bajo inducción a 42°C (Figuras 39 y 40). Estos últimos exhibieron 
una sensibilidad a la proteólisis similar a los CI obtenidos a 30°C.  
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De manera interesante, esto sugiere que en un sistema termoinducido a una temperatura de 42°C 
se obtienen proteínas con mayor estructuración del tipo amiloide dentro de los CI y, por tanto, son 
más resistentes a la actividad proteolítica. Mientras que en los cultivos inducidos a 39°C, la estructura 
de los CI presenta poca conformación de láminas β y las fuerzas de estabilización entre los centros 
de nucleación son débiles e inestables, permitiendo que la proteínasa K corte con mayor facilidad.  
 
Ya se ha descrito en estudios anteriores con priones y proteínas relacionadas con ciertas 
enfermedades neurodegenerativas, que la resistencia a la proteólisis por proteínasa K está asociada 
a regiones de la secuencia potencialmente involucradas en formar núcleos fibrilares, organizados y 
compactos (Vázquez-Fernández et al., 2012; Miake et al., 2002), lo que podría indicar que los CI 
obtenidos a 42°C se han compactado lo suficiente y son altamente estructurados como los CI que 
no fueron sometidos a termoinducción. 
 
Desde un punto de vista termodinámico, la aplicación de calor afecta la estabilidad de las 
interacciones no-covalentes en la estructura terciaria de las proteínas, pues se eleva la entalpía y se 
rompen enlaces que mantienen el equilibrio molecular. Los puentes de hidrógeno, las fuerzas de 
Van der Waals y las interacciones electrostáticas por naturaleza ocurren mediante procesos 
exotérmicos, lo que ocasiona que se desestabilicen a altas temperaturas. Las interacciones 
hidrofóbicas, por el contrario, son endotérmicas y se estabilizan a altas temperaturas, favoreciendo 
la agregación (Jaenicke, 1991; Dergal et al., 1981; Somero, 1995). Por otro lado, bajo estrés térmico 
la proteína mantiene su estabilidad energética ocultando los sitios expuestos sensibles a hidrólisis y 
las estructuras polipeptídicas tienden a volverse más compactas a medida que aumenta la 
temperatura (Privalov, 1992; Fernández-Velasco, 1995). 
 
Evidentemente no hay un único mecanismo que explique el comportamiento de los CI a altas 
temperaturas, ya que pueden estar interviniendo muchos factores tanto fuera como dentro de las 
células, que van a afectar el grado de compactación, la resistencia a las enzimas y en general, las 
características estructurales de los agregados. 
 
Una propuesta es que dentro de los CI obtenidos con inducción a 42°C, la proteína recombinante 
ESAT-6 presenta más interacciones de tipo hidrofóbico que los CI a 39°C, aumentando su 
compactación y, por tanto, volviéndose más resistente a la proteólisis por proteínasa K. Tal vez, en 
un proceso termoinducido las interacciones hidrofóbicas y la compactación estructural se refuerzan 
conforme se eleva la temperatura, y como consecuencia aumenta también la estabilidad frente a la 
proteólisis.  
 
Es importante mencionar que los CI obtenidos en matraces son menos estructurados que los CI de 
biorreactores, lo que los hace más sensibles a la proteólisis con proteínasa K (Figuras 39 y 40). Esto 
se comprobó con el cálculo de la velocidad media de degradación por proteínasa K a los 20 minutos 
de la reacción, la cual fue de 0.010 u.a./min para los matraces contra la de biorreactores que fue de 
0.004 u.a./min, es decir 2.5 veces más lenta. 
 
Posiblemente el control de condiciones de oxígeno, pH y temperatura de un cultivo en biorreactor 
permiten una mayor compactación de la proteína recombinante dentro los CI al compararse con la 
de matraces agitados. Sin embargo, bajo ninguna estrategia de termoinducción se solubilizaron 
completamente los CI demostrando el alto nivel de estabilidad y estructuración de los agregados 
obtenidos con el sistema termoinducido. Esto puede deberse a que bajo condiciones de estrés, las 
células tienden a generar proteína recombinante insoluble. Esta forma agregada muchas veces 
resulta ser más estable y resistente que la estructura nativa, actuando como una red cinética y 
termodinámicamente equilibrada que protege a los polipéptidos de la desnaturalización y proteólisis 
(Jahn, et al., 2005). 
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8.7.2.  Solubilización de los cuerpos de inclusión de ESAT-6 con cloruro de guanidinio 
 
La naturaleza iónica del cloruro de guanidinio le permite interactuar con grupos polares de las 
cadenas polipeptídicas, provocando su desnaturalización y pérdida de estructura secundaria (Patra 
et al., 2000). Además, a altas concentraciones impide la formación de puentes de hidrógeno y 
estabiliza regiones hidrofóbicas que favorecen la exposición de las proteínas al solvente (Ferreira et 
al., 2001). Por lo tanto, este agente caotrópico es empleado comúnmente para evaluar 
características de estabilidad de cuerpos de inclusión. 
 
Después de incubar los CI de la proteína ESAT-6 provenientes de matraces y biorreactores con 
diferentes concentraciones de GuHCl, se encontró que los CI formados en matraces termoinducidos 
a 39°C y 42°C fueron más sensibles frente la desnaturalización química que aquellos CI de cultivos 
no inducidos (Figura 41). Mientras que los CI termoinducidos en biorreactores presentaron el mismo 
nivel de estabilidad que los no inducidos, ya que no se observaron diferencias significativas en las 
concentraciones de proteína solubilizada (Figura 42).  
 
En primer lugar, podríamos decir que las condiciones de cultivo determinan la fuerza de las 
interacciones y por tanto la estructuración de los cuerpos de inclusión.  Muy probablemente el hecho 
de tener controlado el pH y el oxígeno disuelto en los biorreactores provoca que los CI que se forman 
bajo inducción térmica sean igual de estables que los obtenidos en cultivos no inducidos. Mientras 
que los CI formados en matraces pueden estar sujetos a variaciones estructurales por otro tipo de 
factores como cambios en el oxígeno y en el pH del medio. Castellanos-Mendoza y colaboradores 
(2014) reportaron que el pH es uno de los factores de cultivo que pueden influir sobre la formación 
de los cuerpos de inclusión. Los CI derivados de cultivos de E. coli usando biorreactores sin control 
de pH pueden solubilizarse completamente, mientras que los CI obtenidos en cultivos a pH 
controlado de 7.5 son más resistentes a la desnaturalización por GuHCl (Castellanos-Mendoza et 
al., 2014). 
 
En segundo lugar, siguiendo los resultados obtenidos en el ensayo de digestión con proteínasa K, 
los CI de matraces se degradaron en menor tiempo que los de biorreactores. Es posible que esta 
mayor sensibilidad a la proteólisis de los CI termoinducidos de matraces, sumado a limitaciones en 
oxígeno y disminución en el pH, se reflejen también en las diferencias frente la desnaturalización 
química de los CI termoinducidos con los no inducidos.  
 
Dentro de los pocos antecedentes sobre cuerpos de inclusión obtenidos en un sistema 
termoinducido, se encuentra el trabajo de Rinas y colaboradores (2007). Los autores compararon el 
efecto del GuHCl sobre los cuerpos de inclusión de la proteína hFGF-2 obtenidos en cultivos de alta 
densidad de E. coli inducidos térmicamente contra agregados producidos in vitro al someter a la 
proteína pura a calentamiento a 70°C y también contra la proteína nativa. Notaron que a pesar de la 
composición heterogénea de los CI termoinducidos y de los agregados obtenidos in vitro, ambos 
presentaron el mismo perfil de disolución, y que las concentraciones de GuHCl requeridas para la 
desnaturalización de los agregados fueron mayores que para la proteína nativa (Rinas et al., 2007). 
Lo anterior es congruente con nuestros resultados, donde en biorreactores bajo diferentes 
temperaturas de inducción, el perfil de desnaturalización de los CI de ESAT-6 fue similar y aunque 
no se comparó con la proteína nativa, se observó que en todos los casos se necesitaron 
concentraciones mayores a 2 M para disolver los agregados.  
 
El hecho de que a altas concentraciones de GuHCl, los CI pierdan su estabilidad y se solubilicen las 
proteínas se debe a la capacidad de los iones guanidinio (Gdm+) de formar interacciones directas 
con grupos polares y no polares de la superficie de las proteínas (Graziano, 2011). Dichas 
interacciones bloquean la agregación y las cadenas laterales de las proteínas quedan expuestas al 
solvente acuoso, induciendo un estado no plegado (Li & Mu, 2011).   
 
De manera interesante, el trabajo de De Groot y Ventura (2006) revela resultados contrarios a los 
obtenidos en esta investigación. Ellos prueban el efecto de diferentes temperaturas (25°C, 37°C y 
42°C) sobre la actividad y estabilidad de los CI formados por un péptido Aβ42 del Alzheimer en 
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cultivos de E. coli, concluyendo que los CI llegan a ser más estables a la desnaturalización con 
GuHCl cuando la temperatura aumenta (De Groot & Ventura, 2006). Mientras que en nuestro caso 
los CI formados a 30°C no sólo fueron más estables a la acción del agente caotrópico (en el caso de 
matraces; Figura 41) sino también más resistentes a la degradación por proteínasa K (Figuras 39 y 
40) que los obtenidos de cultivos termoinducidos a 39°C y 42°C. La gran diferencia es que ellos no 
usan un sistema termoinducido, sino que inducen con IPTG y luego elevan la temperatura de los 
cultivos, además no se especifica en qué escala se realizaron los cultivos. Precisamente el sistema 
termoinducido puede hacer la diferencia, debido a la cantidad de chaperonas que se sobre expresan 
y que permiten que la proteína recombinante que queda dentro de los CI termoinducidos sea más 
fácil de extraer. 
 
Finalmente, a pesar de que los CI producidos a 30°C (sin inducir) presentaron mayor resistencia a 
la proteínasa K tanto en matraces como en biorreactores, cuando analizamos la estabilidad frente a 
la disolución química, las desviaciones estándar demuestran que los CI producidos sin inducir y en 
el sistema termoinducido a 39°C y 42°C, liberan concentraciones similares de proteína, es decir, que 
al parecer la temperatura no tiene efecto en ese sentido. Podríamos proponer que los CI de ESAT-
6 producidos tanto en matraces agitados como en  biorreactores usando un sistema inducido por 
temperatura presentan características de tipo “no clásicos”, ya que son sensibles a la degradación 
enzimática y liberan proteína soluble cuando se usan agentes caotrópicos como el GuHCl (Peternel 
et al., 2008).  
 
Esto puede ser importante desde el punto de vista biotecnológico, ya que cuando se quiere extraer 
una proteína recombinante de uso farmacéutico desde los CI es necesario pasar por una etapa de 
solubilización en agentes caotrópicos (Singh & Panda 2005). Por eso, la caracterización de los CI 
cultivados a diferentes condiciones de cultivo ofrece la ventaja de optimizar el proceso de obtención 
de la proteína recombinante. 
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9. CONCLUSIONES 
 

 Los cultivos inducidos térmicamente a 39°C y 42°C en matraces y en biorreactores alcanzan 
densidades ópticas menores que los cultivos sin inducir (30°C), tanto en medio complejo 
como en medio definido. 

 En los cultivos inducidos a 39°C y 42°C en matraces agitados con medio mínimo hay 
acumulación de acetato, pero en biorreactores bajo las mismas condiciones la cepa 
recombinante lo asimila durante la fase estacionaria como una segunda fuente de carbono. 

 
 En los cultivos termoinducidos además del estrés térmico y el estrés por la expresión de la 

proteína recombinante, se presenta un estrés nutricional representado por la limitación de la 
fuente de carbono en biorreactores y por el sobre flujo metabólico y la limitación del oxígeno 
disuelto en los matraces. 
 

 Empleando un sistema inducido por temperatura a 39°C y 42°C se produce la proteína 
recombinante ESAT-6 en forma de cuerpos de inclusión independientemente del medio de 
cultivo empleado. 

 
 Con el uso de un sistema termoinducible en E. coli se mejoran alrededor de 20 veces los 

rendimientos de la producción heteróloga de ESAT-6 obtenida en forma de cuerpos de 
inclusión, con respecto a un sistema inducido químicamente. En promedio, se alcanzan 
concentraciones de la proteína ESAT-6 insoluble (no purificada) de 190 mg/L en matraces 
agitados y de 250 mg/L en biorreactores. 

 
 En matraces y biorreactores inducidos a 39°C se consiguen concentraciones de 0.18 y 0.26 

g/L de ESAT-6 recombinante dentro de los cuerpos de inclusión y concentraciones de 0.20 
y 0.24 g/L en matraces y biorreactores inducidos a 42°C, respectivamente, indicando que la 
temperatura de inducción no define la cantidad proteína heteróloga dentro de los CI. 
 

 Las chaperonas DnaK, DnaJ, GroEL y GroES se asocian diferencialmente a la fracción 
soluble y a los CI de la proteína recombinante durante un sistema termoinducido, tal vez 
como un reflejo de su actividad durante el proceso de plegamiento. DnaK se detectó en las 
fracciones de la proteína soluble, mientras que GroEL se acumuló principalmente en los CI. 
 

 Los CI de ESAT-6 obtenidos en matraces y biorreactores inducidos a 39°C presentan mayor 
sensibilidad a la proteólisis por proteínasa K que los cultivados bajo inducción a 42°C. Pero 
presentan una sensibilidad similar a la solubilización por GuHCL bajo ambas temperaturas, 
comparados con aquellos formados a 30°C. 
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10. PERSPECTIVAS 

 
 
 Determinar la expresión de la proteína recombinante usando otras estrategias de 

termoinducción: 
o Cultivos sometidos a un único pico de calentamiento desde 30°C a 42°C y posterior 

enfriamiento hasta 30°C. 
o Cultivos con inducción oscilatoria de 30°C a 42°C a una velocidad rápida (8.0°C/min). 
o Cultivos con inducción oscilatoria de 30°C a 42°C a una velocidad lenta (0.4°C/min). 

 Estudiar el efecto del oxígeno disuelto en sistemas termoinducidos - calcular kLa y potencia 
volumétrica en matraces y biorreactores termoinducidos. 

 Cuantificar los niveles de expresión de las chaperonas en las diferentes condiciones de estudio. 

 Utilizar otras técnicas de caracterización de los cuerpos de inclusión como unión a colores 
amiloidogénicos, FTIR y microscopía. 
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ANEXOS 
 

ANEXO 1: Correlación de entre peso seco y densidad óptica de la cepa E. coli ATCC 53606 
(pDB+ESAT-6) 
 
Se hizo un cultivo por duplicado de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) a 30°C en matraces agitados 
usando medio mineral. Se tomaron muestras para determinar la correlación entre la biomasa en peso 
seco y la DO. En la figura 30, se muestra la curva estándar en la que se ajustaron los datos obtenidos 
con una línea recta, cuyo coeficiente de correlación fue de 0.9982. Se encontró que para la cepa E. 
coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6): 1 unidad de DO (600 nm) es equivalente a 0.31 ± 0.05 g/L de peso 
seco celular.  

 
Figura A1. Correlación entre la concentración de biomasa en peso seco (g/L) y la densidad óptica 
(u.a.) a 600 nm para E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6).  
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ANEXO 2: Acumulación de ácidos orgánicos en el medio de cultivo 
 

 

  
Figura A2. Cuantificación de ácidos orgánicos mediante HPLC durante el cultivo de cepa E. coli 
ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) a diferentes temperaturas de inducción. Cultivo sin inducción a 30°C 
(●); cultivo con inducción a 39°C (■) y cultivo con inducción a 42°C (▲). 
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ANEXO 3: Réplicas de las inmunodetecciones para chaperonas de E. coli en un sistema 
termoinducido 
 

A3.1. Réplica del Western blot para DnaK de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) cultivada 
en matraces y biorreactores termoinducidos  
 

 

  
Figura A3.1. Réplica de la inmunodetección de DnaK en cultivos de E. coli ATCC 53606 
(pDB+ESAT-6) expresando ESAT-6 recombinante en matraces de 250 mL (A) y biorreactores de 1.2 
L (B) con medio mínimo bajo diferentes temperaturas de inducción. La detección se hizo con el 
anticuerpo Anti-DnaK a ~70 kDa (Enzo Life Sciences©). A. Carril 1: Vacío; carril 2: E. coli ATCC-
53606 sin transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 4: Marcador de peso 
molecular (PM). B. Carril 1: Marcador de peso molecular (PM); carril 2: E. coli ATCC-53606 sin 
transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 10: Vacío. El resto de carriles que no 
se especifican en el texto, se presentan rotulados en la figura. 
 

A3.2. Réplica del Western blot para DnaJ de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) cultivada 
en matraces y biorreactores termoinducidos  

 
 

  
Figura A3.2. Réplica de la inmunodetección de DnaJ en cultivos de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-
6) expresando ESAT-6 recombinante en matraces de 250 mL (A) y biorreactores de 1.2 L (B) con 
medio mínimo bajo diferentes temperaturas de inducción. La detección se hizo con el anticuerpo 
Anti-DnaJ a ~41 kDa (Enzo Life Sciences©). A. Carril 1: Vacío; carril 2: E. coli ATCC-53606 sin 
transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 4: Marcador de peso molecular (PM). 
B. Carril 1: Marcador de peso molecular (PM); carril 2: E. coli ATCC-53606 sin transformar; carril 3: 
CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 10: Vacío. El resto de carriles que no se especifican en el 
texto, se presentan rotulados en la figura. 
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A3.3. Réplica del Western blot para GroEL de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) cultivada 
en matraces y biorreactores termoinducidos  
 

 

  
Figura A3.3. Réplica de la inmunodetección de GroEL en cultivos de E. coli ATCC 53606 
(pDB+ESAT-6) expresando ESAT-6 recombinante en matraces de 250 mL (A) y biorreactores de 1.2 
L (B) con medio mínimo bajo diferentes temperaturas de inducción. La detección se hizo con el 
anticuerpo Anti-GroEL ~60 kDa (Enzo Life Sciences©). A. Carril 1: Vacío; carril 2: E. coli ATCC-
53606 sin transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 4: Marcador de peso 
molecular (PM). B. Carril 1: Marcador de peso molecular (PM); carril 2: E. coli ATCC-53606 sin 
transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 10: Vacío. El resto de carriles que no 
se especifican en el texto, se presentan rotulados en la figura. 
 

A3.4. Réplica del Western blot para GroES de E. coli ATCC 53606 (pDB+ESAT-6) cultivada 
en matraces y biorreactores termoinducidos 
 

 

 
Figura A3.4. Réplica de la inmunodetección de GroES en cultivos de E. coli ATCC 53606 
(pDB+ESAT-6) expresando ESAT-6 recombinante en matraces de 250 mL (A) y biorreactores de 1.2 
L (B) con medio mínimo bajo diferentes temperaturas de inducción. La detección se hizo con el 
anticuerpo Anti-GroES ~10 kDa (Enzo Life Sciences©). A. Carril 1: Vacío; carril 2: E. coli ATCC-
53606 sin transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 4: Marcador de peso 
molecular (PM). B. Carril 1: Marcador de peso molecular (PM); carril 2: E. coli ATCC-53606 sin 
transformar; carril 3: CI de cultivos a 39°C en medio LB; carril 10: Vacío. El resto de carriles que no 
se especifican en el texto, se presentan rotulados en la figura. 
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