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Abreviaturas  
 

ADN: Ácido desoxiribonucleico 

DO600: Densidad óptica a 600nm  

OD: Oxígeno disuelto 

kDa: Kilodaltons 

IPTG: Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido  

p/v : Peso en volumen  

v/v : Volumen en volumen  

SDS: Dodecil Sulfato de Sodio  

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa  

g/L: Gramos por litro  

g PS/L: Gramos peso seco por litro  

RPM: Revoluciones por minuto  

EG: estéril glucósidos 

E. coli: Escherichia coli 

TC: del ingles, Total Contamination 

CSFT: del ingles, Cold Soak Filtration Test 

FBT: del ingles, Filter Blocking Tendency 

CSFBT: del ingles, Cold Soak Filter Blocking Tendency 
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SPE-GC-FID: Cromatografía gaseosa capilar (CG-FID) luego de extracción en 

fase sólida (SPE). 

MAGs: Monoacil glicéridos.



Resumen 

9 
 

 

 

 

 

 

Resumen  
  



Resumen 

10 
 

El biodiesel producido por transesterificación de aceites vegetales tiene un 

importante problema de calidad debido a la presencia de precipitados 

insolubles, compuestos en su mayoría por esteril glucósidos (EG). 

Recientemente nuestro grupo de trabajo ha desarrollado un método enzimático 

para la eliminación eficiente de los EG del biodiesel, basado en la actividad de 

una β-glucosidasa de la bacteria Thermococcus litoralis. A partir de estos 

resultados, el presente trabajo, se basa en la optimización de un sistema de 

expresión en E. coli de la enzima EGasa1, enzima que hidroliza completamente 

los estéril glucósidos presentes en el biodiesel, mejorando notablemente su 

calidad. Se describe el correspondiente proceso de fermentación a alta 

densidad celular, de un método de recuperación de la enzima EGasa1 y 

finalmente el tratamiento enzimático de biodiesel. La enzima hidroliza 

completamente los estéril glucósidos presentes en el biodiesel, mejorando 

notablemente su calidad. 

En el primer capítulo se describe la ingenieria de E. coli para obtener una 

elevada producion específica de la enzima EGasa1. Inicialmente se optimizó el 

uso de codones del gen sintético egasa1 mediante el software Optimizer y se 

evaluó la expresión de dicho gen a partir de una biblioteca de promotores con 

distinta actividad. Los resutados obtenidos permitieron seleccionar al promotor 

pBAD, a partir del cual se evidenció un aumento del 40% de la actividad 

obtenida con respeto a la actividad inicial generada desde el promotor T7, a 

expensas de un inductor económico como la L-arabinosa. Dado que, gran parte 

de la proteína permanecía en la fracción insoluble, se evaluaron diferentes 

combinaciones de chaperonas moleculares con la finalidad de mejorar el 

plegamiento. Entre ellos se seleccionó el sistema GroES-GroEL, el cual 
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permitió incrementar tres veces la actividad final de la enzima en la fracción 

soluble obtenida en cultivos en lote.  

El paso siguiente fue optimizar las condiciones de crecimiento. Con este fin se 

analizaron variaciones en la temperatura y DO600 de inducción y en la 

concentración de L-Arabinosa. Así, se determinó que los mejores niveles de 

actividad se obtuvieron cuando la cepa con los plásmidos pGro7 y pKCN-BAD-

EGasa1 se indujeron en la fase exponencial de crecimiento con 0,5 g/L de L-

arabinosa, a 37ºC. 

El Capítulo 2 tiene como punto de partida a una cepa capaz de expresar de 

manera soluble y eficiente la EGasa1, pero con una productividad específica 

(mg de EGasa1/g PS células) que aún puede ser mejorada. Con lo cual el paso 

siguiente fue el desarrollo del crecimiento en lote alimentado, el cual permite 

obtener cultivos de altas densidades celulares (HCDC, high cell density 

culture). Este proceso permitió incrementar el título del producto (U de 

EGasa1/ml) y la productividad específica (mg de EGasa1/g PS). 

Inicialmente se ensayó la construcción de operones que incluyan los genes que 

codifican para EGasa1, el sistema de chaperonas seleccionado previamente, 

GroES/EL, junto a genes accesorios (un transportador de glicerol (GlpF) y una 

enzima clave para la biosíntesis de ácidos nucleídos y aminoácidos (PrsA). La 

incorporación de estos genes accesorios no contribuyó significativamente a 

aumentar la actividad EGasa1/ml de cultivo en los ensayos realizados con 

respecto a la cepa que expresa a las chaperonas desde otro plásmido.  

Los resultados obtenidos permitieron determinar que la mejor cepa para la 

producción de EGasa1 a gran escala es la variante que expresa la proteína 

EGasa1 a partir del plásmido pKCN-BAD-EGasa1, y el sistema de chaperonas 
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GroES-GroEL a partir del plásmido pGro7, los cuales poseen orígenes de 

replicación compatibles e inducibles por agregado de L-arabinosa. 

El siguiente objetivo fue seleccionar la fuente de carbono que optimice el 

rendimiento de los lotes alimentados y disminuya los costos de producción. Los 

sustratos seleccionados fueron: glucosa, la fuente de carbono preferida para 

las fermentaciones industriales de E. coli, sacarosa, una materia prima 

económica proveniente de la caña de azúcar y glicerol, el subproducto más 

importante de la industria del biodiesel.  

Para poder utilizar la sacarosa como fuente de carbono, previamente se 

incorporó el operón metabólico cscAKB a la cepa E. coli BL21 AI. Se obtuvo así 

la cepa NK5 que crece eficientemente a expensas de sacarosa. Si bien los 

resultados de las diferentes fermentaciones muestran mayores rendimientos al 

utilizar glucosa; si se analiza la relación costo/rendimiento, resulta conveniente 

el uso de glicerol como fuente de carbono para obtener el menor costo de 

manufactura.  

El paso siguiente fue modificar el medio salino HM, con la finalidad de obtener 

un medio más simple y reducir los costos de producción. Para ello se eliminó el 

extracto de levadura y se reformuló el medio con el fin de minimizar la cantidad 

de componentes responsables de aportar fosfato, potasio, sodio y nitrógeno, 

resultando como formulación final: KH2PO4 y NaOH (27,8g/L y 1,32g/L 

respectivamente). El nitrógeno es aportado por el NH4OH utilizado para 

mantener en pH 7 el medio a lo largo del proceso de fermentación. 

En la siguiente etapa del proyecto se buscó determinar las condiciones de post-

inducción que permitan obtener la máxima productividad volumétrica (U de 

EGasa1/ml/h). En primer lugar se analizaron perfiles de post-inducción 
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típicamente utilizados en procesos industriales de producción de enzimas 

recombinantes: flujo constante 8 g/L/h y 12 g/L/h, flujo lineal (inicial 10 g/L/h, 

pendiente 0,7 g/L/h2), y un flujo proporcional a la densidad óptica (10 g/L/h para 

DO=100). Se determinó que el flujo de alimentación más adecuado para 

producir la enzima EGasa1 a partir de un lote alimentado de E. coli BL21 AI es 

el constante de 12 g/L/h. Utilizando este flujo se obtiene la mayor productividad 

(13,7 U/ml/h) luego de 6 horas de inducción a 37ºC.  

Finalmente se determinó que la relación molar carbono-nitrógeno (C:N) óptima 

en la solución de alimentación es 5. Con la misma se obtuvo el mayor valor de 

actividad EGasa1, 466 U/ml.  

Todos los resultados obtenidos sugieren que las condiciones de fermentación: 

medio de cultivo, fuente de carbono, método de alimentación post-inducción y 

relación carbono nitrógeno post inducción son factores importantes que afectan 

la producción de EGasa1 de E. coli.  

En en el último capítulo de este trabajo se escaló exitosamente la fermentación 

a 1000L. También se diseñó el procesamiento de los cultivos y posterior 

purificación de EGasa1. Para esto se tuvieron en cuenta las características de 

la enzima: proteína termofílica y asociada a membrana. De esta manera se 

establecieron las condiciones óptimas de lisis: calentamiento a 80ºC durante 20 

minutos, con el agregado de 1% de alcohol láurico etoxilado (7 moles). 

Finalmente, se determinaron las condiciones de hidrólisis enzimática de EG en 

biodiesel. Los datos obtenidos permitieron determinar que la temperatura y pH 

óptimos de hidrólisis fueron 6,75 y 65ºC respectivamente. Se redujo la cantidad 

de enzima necesaria a 7µg por gramo de biodiesel para la eliminación completa 

de los EG, y la cantidad de agua utilizada en la hidrólisis al 4,5% del volumen 
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de biodiesel tratado, lo que disminuyó la cantidad de agua residual que se 

genera. Además, la concentración de iones presentes en el buffer de hidrólisis 

se redujo, disminuyendo la concentración del buffer fosfato a 10 mM y la del 

NaCl a 20 mM.  

El proceso de tratamiento se escaló exitosamente hasta 20 toneladas usando 

un reactor agitado, en el cual 7g de EGasa1 por tonelada de biodiesel 

eliminaron por completo las 75 ppm de EG presentes en la muestra en 

aproximadamente 2 h.  

Las pruebas de calidad internacionales TC, CSFT, FBT y CSFBT realizadas 

con el biodiesel tratado con EGasa1 indicaron que la calidad de este biodiesel 

es comparable a la del biodiesel destilado. 
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BIODIESEL 

La economía mundial depende del combustible diesel derivado del petróleo 

para la provisión de servicios y para el transporte de materias primas y 

personas. Desde comienzos de la década de 1970 se ha intensificado la 

búsqueda de fuentes alternativas de energía renovables con el objetivo de 

aliviar esta dependencia. Un combustible alternativo es el biodiesel, obtenido 

por medio de la transesterificación de aceites vegetales y grasas animales con 

alcoholes de bajo peso molecular. El biodiesel puede reemplazar en forma 

directa el diesel derivado del petróleo y es el combustible líquido más eficiente 

que puede actualmente obtenerse de la fuente de energía más abundante en la 

naturaleza: la luz solar. 

El biodiesel es un combustible formado por alquil (generalmente metil) mono-

esteres de ácidos grasos provenientes de aceites vegetales o grasas animales 

(Figura 1).  

 

Figura 1: Representación esquemática de la síntesis de biodiesel 

Sus principales ventajas son:  

(i) Es obtenido a partir de materias primas renovables 

(ii) Posee muy baja toxicidad  

(iii) Es biodegradable 
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Biodiesel en Argentina 

La Argentina cuenta con condiciones competitivas óptimas para ser uno de los 

principales productores de biodiesel a nivel mundial a partir del aceite de soja 

dado que: 

(i) es el primer productor de aceite de soja en el mundo 

(ii) ha logrado un equilibrio logístico, tecnológico y productivo óptimo, para 

la producción tanto de aceite como de biodiesel 

(iii) el centro productivo de biodiesel se encuentra dentro del complejo 

sojero Argentino, que es el más grande del mundo. 

Es por ello que actualmente es el tercer productor de biodiesel del mundo, 

luego de EEUU y Alemania, y es el primer exportador de Biodiesel a nivel 

mundial [1] 

La producción de biodiesel se incrementó en forma exponencial entre 2001 y 

2015 debido al aumento de precio de los combustibles fósiles y a la posible 

escasez de los mismos en un futuro cercano. En el año 2015, la producción 

mundial de biodiesel registró un leve descenso. [2].  

En lo que respecta a la Argentina, para el consumo interno para el corte 

obligatorio se destinaron en el primer semestre del 2016 unas 475.500 

toneladas, lo que representó una caída del 9,6% respecto del año pasado. En 

contraste, se estima que las exportaciones de biodiesel podrían crecer hasta un 

80% este año. Así las exportaciones globales de biodiesel argentino podrían 

incrementarse en un nivel significativo y llegar a las 1,4 millones de toneladas, 

tras un año de caída de envíos. [3]. 
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Según el Instituto Nacional de Estadística, la Argentina exportó el año pasado 

tan sólo 800.000 toneladas de biodiesel. Las expectativas habrían cambiado en 

el primer semestre de este año, donde los embarques del producto alcanzaron 

un 150% interanual, hasta las 590.000 toneladas. En valores, se informó que 

entre enero y junio de este año, las exportaciones totalizaron u$s 424 millones, 

un 63% más que el mismo período del año anterior. El gran impulso para el 

sector lo están dando las exportaciones hacia los Estados Unidos, desde que el 

gobierno de dicho país aprobó el año pasado un programa para evaluar los 

estándares de producción de Argentina, lo que está facilitando el ingreso de 

embarques locales. De acuerdo con datos de la Cámara Argentina de 

Biocombustibles (Carbio), del total de lo exportado, entre el 75% y el 80% 

tendría como destino los Estados Unidos. 

El mercado con la Unión Europea, otro de los principales destinos de los 

exportadores del país, perdido desde hace tres años, podría recuperarse 

después del fallo de la Organización Mundial de Comercio (OMC) a favor de la 

Argentina y en contra de los aranceles impuestos desde 2013. 

 

Precipitados insolubles 

Desafortunadamente, el proceso de producción del biodiesel presenta una 

desventaja respecto al diesel derivado del petróleo debido a la presencia de 

impurezas que resultan en la formación de precipitados insolubles. Estos 

sólidos conllevan a graves inconvenientes tanto durante el proceso de 

producción del biodiesel como en su almacenamiento, transporte y posterior 

utilización como combustible. La presencia de estas partículas resultan en el 

bloqueo de filtros y la formación de depósitos en los sistemas de inyección de 
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los motores, causando serias alteraciones en su funcionamiento [4-7]. Esto 

representa un importante problema debido a que puede causar interrupciones 

en el transporte de materias primas y en servicios diversos, así como en la 

utilización de vehículos privados con su consecuente impacto económico [8]  

Muchos de estos precipitados están formados por ceras, se forman a bajas 

temperaturas y pueden ser redisueltos a temperatura ambiente. Otros 

representan un problema más complejo ya que se forman a temperatura 

ambiente y no pueden ser redisueltos. Estos últimos están formados 

principalmente por monoglicéridos saturados y los compuestos denominados 

esteril glucósidos (EG). Los EG son los principales responsables de los 

problemas de calidad que presenta el biodiesel, forman flóculos de 10-15 µm 

de magnitud y se asocian para formar una sustancia gelatinosa que retiene 

metil ésteres de ácidos grasos. La presencia de EG en el biodiesel se observa 

a simple vista en forma de opalescencia (Figura 2) y se ha determinado una 

clara correlación entre dicha opalescencia a temperatura ambiente y el daño de 

filtros por parte del biodiesel [8, 9]. 
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Figura 2: Biodiesel de soja húmedo (15% de agua) de la empresa Molinos Rio de la Plata con 
aproximadamente 100 ppm de EG  

 

La presencia de EG no solo provoca inconvenientes en el flujo del biodiesel en 

los motores sino que también causa problemas que encarecen el proceso de 

producción. Entre estos problemas pueden destacarse las interrupciones en los 

procesos de centrifugación debido al llenado de centrifugas con precipitados 

conteniendo EG y los costos asociados a limpieza de tanques de 

almacenamiento debido a la acumulación de los mencionados precipitados. 

Además, los EG son insolubles en la mayoría de los solventes, con excepción 

de unos pocos entre los que se encuentran piridina, dioxano y 

dimetilformamida. Así, la limpieza de la maquinaria de la cadena de producción 

y almacenamiento que acumula precipitados es problemática y costosa ya que 

dichos solventes son extremadamente tóxicos [8]. 
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Aún a niveles relativamente bajos (32 ppm), los EG pueden ocasionar el 

bloqueo de filtros en motores [10]. La concentración de EG en muestras de 

biodiesel varía 0 y entre 160 ppm [11, 12]. Un análisis seriado de partidas de 

biodiesel argentino exportadas revela que la media es de 95 ppm [12].  

El biodiesel exportado debe cumplir con los estándares respecto a la presencia 

de material insoluble. Entre estos estándares se encuentran la Norma Europea 

(EN) 12662:2008, que especifica un método para la determinación de 

contaminaciones como el contenido de sustancias no disueltas en los 

destilados medios hasta un 5% (V/V) de ésteres metílicos de ácidos grasos 

(FAME) o FAME 100% (V/V), y la Norma de la Sociedad Americana para el 

testeo de Materiales (ASTM) 6751:2009, que determina las propiedades 

requeridas para los diesel y mezclas con biodiesel en el momento y el lugar de 

la entrega. Además, algunos mercados como los de Canadá y Australia son 

más exigentes respecto a la calidad del biodiesel, y requieren la aprobación de 

ensayos de filtración que el biodiesel de soja no pasa debido a la presencia de 

EG, imposibilitando el acceso a los mismos.  

De esta manera la presencia de EG en biodiesel representa un problema cuya 

resolución tendrá un significativo impacto en el mejoramiento de la calidad de 

este producto con los consecuentes beneficios económicos para las regiones 

productoras de biodiesel.  

El total de los EG presentes en biodiesel comprende la suma de los EG libres y 

los generados a partir de la transesterificación de acil-EG originalmente 

presentes en los aceites usados como materia prima. Los EG están 

constituidos por un grupo esterol, con un carbohidrato unido al grupo hidroxilo 

del carbono 3 (Figura 3). El D-glucósido del β-sitosterol es el EG más 
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abundante en el biodiesel derivado de soja (47%) seguido del D-glucósido del 

estigmasterol (25%) [11]. El contenido de EG en el biodiesel de soja es cinco 

veces mayor al del biodiesel derivado de aceite de maíz y alrededor de ocho 

veces superior al del combustible derivado del aceite de girasol. Considerando 

que prácticamente la totalidad del biodiesel producido en nuestro país proviene 

del aceite de soja, la presencia de EG tiene un impacto aún mayor y representa 

una desventaja competitiva respecto a aquellos países que elaboran biodiesel 

a partir de otros aceites. 

 

Figura 3: Estructuras de β-sitosteril-glucósido y estigmasteril-glucósido, los esteril glucósidos 
más abundantes en el aceite de soja.  

 

Remoción física y química de los EG 

Se ha observado que el uso de filtros convencionales no puede prevenir la 

formación de las mencionadas masas gelatinosas compuestas por EG. Más 

específicamente, la filtración del biodiesel con filtros de 5 micrones previo al 

mezclado con el diesel derivado de petróleo y con filtros de 10 micrones luego 

del mezclado no ha sido efectiva para prevenir el bloqueo de motores con 

material insoluble [8]. 

Se han propuesto distintas soluciones para la eliminación de EG del biodiesel. 

El uso de membranas de ultrafiltración hidrofílicas con un corte de 1000 D ha 
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demostrado ser un método efectivo en la remoción de estos compuestos [8] . 

Sin embargo, el proceso es económicamente inviable debido al elevado costo 

de las membranas. Otros métodos incluyen el uso de materiales adsorbentes, 

tales como carbón activado o tierras de diatomea [13]. Estos últimos métodos 

no sólo encarecen el proceso de producción sino que no han demostrado ser 

completamente eficaces en la remoción de los compuestos indeseados.  

La única tecnología existente en la actualidad capaz de remover 

completamente los EG de biodiesel es la destilación. Para llevar a cabo este 

tratamiento el biodiesel debe ser previamente deshidratado y desalcoholizado. 

Luego se somete a una destilación de alto vacío, donde se vaporiza el biodiesel 

más volátil, dejando un fondo más pesado, similar al fuel oil. De esta manera se 

obtiene un biodiesel transparente con un 99% de pureza. El biodiesel destilado 

está orientado a penetrar en nichos de mercados hoy no atendidos como el 

mercado eléctrico argentino y la sustitución de la utilización del biodiesel a base 

a colza que se utiliza en Europa en las temporadas de baja temperatura. La 

desventaja radica en que esta técnica tiene un costo superior a 30 dólares por 

tonelada de biodiesel, lo que hace prohibitivo su uso para la mayoría de las 

aplicaciones.  

Por último, el método más ampliamente utilizado es el simple almacenamiento 

del biodiesel en tanques a fin que los materiales insolubles precipiten. Este 

método de decantación presenta numerosas desventajas entre las que se 

cuentan:  

(i) el costo asociado al almacenamiento extendido del combustible,  

(ii) el costo asociado a la limpieza periódica de los tanques de 

almacenamiento, incluyendo la mano de obra, la disposición de los 
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deshechos y el costo del biodiesel que se descarta junto con el 

sedimento, 

(iii) la variabilidad en la calidad del combustible obtenido debido a la falta 

de estandarización en las condiciones de almacenamiento (por 

ejemplo variaciones de temperatura). 

La obtención de un biodiesel capaz de satisfacer altos estándares de calidad 

en cuanto al contenido de materia sólida es un requisito fundamental para que 

la industria de los biocombustibles alcance su máximo potencial como 

alternativa renovable a los combustibles derivados del petróleo. Con este fin, 

desarrollar métodos eficaces para prevenir la formación de estas masas 

insolubles resulta esencial. 

 

Remoción enzimática de los EG 

Esta problemática fue abordada por nuestro grupo de trabajo a través del 

desarrollo de degradadores enzimáticos de los EG [14-17]. La utilización de 

métodos enzimáticos específicos puede contribuir al desarrollo y 

establecimiento de procesos industriales más económicos y menos agresivos 

para el medio ambiente [18, 19] En la producción de biodiesel, distintos 

procesos que utilizan enzimas han sido recientemente implementados en 

escala industrial para llevar a cabo la eliminación de fosfolípidos originalmente 

presentes en el aceite utilizado como materia prima. El método denominado 

desgomado enzimático, que utiliza fosfolipasasas A o C de distinto origen, ha 

contribuido a simplificar el proceso de eliminación de fosfolípidos (gomas) 

reemplazando métodos químicos obsoletos que son extremadamente 

trabajosos y provocan mermas en los rendimientos [20-22]. 
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La implementación de un método enzimático económico que no requiera 

modificaciones sustanciales de los procesos de producción actuales ni de 

maquinaria adicional representará una contribución significativa para facilitar la 

expansión del uso de combustibles renovables. 

Nuestro grupo identificó y caracterizó una familia de enzimas termoestables 

capaces de hidrolizar EG en medios acuosos y en emulsiones de 

agua/biodiesel [15]. El uso de enzimas termoestables es favorable para el 

tratamiento enzimático del biodiesel, ya que los EG son insolubles a 

temperatura ambiente [4]. 

LacS, una β-glucosidasa de Sulfolobus solfataricus, fue la enzima más eficiente 

de la familia cuando se llevó a cabo la reacción enzimática con poliglicerol 

polirricinoleato al 0,9% (PGPR), un potente emulsionante “agua en aceite”. 

LacS se localiza preferencialmente en la fase acuosa, y el agregado del 

emulsionante aumenta la interfaz agua/biodiesel, mejorando de esta manera el 

acceso al sustrato EG [15].  

Desafortunadamente, el empleo de estas cantidades de emulsionante en un 

proceso de limpieza industrial de biodiesel aumentaría mucho su costo, y sería 

necesaria su remoción luego del tratamiento. Así, se comenzó una nueva 

búsqueda de β-glucosidasas con mayor rendimiento en sistemas bifásicos 

agua/biodiesel y con capacidad para trabajar en ausencia de agentes 

emulsionantes. 

Inicialmente se centró la búsqueda en glucosidasas termoestables con 

características que prometían un mejor rendimiento en emulsiones 

agua/biodiesel: tolerancia a solventes orgánicos, especificidad por sustratos 

hidrofóbicos y/o asociaciones naturales a membranas. 
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La búsqueda inicial de β-glucosidasas termofílicas con especificidad para 

sustratos hidrófobos llevó a una enzima de Pyrococcus horikoshii (BGPh) que 

comparte un 46% de similitud con LacS y que exhibe una tendencia a hidrolizar 

β-glucósidos con cadenas alquílicas largas [23]. Los datos experimentales 

sugieren que esta enzima está asociada a la membrana bacteriana, tanto 

cuando su actividad se analiza en fracciones de membrana de Pyrococcus, 

como cuando se expresa de forma heteróloga en Escherichia coli.  

Un análisis estructural de BGPh muestra una región hidrofóbica al final del sitio 

activo, que está rodeado por un anillo de aminoácidos con carga positiva [24]. 

Estas características sugieren que la región hidrofóbica podría penetrar en  la 

membrana, lo cual estaría de acuerdo con la evidencia experimental. La 

estructura superficial de la membrana de BGPh difiere notablemente de la 

correspondiente a la región de LacS, que es soluble en agua. Por lo tanto, se 

hipotetizó que BGPh podría funcionar como una esterilglucosidasa en ausencia 

de emulsionantes.  

Para ampliar la gama de candidatos, se realizó un BLAST (Tabla 1) y se 

seleccionaron siete secuencias de proteínas, las cuales fueron optimizadas 

para la expresión en E.coli (GenScript). Sólo EGasa1, BGTb y BGTs se 

expresaron con éxito, y de ellas sólo EGasa1 pudo obtenerse en la fracción 

soluble.  

Proteína (GenBank Nº de acceso) % Homología con BGPh 
Gen sintético (Nº de 
acceso de GenBank) 

BGPh Pyrococcus horikoshii 
(WP_010884453.1) 

100 KP772234 

BGPf Pyrococcus furiosus 
(WP_011011560.1) 

96 KP772235 

EGasa1 Thermococcus litoralis 
(WP_004069094.1) 

92 KP772236 

BGTk Thermococcus 
kodakarensis (WP_011250778.1) 

91 KP772237 
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BGTs Thermococcus sibiricus 
(WP_015848865.1) 

90 KP772238 

BGAb Aciduliprofundum boonei 
(WP_008082059.1) 

84 KP772239 

BGTb Thermococcus barophilus 
(WP_013467240.1) 

81 KP772240 

Tabla 1. Enzimas con homología a BGPh probadas en nuestro laboratorio 

 

Nuestro grupo ha descrpito recientemente un método eficaz para la eliminación 

de EG del biodiesel basado en el uso de la enzima termoestable con actividad 

de esterilglucosidasa (EGasa1) de Thermococcus litoralis, expresada en 

Escherichia coli [17]. La enzima hidroliza los EG (Figura 4) sin la necesidad del 

agregado de emulsionantes, generando esteroles que son completamente 

solubles en biodiesel y glucosa que se elimina posteriormente con los lavados 

acuosos durante las últimas etapas del proceso de producción de biodiesel.  

 

Figura 4: Hidrólisis enzimática del β-sitosteril-glucósido, el EG más abundante en el biodiesel 
derivado de aceite de soja. 

 

El método de producción aún no ha sido optimizado, y debido a que la enzima 

es el principal componente en este tratamiento del biodiesel, su producción 

constituye un paso crítico en el desarrollo de un procedimiento rentable. En el 

presente trabajo se describe en primer lugar el desarrollo de un proceso de 

producción eficiente para la EGasa1 en E. coli. Finalmente, se describe el 

Biodiesel 

Lavado 
acuoso 
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tratamiento enzimático de biodiesel, y su escalado hasta volúmenes 

industriales.  

 

SISTEMAS DE PRODUCCIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

La producción de proteínas recombinantes requiere de procesos integrados 

que incluyen sortear desafíos que van desde la biología molecular hasta el 

proceso de purificación y formulación (o downstream) Generalmente el 

huésped elegido tiene un rol principal ya que muchas de las características del 

producto así como las técnicas de ingeniería genética y las estrategias de 

recuperación van a depender de las capacidades del organismo productor. 

Actualmente se dispone de una gran variedad de hospedadores incluyendo 

bacterias, levaduras o células animales y la elección del mismo depende de 

muchos factores. La velocidad de producción, rendimiento, funcionalidad y 

calidad de la enzima son generalmente prioritarios. Sin embargo, al momento 

de la selección del hospedador, prevalece la alternativa que facilite desarrollar 

procesos simples, que permitan obtener un producto recombinante con la 

calidad requerida y a un costo aceptable [25]. 

Escherichia coli como sistema de expresión bacteriano 

E. coli fue el primer organismo utilizado para la producción de proteínas 

recombinantes humanas, y en la actualidad es uno de los organismos más 

utilizados para la expresión de proteínas heterólogas. [26-30]. Una de las 

razones principales es que esta especie es una de las más estudiadas y se ha 

generado una gran cantidad de conocimientos acerca de su fisiología, 

bioquímica y genética [26, 31]. Esta bacteria es fácil de cultivar y manipular 
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genéticamente. Es capaz de crecer hasta altas densidades celulares en 

fermentadores (hasta 175 g PS/L) y tiene necesidades nutricionales simples 

que pueden ser suplidas con medios definidos y muy económicos [27]. A nivel 

de síntesis de proteínas es un organismo de crecimiento rápido, de alto 

rendimiento y puede acumular proteínas recombinantes en una proporción que 

puede llegar hasta el 80% de su peso seco. Es por esta razón que E. coli es 

generalmente la primera opción al momento de la elección de un sistema de 

expresión [27, 28, 32, 33].  

Sin embargo, E. coli presenta una serie de desventajas al momento de producir 

proteínas de gran tamaño o complejas provenientes de organismos eucariotas. 

La misma no es capaz de realizar modificaciones post traduccionales como 

glicosilaciones o acilaciones. Además, su capacidad de realizar plegamientos 

complejos que incluyen puentes disulfuro o activaciones proteolíticas como los 

organismos superiores es bastante limitada. Por otro lado, al momento de 

obtener proteínas de uso terapéutico una desventaja es la presencia del 

lipopolisacárido, generalmente referido como endotoxina, el cual resulta 

pirogénico en humanos y otros mamíferos. Las proteínas utilizadas con este fin 

deben ser purificadas en un segundo paso para eliminar este compuesto, lo 

cual genera un incremento del costo de producción [34]. Más allá de este 

inconveniente, varias cepas no patogénicas de E. coli de uso común como la 

BL21 y K12 son consideradas inocuas o GRAS (del inglés, Generally 

Recognized As Safe) por la FDA (del inglés, Food and Drug Administration).  

Por último, otra deficiencia de la sobre-expresión en este sistema es que 

muchas proteínas forman agregados insolubles denominados cuerpos de 

inclusión en el citoplasma de E. coli. Las proteínas que los conforman 
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generalmente se encuentran inactivas, están parcialmente plegadas y además 

suelen mostrar artefactos estructurales como puentes disulfuro no nativos, 

tanto intra como intermoleculares [35]. Diversas estrategias pueden ser 

utilizadas para evitar la formación de estos agregados como el cultivo a menor 

temperatura, la co-expresión de chaperones moleculares, fusiones de proteínas 

o sustitución de aminoácidos mediante ingeniería genética [36, 37]. 

 

Sistemas de chaperonas moleculares 

Los moduladores de plegado mejor caracterizados en el citoplasma de E. coli 

son los sistemas de chaperones moleculares DnaK-DnaJ-GrpE y GroEL-

GroES. Ambos conjuntos de chaperones pertenecen al regulon σ de shock 

térmico, un grupo de 20-30 chaperones moleculares, proteasas y otras 

proteínas asociadas al shock térmico (hsps) que están presentes en niveles 

relativamente abundantes bajo condiciones normales de crecimiento. La 

transcripción de las hsps se sobre- expresa transitoriamente cuando las células 

se someten a aumento de temperatura u otras formas de estrés, incluyendo la 

sobreproducción de proteínas recombinantes. 

Una serie de estudios [38, 39] indica que DnaK-DnaJ-GrpE y GroEL-GroES 

forman una red cooperativa de plegado de muchas proteínas, como se ilustra 

en la Figura 5. Tanto DnaK como GroEL se unen y liberan sustratos proteicos 

de una manera dependiente de ATP que está coordinada por interacciones con 

los cofactores DnaJ-GrpE o GroES, respectivamente. DnaJ (J) se une a 

polipéptidos nacientes que emergen del ribosoma, y dirige a las proteínas 

recién sintetizadas al reconocimiento por DnaK (K). DnaK-DnaJ exponen las 

regiones hidrofóbicas de la cadena polipeptídica, evitando así las interacciones 
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improductivas con otros intermediarios y componentes celulares. La unión del 

factor de intercambio de nucleótidos GrpE a DnaK cataliza la liberación de la 

proteína unida que puede plegarse en su conformación nativa, ser transferidos 

al sistema de chaperonas GroEL-GroES (EL y ES, respectivamente); o quedar 

mal plegado y agregarse.  

Se cree que las chaperoninas GroE facilitan la isomerización productiva de 

proteínas que ya han alcanzado una conformación intermedia compacta [40-

43]. Si la proteína descargada del complejo GroE es incapaz de plegarse en su 

conformación nativa, puede experimentar otro ciclo de interacción con el 

sistema de chaperonas o agregarse. Si el plegado adecuado no se puede 

lograr después de varios ciclos de interacción con chaperonas, DnaK-DnaJ-

GrpE o GroEL-GroES pueden presentar sus sustratos a la maquinaria de 

proteasa celular [44]. 

Se demostró que el factor desencadenante (TF, Tigger Factor), una proteína 

que se une a los ribosomas y las cadenas polipeptídicas nacientes posee una 

actividad peptidil-prolil-cis/trans isomerasa. Existe evidencia que sugiere que el 

factor desencadenante actúe como un catalizador de plegado general co-

transduccional y estabilice las proteínas nacientes antes de su transferencia a 

las chaperonas [45, 46].  
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Figura 5: Modelo propuesto para el plegamiento de proteínas asistido por chaperones en E. 
coli. [47] 
 

 

CULTIVO DE E. COLI DE ALTA DENSIDAD DE CÉLULAS. 

Los procesos de fermentación pueden clasificarse en tres grupos: continuos, 

semicontinuos o en lote alimentado, y en lote o cultivos cerrados. 

En los procesos en lote, todos los nutrientes del medio de cultivo a utilizar 

están presentes en el tanque de fermentación al inicio del proceso. En estos 

casos solo se agregan al medio de cultivo gases, como oxígeno y dióxido de 

carbono y ácidos o álcalis para mantener el pH en el valor deseado [48].  

En los procesos continuos los nutrientes son continuamente agregados al 

tanque de fermentación mientras que los productos son extraídos también en 

forma continua. En este tipo de fermentaciones los caudales de entrada y 

salida son generalmente iguales de modo que se trabaja a volúmenes 

constantes [48]. 
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Los denominados procesos en lote alimentado combinan los elementos antes 

descriptos. En estos casos, una concentración inicial de nutriente se agrega al 

tanque al inicio del proceso. Durante esta primera etapa el cultivo es un 

proceso en lote donde el microorganismo crece a su máxima velocidad de 

crecimiento específico. En una segunda etapa uno de los nutrientes, 

generalmente la fuente de carbono, es agregado a la velocidad deseada para 

regular la velocidad de crecimiento. El producto es recogido al final del proceso 

[48]. 

En los cultivos en lote es posible alcanzar 5-10g/L de peso seco de células, 

mientras que en los cultivos de lote alimentado se pueden alcanzar 

concentraciones mayores a 50g/L de peso seco. Además en este último caso, 

los rendimientos volumétricos de las proteínas recombinantes pueden ser 

mejorados controlando la velocidad de crecimiento específica. [49, 50]  

Se ha detectado que muchos componentes del medio de cultivo se convierten 

en inhibitorios para E.coli cuando son agregados a altas concentraciones [50]. 

Ejemplos de estos nutrientes son: la glucosa a una concentración de 50 g/L, el 

amonio a 3 g/L, el hierro a 1,15 g/L, el magnesio a 8,7 g/L, el fosforo a 10 g/L y 

el zinc a 0,038 g/L. [51].  

Pueden además generarse concentraciones inhibitorias de productos. En el 

mecanismo mas estudiado, las concentraciones inhibitorias de productos 

secundarios metabólicos se generan cuando la glucosa se encuentra en 

exceso en el medio. Este monosacárido es metabolizado por E. coli a través de 

la vía de Embden-Meyerhof-Parnas a piruvato. En condiciones aeróbicas, el 

piruvato es transformado en acetil-CoA por acción de la enzima piruvato 

deshidrogenasa y este compuesto es luego incorporado al ciclo de los ácidos 
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tricarboxílicos [50, 52]. En presencia de altas concentraciones de glucosa en el 

medio de cultivo, E. coli acumula grandes cantidades de acetil-CoA debido a la 

saturación del ciclo de los ácidos tricarboxílicos y de la cadena de transporte de 

electrones. El exceso de acetil-CoA es metabolizado a acetil fosfato y 

posteriormente a acetato, en reacciones catalizadas por las enzimas acetato 

kinasa y fosfotransacetilasa respectivamente. El acetato se protona en el 

interior de la célula y atraviesa la membrana plasmática, esto ocasiona la 

pérdida del gradiente protomotriz necesario para la síntesis de ATP; lo que 

finalmente produce la detención del crecimiento [53].  

La inhibición del crecimiento por acetato puede ser producida por varias 

fuentes de carbono. Esto explica por qué no puede mejorarse sustancialmente 

el rendimiento de un cultivo en lote por medio del simple incremento de la 

concentración de nutrientes en el caldo de cultivo. 

El control de la velocidad de crecimiento mediate la regulación del suministro 

de sustratos permite controlar la velocidad de consumo de otros nutrientes, 

inluído el oxígeno y la generación de calor. En particular la concentración de 

oxígeno disuelto puede convertirse rápidamente en una limitante en el 

crecimiento a altas densidades de células, como resultado de la limitación en la 

transferencia de masa. 

 

Métodos de alimentación  

Existen diversos métodos de suministro de la fuente de carbono que permiten 

mantener la concentración de acetato en bajos niveles. Estos métodos están 

basados en modelos matemáticos que describen patrones de crecimiento y la 

demanda de nutrientes esperada. [27]. Se han utilizado estrategias simples de 
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alimentación, tales como la alimentación a velocidad constante, una 

alimentación que se incrementa linealmente, o la alimentación exponencial, 

para obtener exitosamente altas densidades celulares en E. coli [54-56]. La 

alimentación exponencial permite que las células alcancen una velocidad de 

crecimiento específica constante utilizando fuentes de carbono como nutriente 

limitante del crecimiento [27]. 

Se ha determinado que la formación de ácido acético puede minimizarse 

controlando la velocidad de crecimiento específica por debajo de un cierto valor 

(µ=0,35 h-1 en el caso de utilizar medios mínimos) [27]. En estos procesos la 

concentración de la fuente de carbono en el cultivo se mantiene cerca de cero 

durante la alimentación exponencial, y por lo tanto, no perturba el metabolismo 

del carbono en las células.  

Se han desarrollado otros métodos de alimentación con control de 

retroalimentación. El método de pH o OD-stat se basa en la detección de 

cambios en el pH o el OD cuando la fuente de carbono principal se agota en los 

medios de cultivo. El incremento en el pH o el OD debido al agotamiento de la 

fuente de carbono, indica que una cantidad predeterminada de solución de 

alimentación debe ser agregada al biorreactor. Estos métodos controlados por 

retroalimentación proporcionan una gran ventaja, la de prevenir la 

sobrealimentación que lleva a la formación de acetato [57-59]. 

La selección de una estrategia óptima de alimentación post-inducción es muy 

importante para la producción eficiente de proteínas recombinantes, en el caso 

de utilizar un sistema de expresión inducible [56]. La productividad de una 

proteína recombinante varía dependiendo de la cepa huésped de E. coli y del 

tipo de proteína recombinante a producir, por lo que no existe una regla general 
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en la selección de una estrategia de alimentación adecuada para producir una 

proteína dada y garantizar su máxima productividad.  

 

SISTEMAS DE EXPRESIÓN DE GENES HETERÓLOGOS EN E. COLI. 

En los cultivos de alta densidad de células de E. coli recombinante, la máxima 

productividad a menudo se logra cuando el crecimiento y la producción se 

separan temporalmente [49]. En cultivos alimentados, la separación de las 

fases se puede lograr retrasando el tiempo de inducción hasta que la densidad 

de células alcance un valor adecuado. Se han desarrollado muchos promotores 

que pueden ser inducidos por diversos mecanismos tales como cambio de 

temperatura (pL y pR) [60], cambio de pH o la adición de inductores químicos. 

Entre los promotores inducibles, los más frecuentemente usados son los 

derivados de T7 o lac: pTAC [61], pTRC [62], pLAC [63], y pT7 [64], inducidos 

por el agregado de IPTG o lactosa. Dentro de los promotores inducibles 

también se encuentra el pBAD, que contiene el promotor del operón que 

codifica para la enzimas que metabolizan L-arabinosa asociado a su activador 

transcripcional araC [64].  

 

BIOLOGÍA SINTÉTICA  

Desde hace varios años, nuevos desarrollos tecnológicos han permitido que el 

ADN pueda ser sintetizado en forma eficiente y económica. Por otra parte, las 

secuencias de ADN pueden obtenerse más fácilmente en forma digital que en 

forma física ya que las mismas se encuentran disponibles en diversas bases de 

datos. Debido a estos adelantos tecnológicos, el uso de ADN sintético se ha 



Introducción  

37 
 

expandido rápidamente en los últimos años para constituirse en el pilar 

fundamental de una disciplina denominada “biología sintética” [65-68]. 

La biología sintética es una disciplina emergente que tiene como objetivo crear 

organismos nuevos con circuitos genéticos de diseño. [69]. Contribuye 

fuertemente al avance de la ingeniería genética reduciendo los tiempos de 

desarrollo de organismos modificados con respuestas predecibles. De esta 

manera, el progreso realizado en este campo permite no sólo el diseño y la 

obtención de organismos capaces de producir novedosos compuestos sino 

también la optimización de los rendimientos de procesos de producción 

existentes, generando como consecuencia una disminución en los costos de 

manufactura [70, 71]. 

 

OPTIMIZACION DEL USO DE CODONES  

Las variaciones especie-específicas en el uso de codones a menudo se citan 

como una de las principales causas que afectan a los niveles de expresión de 

proteínas [72, 73]. La presencia de codones raros, que se correlacionan con los 

bajos niveles de sus especies de tRNAs en la célula, puede reducir la eficiencia 

de la traducción e incluso inducir errores en la misma con un impacto 

significativo en la economía del proceso de producción [74, 75].  

A pesar de que un gran número de genes han sido rediseñados para aumentar 

su nivel de expresión [76-78] el diseño de un gen para la expresión óptima 

requiere elegir entre un gran número de posibles secuencias de ADN. 

Típicamente, se han utilizado dos estrategias para la optimización de codones. 

La primera, conocida como "un codón-un aminoácido", asigna el codón más 
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abundante del huésped o de un conjunto de genes seleccionados, a todos los 

aminoácidos en la secuencia a expresar [73]; [79]. La segunda estrategia, 

"randomización de codones", utiliza tablas basadas en la distribución de 

frecuencias de los codones en un genoma completo o un subconjunto de genes 

altamente expresados, otorgando un peso a cada codón. En este caso, los 

codones se asignan al azar con una probabilidad dada por su peso [79, 80]. 

Varios resultados obtenidos por nuestro y otros grupos de trabajo [15, 71, 81-

85] indican que el método "randomización de codones" es una estrategia 

superior para la optimización de codones.  

 

ENZIMAS TERMÓFILAS 

Los componentes celulares de organismos termofílicos (enzimas, proteínas y 

ácidos nucleicos) son, nauralmente, termoestables. En general, además de la 

alta temperatura, también resisten condiciones de desnaturalizacion generadas 

por condiciones extremadamente ácidas y alcalinas [86, 87]. Las enzimas 

termoestables tienen un importante potencial para muchas aplicaciones 

industriales. Se está estudiando ampliamente el uso de tales enzimas para 

optimizar procesos químicos en la industria de alimentos, papel, detergentes, 

fármacos y eliminación de residuos tóxicos. Las enzimas se pueden producir a 

partir de organismos termófilos a través de su fermentación optimizada o 

mediante la clonación de los genes correspondientes en microorganismos 

mesófilos de rápido crecimiento mediante la tecnología del ADN recombinante 

[88]. Sin embargo la transferencia de los genes codificantes de las enzimas de 

organismos extremófilos debe sufrir ciertas modificaciones para ajustarse a la 
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maquinaria de expresión del mocroorganismo productor. Entre estas 

modificaciones se encuentra la optimización del uso de codones [89].   

Existe una demanda creciente de nuevas enzimas termoestables con un 

rendimiento mejorado y / o nuevas funcionalidades que proporcionan ahorros 

en tiempo, dinero y energía para procesos industriales químicos y otras 

aplicaciones biotecnológicas industriales o "blancas" [90].  

 

LISIS CELULAR. 

E. coli presenta una gran desventaja como hospedador de proteínas 

heterólogas, ya que por lo general no secreta altos niveles de proteína al medio 

de cultivo. La ingeniería genética de las células se ha aplicado con éxito para 

aumentar el título de la proteína recombinante durante la fase de cultivo. Sin 

embargo, el aumento en el título no siempre se puede transferir directamente al 

producto final debido a dificultades que surgen durante el procesamiento del 

cultivo. Así, el cuello de botella de las mejoras en la productividad suele estar 

en el procesamiento o downstream de los cultivos [91]. 

 

Técnicas actuales de disrupción celular 

La disrupción celular puede conseguirse mediante una diversidad de 

operaciones [92, 93], y los métodos disponibles pueden clasificarse en 

mecánicos y no mecánicos.  

En algunos casos, los mismos pueden combinarse  para aumentar la eficiencia 

global de la disrupción [94, 95]. Los métodos mecánicos incluyen molinos de 

perlas, homogeneizadores de alta presión y cavitación (Harrison 1991). Los 
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métodos no mecánicos incluyen tratamientos químicos, lisis celular usando 

enzimas, tratamiento térmicos o  alcalinas, choque osmótico, ciclos de 

congelación/descongelación o la ingeniería celular usando genes estrictamente 

regulados, como el gen 'Kil' [96]. La proteína Kil es una bacteriocina, o toxina 

bacteriana. La expresión plasmídica regulada del gen kil provoca la liberacion 

especifica de las proteínas perilasmáticas al medio celular sin causar la muerte 

de la célula [97]. Steidler y Fiers [98] describieron un sistema para la liberación 

controlada de proteínas periplasmáticas de E. coli aplicable a todas las cepas, 

basado en la inducción de gen kil clonado bajo del promotor pL del fago λ. 

 

Técnicas utilizadas a gran escala  

Aunque se dispone de una variedad de técnicas para la liberación de productos 

intracelulares, los procesos de escala comercial utilizan principalmente los 

métodos mecánicos en comparación con los no mecánicos, ya que estos 

últimos tienen limitaciones económicas para su escalabilidad. Los molinos de 

perlas y los homogeneizadores de alta presión tienden a utilizarse en gran 

escala, mientras que otros métodos no mecánicos se utilizan en escala de 

laboratorio, con excepciones como la lisis por calor.  

Las desventajas del uso de molinos de cuentas y homogeneizadores incluyen 

una liberación no selectiva del producto (es decir, la co-liberación de 

contaminantes), el considerable gasto de energia y la micronización de los 

desechos celulares. 

Los métodos químicos y enzimáticos se han limitado a la escala de laboratorio 

debido principalmente a los costos de las enzimas necesarias para la lisis a 

gran escala, pero también debido a las dificultades en la eliminación de los 
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productos químicos exógenos o a la desnaturalización potencial del producto 

de interés en la exposición a productos químicos específicos [99]. 

 Homogeneizadores de alta presión 

El homogeneizador de alta presión ha sido utilizado para romper células 

bacterianas por muchos años [93]. Con la excepción de microorganismos 

filamentosos, este método es el adecuado para una amplia variedad de 

bacterias y levaduras. [32, 100, 101]. 

El diseño básico del homogeneizador consiste en una bomba de 

desplazamiento positivo que fuerza a una suspensión de células a pasar a 

través del centro de un asiento de válvula y radialmente a través de la cara del 

asiento (Figura 6). La presión se controla ajustando la fuerza sobre la válvula, 

que es de resorte o de control hidráulico. El fluido fluye radialmente a través de 

la válvula y golpea un anillo de impacto. La suspensión sale entonces del 

conjunto de la válvula y fluye a una segunda válvula o a una descarga.  

 

Figura 6: Esquema de un homogeneizador a alta presión. 

 

 Termólisis 
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Las especies hipertermófilas representadas por bacterias y arqueas crecen 

óptimamente a temperaturas entre 80 y 110 ºC. Las enzimas de estos 

organismos (enzimas hipertermófılas) son más rígidas que sus homólogas 

mesófilas, con propiedades de estructura-función únicas como alta 

termoestabilidad y actividades óptimas a temperaturas por encima de 70 ºC 

[102]. 

La termólisis a gran escala es utilizada cada vez con mayor frecuencia, 

especialmente para la liberación y purificación de proteínas recombinantes 

provenientes de organismos termófilos. En esta técnica, las bacterias Gram 

negativas tales como E. coli se calientan a 50-55°C para disrumpir la 

membrana externa y liberar proteínas periplásmicas. Las proteínas 

citoplasmáticas también pueden liberarse pero a temperaturas más altas. Las 

proteínas citoplasmáticas de bacterias se liberan al medio luego de 

aproximadamente de 10 minutos de tratamiento a 90°C, dependiendo del tipo 

de organismo y de su fase de crecimiento [103]. Se observó un incremento en 

la cantidad de proteínas en el medio cuando las células fueron crecidas hasta 

fase estacionaria con respecto a las proteínas de células en fase exponencial, 

tanto para cultivos de E. coli, como de B. megaterium [104]. Los resultados 

también dependen de la temperatura de almacenamiento previo a las lisis. Una 

preincubación a bajas temperaturas, por ejemplo 0-5 °C, conduce a una 

resistencia incrementada al tratamiento térmico en E. coli. Esto se debe a 

cambios en la composición de ácidos grasos en las membranas bacterianas.  

La técnica tiene varias ventajas para su uso a escala industrial. Primero, se 

elimina al hospedador, evitando así la liberación de organismos recombinantes 

al medio ambiente. Segundo, se logra la desnaturalización de proteasas, dando 
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lugar a una mayor estabilidad del producto. En tercer lugar, la mayoría de la 

proteínas contaminantes se desnaturalizan y precipitan, por lo que pueden 

separarse fácilmente del producto final, el cual se mantiene soluble [104].  

La arquea termofílica Thermococcus litoralis crece en el rango de temperaturas 

de 55-100ºC siendo la temperatura óptima entre 85-88ºC. El gen sintético de 

egasa1 proveniente de T. litoralis fue clonado en E. coli y codifica para una β-

glucosidasa termófila, utilizada en este trabajo para hidrolizar EG. Debido a que 

esta enzima tiene un gran valor potencial para uso industrial, el desarrollo de 

un bioproceso sencillo y económico para la producción de esta 

esterilglucosidasa termófila es un requisito esencial [105, 106]. 

 

EXTRACCION DE PROTEÍNAS DE MEMBRANA CON DETERGENTES 

Las proteínas de membrana requieren la utilización de detergentes para su 

extracción y solubilización. Los detergentes son moléculas anfipáticas, como 

tales, son capaces de interactuar tanto con agua como con lípidos. 

Cuando se agrega detergente a un cultivo de bacterias que ha sido procesado 

con un homogeneizador, el detergente se une a la membrana lipídica hasta que 

se alcanza la saturación en la relación tensioactivo/lípido. La adición de más 

tensioactivo conduce a la formación de micelas mixtas que contienen lípidos de 

membrana. Esto continúa hasta que todo el lípido está contenido dentro de las 

micelas. La adición de surfactante, más allá de este punto, conduce a la 

formación de micelas de surfactante.  

Las interacciones proteína-tensioactivo también son descriptas por una serie de 

pasos que conducen a una proteína recubierta de surfactante. Los resultados 
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son dependientes de la concentración del detergentes y varían de acuerdo con 

la concentración micelar crítica del detergente [107] 

Ademas, las proteínas de membrana tienden a formar agregados incluso en 

presencia de detergentes, lo cual reduce la eficiencia de todas las técnicas 

separativas [93]. Es por eso que resulta esencial la selección de un detergente 

que solubilice pero no resulte desnaturalizante para la proteína.  

Existe una importante variedad de detergentes capaces de solubilizar las 

membranas celulares.  

Los detergentes pueden ser clasificados con respecto a sus porciones 

hidrofóbicas o hidrofílicas. Las estructuras hidrofílicas de los detergentes 

pueden ser no iónicas (Brij y Triton X), aniónicas (SDS), catiónicas (tetra alquilo 

sales de amonio) o zuitteriónicas. Los detergentes no iónicos son los más 

usados en la purificación de proteínas de membranas. 

La porción hidrofóbica puede ser clasificada con respecto a su tamaño y 

flexibilidad. Los más flexibles son los hidrocarburos lineales de diversos largos 

de cadena (típicamente entre 8 y 16 C). Dentro de los detergentes con cadenas 

alquílicas lineales, aquellos con las cadenas más largas tienen mayor 

tendencia a actuar como agentes desnaturalizantes. Los menos flexibles son 

hidrocarburos ramificados y aromáticos (Triton) y anillos alifáticos (Tween). 

El índice HLB (del inglés Hydrophilic-Lipophilic Balance) de un detergente es 

una medida del grado de hidrofilicidad o hidrofobicidad. Exite una escala 

arbitraria de valores para clasificar a los tensoactivos entre lipófilos, con valores 

de HLB bajos (de 1-9), e hidrófilos, con valores de HLB altos (10-18) [108]  
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La mayoría de las proteínas se desnaturalizan con detergentes iónicos como 

SDS mientras que Triton X-100 y otros detergentes no iónicos generalmente se 

utilizan para solubilizar proteínas integrales de membrana sin una pérdida de 

actividad. Particularmente el Triton X-100 actúa específicamente sobre la 

membrana citoplasmática de E. coli, ya que la membrana externa es muy 

resistente a la solubilización con este detergente [109]. En la Figura 7 se 

pueden observar las estructuras químicas de algunos de los detergentes no 

iónicos.  

 

Figura 7: Estructura química de los detergentes Tritón X-100, Nonilfenoletoxilado (NF), Alcohol 
láurico etoxilado y Brij*35. 

 

Como ejemplo se puede mencionar la extracción de la β-glucosidasa de 

membrana (BGPh) de Pyrococcus horikoshii, una proteína 92% homóloga a 

EGasa1, la cual es solubilizada con 2,5% del detergente no iónico Tritón X-100. 

[23] 

 

BIOCATÁLISIS EN MEDIOS NO CONVENCIONALES 

La biocatálisis, también conocida como catálisis enzimática o 

biotransformación, es el uso de enzimas para catalizar reacciones químicas. El 

Nonil Fenol etoxilado 

Alcohol Láurico etoxilado 

Tritón X-100 
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campo de la biocatálisis sigue creciendo mientras los químicos se esfuerzan 

por encontrar procesos más eficaces y sustentables, con una concomitante 

reducción de costos [88]. 

Si bien los medios acuosos son los medios tradicionales para las biocatálsis, 

desde hace unos años se comenzaron a utilizar medios orgánicos [110].  

El uso de medios orgánicos en la biocatálisis va en continuo aumento para 

diversas aplicaciones. Muchos procesos biocatalíticos difícilmente pueden 

realizarse en soluciones acuosas, debido a las extremadamente bajas 

solubilidades de los sustratos, y el desplazamiento del equilibrio de reacción en 

agua.  

Sin embargo, los solventes orgánicos pueden actuar como desnaturalizantes y 

esto juega un papel fundamental en la falta de aceptación de esta tecnología. 

Las enzimas pueden desactivarse irreversiblemente tras la exposición por corto 

tiempo a sustancias químicas orgánicas (disolventes orgánicos miscibles en 

agua). Además, la tasa de transferencia de masa en sistemas disolventes 

inmiscibles en agua puede ser baja debido a la pequeña área interfacial 

agua/sustancia orgánica, la que puede ser aumentada con condiciones de 

agitación intensivas, aunque nuevamenteprovocan un incremento en la 

desnaturalización de las enzimas. Debido a este conjuto de características el 

uso de biocatalizadores en estos ambientes se encuentra limitado. 

Sin embargo, surgen como alternativas las enzimas de extremófilos, que 

muestran actividad y estabilidad a temperaturas extremas, baja actividad de 

agua y alta presión hidrostática. Asi, los medios acuosos/orgánicos y no 

acuosos permiten la modificación de los equilibrios de reacción y la 



Introducción  

47 
 

especificidad enzimática, permitiendo nuevos mecanismos para sintetizar o 

hidrolizar compuestos [111].  
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Objetivo general 

El objetivo general de este trabajo de tesis es desarrollar un método de 

manufactura de alta eficiencia para la enzima EGasa1 utilizando un proceso de 

fermentación a un costo que haga viable su implementación industrial. De esta 

manera, se espera que el proceso enzimático de limpieza e biodiesel sustituya 

el precario método de almacenamiento en tanques, a fin de producir un 

biodiesel de calidad superior sin un incremento de costo adicional para los 

productores. 

 

Objetivos específicos  

1. Desarrollar un sistema de expresión eficiente de EGasa1 en E. coli. 

 Rediseñar el gen que codifica para la EGasa1 optimizando el uso de 

codones a fin de maximizar su expresión en E. coli. 

 Evaluar la expresión del gen utilizando una batería de promotores de 

distinta fuerza. 

 Evaluar la co-expresión de sistemas de chaperonas moleculares a fin 

de obtener altos niveles de proteína de la fracción soluble.  

 

2. Desarrollar un proceso de crecimiento a altas densidades celulares 

 Seleccionar la fuente de carbono óptima y más económica para los 

procesos en lote alimentado.  

 Reformular el medio mínimo utilizado para los cultivos de alta 

densidad de E. coli. 
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 Analizar el perfil de los caudales de alimentación post-Inducción 

típicamente usados: flujo constante y flujo lineal. 

 Determinar la relación carbono-nitrógeno en la solución de 

alimentación post-Inducción. 

 Escalar el proceso de producción a 1000L. 

 

3. Desarrollar un método para la recuperación de EGasa1. 

 

4. Determinar las condiciones óptimas para la hidrólisis de EG en biodiesel. 

 Escalar el tratamiento enzimático. 

 Analizar la calidad del biodiesel a través de pruebas internacionales. 
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GENERAL 

Las enzimas se obtuvieron de New England Biolabs (USA) y se utilizan como 

recomienda el proveedor. Para la propagación del plásmido durante las etapas 

de clonado se utilizó E. coli Top10 (Invitrogen), E.coli BL21 (DE3) o E.coli BL21 

(AI) para la expresión de proteínas recombinantes. Las cepas de E. coli se 

hicieron competentes químicamente con un kit de Zymo Research (EE.UU.). 

Las concentraciones de kanamicina y cloranfenicol utilizadas fueron 50 mg/L y 

20 mg/L, respectivamente. 

Para detectar actividad β-galactosidasa en medios sólidos se utilizó el indicador 

X-Gal a una concentración igual a 40 mg /L. 

 

MEDIOS DE CULTIVO 

Las distintas cepas de E. coli fueron cultivadas en los medios que se describen 

a continuación. 

 

Medio Luria-Bertani (LB) [112] 

Triptona 10,0 g /L 

Extracto de levadura 5,0 g /L 

NaCl 5,0 g /L 

 

Medio de fermentación HM [113] 

Glucosa 20,0 g /L 

Extracto de levadura 0,5 g /L 

Na2HPO4.7H2O  4,0 g /L 

KH2PO4 20,8 g /L 
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KOH 3,25 g /L 

(NH4)2 HPO4 3,0 g /L 

MgSO4.7H2O 2,0 g /L 

Elementos trazas 3,0 mL/L 

 

Fantasía (En este trabajo) 

KH2PO4 27,8 g /L 

NaCl 2,32 g /L 

Elementos trazas 3,0 mL/L 

 

Composición de elementos trazas en g/L: HCl 5 M: FeSO4 10, ZnSO4.7H2O 2.5, 

CuSO4.5H2O 1, MnSO4.5H2O 1, Na2B4O7.10H2O 0.2, CaCl2.2 H2O 5, 

NaMoO4.2H2O1, CoCl2.6H2O 1. 

 

 

Para la elaboración de medios sólidos se trabajó con las mismas 

composiciones de nutrientes agregándose agar al 2%. 

 

GENES SINTÉTICOS  

Los genes sintéticos utilizados en este trabajo fueron provistos por Genescript 

(NJ, USA).  

 

CONSTRUCCIÓN DE VECTORES 

Construcción de plásmidos con diferentes promotores 
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Los vectores de expresión construidos se basaron en el plásmido pET24a 

(Novagen), y las regiones promotoras se integraron en la misma ubicación en 

todos los casos. Los cebadores de PCR usados para amplificar las regiones 

promotoras se describen en la Tabla 2. Los productos de la PCR y el vector 

pET24a fueron digeridos con BglII y NdeI y se ligaron para generar todos los 

vectores de la serie pKCN. El gen sintético de EGasa1 (WP_011011560.1) de 

T. litoralis se insertó en cada vector con los diferentes promotores entre los 

sitios de restricción NdeI y HindIII. Los plásmidos resultantes se listan en la 

Tabla 3.  

Construcción de operones en el vector pKCN-BAD 

Como se observa en la Figura 8 el vector pKCN-BAD permite la rápida 

construcción de operones. Estos se obtuvieron mediante el clonado de un gen 

en los sitios NdeI-EcoRI, posterior escisión del fragmento NheI-AvrII y ligación 

en el sitio AvrII de otro vector. Una digestión con NheI y AvrII genera extremos 

cohesivos compatibles, por lo tanto, una ligación en orientación correcta 

permite obtener un operón donde el sitio AvrII es restituido, de manera que 

puede utilizarse en forma recursiva para la inserción de genes adicionales.  

De esta manera se construyó una serie de vectores que incluyen a egasa1 y 

otros genes accesorios en diferentes combinaciones. (Tabla 3) 



Maeriales y Métodos 

56 
 

 

Figura 8: Representación esquemática de la estrategia de clonado utilizada para construir los 
operones en pBAD. 
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Nombre Secuencia (5´--- 3´) Referencias 

Cp8fwBglII AGGAGATCTCATTCTTTAGTTTA 
[114] 

Cp8revNdeI AGGCATATGAACAGTACTCACCT 

LacfwBglII AGGAGATCTTAACCAGGCTTTAC 
[115] 

LacrevNdeI AGGCATATGGGATCCTTCCACAC 

TacfwBglII AGGAGATCTGACTTCATATACCC 
[116] 

TacrevNdeI AGGCATATGGGATCCATTATACG 

BADfwBglII AGGAGATCTCTGACGCTTTTTAT Thermo Fisher 

Scientific BADrevNdeI AGGCATATGCAGTAGAGAGTTGC 

T5fwBglII AGGAGATCTTAAAATTCAAAA 
[117] 

T5revNdeI AGGCATATGGGATCGAATCT 

T710%fwBglII AGGAGATCTGAATTCGAAATTAATACGG 

[118] 
T710%revNdeI AGGCATATGGTACCAAGCTTTCT 

T725%fwBglII AGGAGATCTGAATTCGAAATTAATACGT 

T725%revNdeI AGGCATATGGTACCAAGCTTTCT 

GroESL up GCGCATATGAATATTCGTCCATTGC Este trabajo 

GroESL do ATTAAGCTTACATCATGCCGCCCATGCC Este trabajo 

glpF up 
AGGCATATGAGTCAAACATCAACCTTGA

AAGG 

[119] 

glpf do 
AGGCCTAGGTTACAGCGAAGCTTTTTGT

TCTGAAGG 

prsA up 
AGACATATGCCTGATATGAAGCTTTTTG

CTGG 

prsA do 
ATACCTAGGTTAGTGTTCGAACATGGCA

GAGATCG 

Cm pKD3 Fw SacI AAAAGAGCTCCATGGGAATTAG Este trabajo 

Cm pKD3 Rv SacI CGAGCTCGATTACACGTCTTG Este trabajo 

Tabla 2: Oligonucleótidos utilizados 

 

Plásmidos Propiedades Relevantes Resistencia
a
 Referencias 

pET24a-EGasa1sc PT7lac :: egasa1
b
  Kan

R
 Este trabajo

 

pET24a-EGasa1ec PT7lac :: egasa1
b
  Kan

R
 Este trabajo

 

pKCN-cp8-EGasa1 PCP8:: egasa1
b
  Kan

R
 Este trabajo 

pKCN-lacUV5-EGasa1 Plac:: egasa1
b
  Kan

R
 Este trabajo 

pKCN-tac-EGasa1 Ptac:: egasa1
b
 Kan

R
 Este trabajo 

pKCN-BAD-EGasa1 PBAD:: egasa1
b
  Kan

R
 Este trabajo 

https://www.thermofisher.com/us/en/home/life-science/protein-biology/protein-expression/bacterial-protein-expression/pbad-expression-system.html
https://www.thermofisher.com/us/en/home/life-science/protein-biology/protein-expression/bacterial-protein-expression/pbad-expression-system.html
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pKCN-T5-EGasa1 PT5:: egasa1
b
  Kan

R
 Este trabajo 

pKCN-T725%-EGasa1 PT725% :: egasa1
b
  Kan

R
 Este trabajo 

pKCN-T710%-EGasa1 PT710% :: egasa1
b
  Kan

R
 Este trabajo 

pTf16 ParaB::tig
c
 Cm

R
 Takara

c 

pG-Tf2 PPzt-1::groEL/ES/tig
c
  Cm

R
 Takara 

pGro7 ParaB::groEL/ES
c
  Cm

R
 Takara 

pG-KJE8 ParaB::dnaK/J. PPzt-1::groEL/ES
c
  Cm

R
 Takara 

pKJE7 ParaB::dnaK/J
c
  Cm

R
 Takara 

pCSCx Pcsc::cscAKB Kan
R 

Amp
R 

[120] 

pKCN331 Pcsc::cscAKB Cm
R 

Este trabajo 

pKCN196 PBAD::egasa1/groESL
b 

Km
R 

Este trabajo 

pKCN197 PBAD::glpF
b
 Km

R Este trabajo 

pKCN198 PBAD::prsA
b
 Km

R Este trabajo 

pKCN199 PBAD::egasa1/glpF
b
 Km

R Este trabajo 

pKCN200 PBAD::egasa1/prsA
b
 Km

R Este trabajo 

pKCN201 PBAD::egasa1/groESL/prsA
b
 Km

R Este trabajo 

pKCN203 PBAD::egasa1/groESL/glpF
b
 Km

R Este trabajo 

pKCN204 PBAD::egasa1/prsA/glpF
b
 Km

R Este trabajo 

pKCN207 PBAD::egasa1/groESL/glpF/prsA
b
 Km

R Este trabajo 

pKCN246 PBAD::egasa1/prsA/groESL
b
 Km

R Este trabajo 

pKCN247 PBAD::egasa1/prsA/glpF/groESL
b
 Km

R Este trabajo 

Tabla 3. Plásmidos
 

a 
Kan

R
, Resistencia a kanamicina; Cm

R
, resistencia a cloranfenicol, Amp

R
, resistencia a 

ampicilina. 
b
 Los plásmidos contienen el origen de replicación de pBR322 y el en de la EGasa1 bajo control 

de los promotores indicados. 
c 
Los plásmidos contienen el origen de replicación de pACYC184 y los genes que codifican 

chaperonas bajo control de los promotores indicados.  

 

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

Cada reacción de amplificación por PCR se llevó a cabo en un volumen final de 

50µL, utilizando 25 pmoles de cada oligonucleótido cebador y 20 ng de ADN 

molde. Se utilizó ADN polimerasa Taq o Pfu siguiendo las indicaciones del 

proveedor (Gibco, USA). 
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SECUENCIACIÓN DE ADN  

La secuenciación de las construcciones obtenidas fue realizada mediante el 

servicio de Macrogen (Korea).  

 

PREPARACIÓN PLASMÍDICA  

Los plásmidos fueron obtenidos a partir de cultivos de E. coli mediante el kit de 

Axygen Biosciences Axy-PrepTM Plasmid Minipreps Kit. 

 

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES 

DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE) 

La electroforesis de proteínas se realizó en geles de poliacrilamida 

monodimensionales utilizando equipos Miniprotean III (Bio-Rad). En todos los 

casos, la relación acrilamida: bisacrilamida utilizada en la preparación de los 

geles fue de 30:0,8. Las corridas electroforéticas fueron realizadas con una 

intensidad de corriente constante de 30 mA. Luego de la electroforesis, las 

proteínas fueron fijadas sumergiendo los geles en una solución de ácido 

acético 10% (v/v) durante 5 min y teñidas utilizando una solución de Azul de 

Coomassie R250 1% (p/v) en etanol:ácido acético:agua (50:10:40). Las 

muestras proteicas fueron incubados en baño de agua a temperatura de 

ebullición, (100ºC) o a 37ºC durante 10 min en una solución de 

desnaturalización conteniendo 2% (p/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 0,1% (v/v) β-

mercaptoetanol, 0,5 mg/mL de azul de bromofenol, y posteriormente 

sembrados en los geles. 
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ELECTROFORESIS DE ÁCIDOS NUCLÉICOS  

Las electroforesis de ADN en geles de agarosa se llevaron a cabo en sistemas 

de tipo submarino. La concentración de agarosa utilizada varió entre 0,7 y 2% 

(p/v) según el tamaño de los fragmentos analizados. Los geles fueron 

preparados en solución TAE (40 mM Tris-Ac pH=8, 1 mM EDTA) y luego de 

finalizada la corrida fueron teñidos con bromuro de etidio. Las corridas 

electroforéticas se realizaron con la misma solución, a un voltaje constante 

entre 1 y 5 V por cm de gel. Para la visualización del ADN se utilizó un 

transiluminador de luz UV Vilver Lourmat. Las muestras de ADN se sembraron 

utilizando solución de siembra (azul de bromofenol 0,25%, xilene cyanol FF 

0,25%, glicerol 30%) en una proporción 6:1. Los tamaños de los fragmentos se 

estimaron utilizando como marcador 1Kb Ladder de New England Biolabs.  

 

INTEGRACION CROMOSOMAL DEL OPERÓN CATABÓLICO DE 

SACAROSA EN LA CEPA INDUSTRIAL 

El plásmido pCSCx [120] posee el operon cscAKB, que codifica la expresión de 

las proteínas involucradas en el metabolismo de la sacarosa proveniente de 

E.coli W. Estos genes están flanqueados por dos regiones del gen lacZ, las 

cuales posibilitaran la integración al cromosoma de la cepa industrial, BL21 AI, 

por recombinación homóloga (Figura 9). 

Para llevar a cabo la integración cromosomal de este cassette con los genes 

del metabolismo de la sacarosa, en primer lugar se amplificó por PCR el gen 

Cloranfenicol Acetil Transferasa (CAT) flanqueado por sitios FRT (FLP 

Recognition Target), del plásmido pKD13 [121], con los oligos Cm pKD3 Fw 
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SacI y Cm pKD3 Rv SacI (Tabla 2). Estos oligonucleótidos permitieron 

incorporar el sitio de restricción SacI. El cassette se clonó en pCSCx a través 

del sitio SacI entre el gen cscA y la región 5’ de lacZ (Figura 9). 

 

Figura 9. Transferencia del cassette que permite utilizar sacarosa a E. coli BL21 AI. Los genes 
cscAKB son provenientes de E .coli W y los mismos están bajo su promotor nativo. El cassette 
utilizado para la recombinación homóloga se construyó clonando el gen de la resistencia a 
cloranfenicol (Cm

R
) flanqueado por los sitios FRT, reconocidos por la FLP recombinasa en el 

pCSCx (creando el pKCN 331). El cassette fue integrado por recombinación homóloga en 
E.coli BL21 AI en el locus lacZ [120]. 

  

Del plásmido resultante, pKCN331, se amplificó la región lacZ´-FRT-Cm-FRT-

cscAKB-lacZ´ en la cual se encuentran los genes cscAKB y la resistencia a 

cloranfenicol, utilizando los oligonuclótidos M13 Fw y M13 Rev, los cuales 

hibridan en las diferentes regiones del gen lacZ. El producto de PCR fue 

tratado con DpnI para degradar el molde de la reacción, y el producto de PCR 

fue purificado y concentrado por precipitación unas 20 veces. 

La inserción se llevó a cabo según el método descripto por Datsenko [121], en 

la región cromosomal del gen lacZ.  

Para ello, células de E. coli BL21 AI con el plásmido helper pKD46 fueron 

crecidas en 50 ml de medio LB con Ampicilina a 30ºC hasta una DO600 de 0,4 y 

se indujeron con 10 mM de L-Arabinosa durante 1 hora, y luego se usaron para 
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preparar células electrocompetentes. La electroporación fue llevada a cabo con 

50 µL de células con 10-100 ng del producto de PCR purificado usando el 

equipo GenePulser (BioRad) y una cubeta de 1 mm a 1800 V, 25 µF y 200 Ω. 

Inmediatamente después se agregó 1 ml de medio LB con 0,5 % de glucosa y 

se incubó 2 horas a 37 ºC. 

La recombinación homóloga ocurrió en el gen lacZ, resultando en la formación 

de colonias resistentes a cloranfenicol (25 µg/µL) y de color blanco cuando se 

las crece en presencia de IPTG (120 µg/µL) y X-gal (80 µg/µL). Estas colonias 

blancas fueron repicadas en placas con los antibióticos Kanamicina y 

Ampicilina para descartar contaminación con el plásmido molde y en placas LB 

con cloranfenicol a 37ºC para curar el plásmido pKD46, el cual posee un origen 

de replicación termosensible. La cepa resultante fue llamada NK5. 

Tres clones transformados independientemente fueron seleccionados para los 

ensayos de expresión. Previamente, la utilización de sacarosa fue verificada 

creciendo las cepas en medio HM suplementado con 2 % de sacarosa. 

 

CONDICIONES DE CRECIMIENTO PARA LOS ESTUDIOS DE EXPRESIÓN 

EN MICROPLACAS 

Las cepas se crecieron desde los stock a -80ºC en placas de LB agar, durante 

toda la noche a 37ºC. Las colonias aisladas se usaron para inocular 5 ml de 

medio HM suplementado con la fuente de carbono apropiada en tubos de vidrio 

de 50 ml y se incubaron toda la noche a 37 ºC a 200 rpm.  

Se prepararon las microplacas (Thermo Fisher Scientific) agregando a cada 

pocillo 190 µL de medio mínimo HM suplementado con 1 % de la fuente de 
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carbono apropiada en cada caso y los antibióticos necesarios, y se inocularon 

con 10 µL del cultivo centrifugado y lavado dos veces con el medio HM. Las 

microplacas se incubaron durante 12 horas a 37 ºC con agitación continua en 

el lector de microplacas Synergy HT, y se registraron los valores de DO600 cada 

30 minutos.  

 

CONDICIONES DE CRECIMIENTO PARA LOS ESTUDIOS DE EXPRESIÓN 

EN TUBOS  

Las cepas recombinantes de E. coli se crecieron a 37 ºC durante toda la noche 

en 2 ml de LB suplementado con el antibiótico apropiado. Para los 

experimentos de expresión, 5 ml de medio HM, se inoculó con el cultivo 

centrifugado y lavado dos veces con el medio HM a una DO600 inicial = 0,1. El 

cultivo se incubó a 200 rpm, 37 ºC, y la expresión de proteínas se indujo a 

OD600 = 1 con 0,12 g/L isopropíli β-D-glucopiranósido (IPTG), o 0,5 g/L (o la 

concentración indicada) de L-arabinosa para el promotor araBAD. El 

crecimiento se continuó durante 6 horas adicionales a 20, 25, 30, 37, 42 o 46 

ºC. 

 

DETERMINACIÓN DEL CRECIMIENTO MICROBIANO  

El crecimiento microbiano fue determinado midiendo densidad óptica de una 

dilución de cada cultivo a 600 nm en un espectrofotómetro NovaspecIII de 

General Electric, de modo de obtener siempre un valor entre 0.2 y 0.7 UA. Para 

determinar la DO600 se multiplicó el valor obtenido (restando el blanco) por el 

factor de dilución. Para determinar el peso seco se centrifugó 1 mL de cultivo 
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durante 1 min a 13000 rpm, se lavaron las células sedimentadas con agua 

destilada y luego se secaron durante 12 h a 105ºC antes de pesarse. Se 

determinó que 1 unidad de DO600 era equivalente a 0,36 g PS/L. 

 

DISRUPCIÓN CELULAR Y ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 

Las células y los sobrenadantes de los cultivos en batch se separaron mediante 

centrifugación. Las células se resuspendieron en buffer citrato 20 mM (pH 6,0), 

y NaCl 20 mM, en un volumen tal que la OD600 final = 4. Estas células se 

lisaron en baño de hielo-agua en un sonicador de ultrasonido GEX 600. Los 

extractos celulares obtenidos se separaron por SDS-PAGE como se describió 

anteriormente. 

 

ENSAYOS DE ACTIVIDAD 

Se midió la actividad β-glucosidasa de cada una de las construcciones 

utilizando el sustrato p- nitrofenil-β-D-glucopiranósido (pNPG) [15]. La mezcla 

de reacción se compone de 465 µl de buffer citrato 25 mM, Tritón X-100 0,1% y 

NaCl 20 mM (pH 6,5), 25 µl de pNPG 20 mM, y 10 µl de la dilución apropiada 

de la muestra que contiene la enzima en el mismo buffer. Después de la 

incubación a 80 °C durante 5 min exactos, la reacción se detuvo por la adición 

de 1 ml de carbonato de sodio 200 mM frío. La actividad se estimó 

espectrofotométricamente mediante la lectura de la absorbancia del p-nitrofenol 

liberado a 405 nm (ε = 18700/mol). Una unidad (U) se define como la cantidad 

de enzima requerida para la hidrólisis de 1 mol pNPG/min, bajo las 

condiciones del ensayo.  
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FERMENTACIÓN DE ALTA DENSIDAD CELULAR 

El inóculo con la cepa indicada en cada caso, se preparó en un Erlenmeyer de 

1 L conteniendo 0,1 L de LB y se incubó a 37 ºC y una agitación de 200 rpm. 

La fermentación se llevó a cabo en un fermentador de 2 L (New Brunswick Bio 

Flo 115 EE.UU.) con 1 L del medio indicado en cada caso. La temperatura, 

agitación y pH se mantuvieron a 37 ºC, 1.200 rpm y 7 (mediante la adición de 

25% (p/v) de NH4OH), respectivamente. La concentración de oxígeno disuelto 

en el medio de cultivo se mantuvo a niveles mayores o iguales a 30% del valor 

de saturación con aire, enriqueciendo la corriente de aire con oxígeno puro de 

ser necesario. La solución de alimentación contenía 800 g/L de glicerol y 20 g/L 

de MgSO4.7H2O, 600 g/L de glucosa y 20 g/L de MgSO4.7H2O, o de 500 g/L de 

sacarosa y 20 g/L de MgSO4.7H2O. La velocidad de crecimiento específico se 

mantuvo a 0,25 1/h (o en los valores indicados en cada caso). 

La expresión de los genes egasa1, groES y groEL se indujo a OD600 = 100 

mediante la adición de L-arabinosa a una concentración final de 0,5 g/L. 

Después de la inducción, la velocidad de alimentación se mantuvo en 10 g/L/h 

excepto en los ensayos de optimización de la post-inducción. 

 

HOMOGENEIZACIÓN DE ALTA PRESIÓN PARA CULTIVOS DE ALTA 

DENSIDAD 

Una vez finalizada la fermentación, las células se rompieron dos veces en hielo 

a una presión de 1000 bar con un homogeneizador de alta presión (GEA Niro 

Soavi, Panda Plus 2000).  
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PURIFICACIÓN  

El lisado celular se calentó a 80ºC durante 10-20 min y luego se centrifugó a 

10000 rpm durante 30 minutos en una centrífuga de mesa (Eppendorf 5804R). 

La concentración de EGasa1 obtenida se estimó tanto por la actividad β-

glucosidasa como por cuantificación densitométrica en SDS-PAGE usando un 

escáner y una curva estándar (1, 0,75, 0,5 y 0,25 µg/pocillo) de proteína His6-

EGasa1 purificada por cromatografía de afinidad (pureza> 90% por SDS 

PAGE) incluida en cada gel. El software ImageJ fue utilizado para realizar la 

cuantificación de las imágenes escaneadas. 

 

HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DE EG EN BIODIESEL  

Se agregaron 1,95 ml de solución buffer con diferentes pHs y concentraciones 

a 13 g de biodiesel crudo comercial con una concentración de EG conocida, o 

biodiesel destilado con 100 ppm de EG, conteniendo NaCl y enzima EGasa1. 

La mezcla se agitó a 400 rpm en un agitador magnético VP 710 (V&P Scientific, 

San Diego, USA) a diferentes temperaturas para optimizar las condiciones de 

reacción. A diferentes tiempos de incubación, se tomaron alícuotas de 500 μL 

para la cuantificación de glucosa como indicador de la hidrolisis de EG. Las 

mejores condiciones de reacción determinadas se utilizaron para eliminar EG 

de biodiesel en ensayos en escala piloto (15 L) e industrial (20 toneladas), 

como se detalla en la sección Resultados.  

 

 

 



Maeriales y Métodos 

67 
 

ANÁLISIS DE LA HIDRÓLISIS DE EG 

La hidrólisis de EG fue determinada por la formación de glucosa, uno de los 

productos de reacción, como se describió previamente [14]. Debido a que la 

cantidad de glucosa liberada de los EG se particiona cuantitativamente en la 

fase acuosa de las en emulsiones de agua/biodiesel, este método puede 

usarse tanto en reacciones acuosas como en agua/biodiesel. La glucosa se 

convirtió a 6-fosfatogluconato en una reacción enzimática acoplada 

(hexoquinasa, Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa) como se muestra en la 

Figura 10, con formación de NADPH, el cual se determinó fluorométricamente a 

340 nm en un lector de microplacas Synergy 2 (BioTek). La curva de 

calibración fue obtenida con cantidades conocidas de glucosa. 

 
Figura 10: Esquema de la reacción enzimática acoplada para la cuantificación del grado de 
hidrólisis de EG por EGasa1. 

 

La hidrólisis de EG también fue analizada por SPE-GC-FID basada en la 

determinación anteriormente descripta [14]. Las muestras de biodiesel fueron 

suplementadas con 50 ppm de colesteril glucósido (Sigma 28609) como patrón 

interno. 

 

Enzima
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PRUEBAS DE CALIDAD DE BIODIESEL 

Se realizaron las pruebas de Contaminación Total (TC), prueba de filtración en 

frío (del inglés Cold Soak Filtration Test, CSFT), tendencia al bloqueo de filtros 

(Filter Blocking Tendency, FBT), y la tendencia de bloqueo de filtros en frío 

(Cold Soak Filter Blocking Tendency, CSFBT) de acuerdo con los 

procedimientos descriptos en la norma EN 12662, ASTM D7501, ASTM D2068 

y CAN/CGSB-3.524-2011, respectivamente, en un laboratorio acreditado 

basado en la norma ISO 17025. Todos los experimentos fueron llevados a cabo 

por triplicado. 
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INTRODUCCION 

Las enzimas de microorganismos termofílicos juegan un rol cada vez más 

importante en biología molecular y en aplicaciones industriales [122]. Con el 

desarrollo de las tecnologías de secuenciación del DNA en los últimos años, se 

evidencia un incremento en los genomas secuenciados de bacterias 

extremófilas termofílas [123] y como consecuencia también se ve aumentada la 

producción de proteínas recombinantes de organismos termofílicos en 

hospedadores mesófilos, 

Se debe tener en cuenta que ambas especies presentan diferentes usos de 

codones, por lo que resulta fundamental recurrir a la biología sintética a fin de 

rediseñar los genes, para que puedan ser expresados exitosamente en los 

microorganismos mesófilos. 

E. coli es unos de los organismos procariotas más extensamente usados para 

realizar manipulaciones genéticas y subsecuentes producciones a gran escala 

de diversos productos. Sin embargo, la sobreexpresión de proteínas 

recombinantes en el citoplasma de E.coli puede resultar en la formación de 

agregados insolubles, los cuales representan la principal limitante en la 

producción de proteínas recombinantes en este microorganismo [28, 33, 124]. 

La obtención de productos biológicamente activos a partir de agregados 

insolubles se lleva a cabo utilizando agentes caotrópicos, seguido de dilución o 

diálisis en buffers de replegado apropiados. Sin embargo, la compleja 

optimización de los procesos de replegado, en general, no provee grandes 

rendimientos [125]. De esta manera, maximizar la expresión de las proteínas 

recombinantes en una forma soluble y activa in vivo es una condicion que 

genera un gran impacto en la econimia de estos procesos.Desde una 
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perspectiva industrial, los bajos rendimientos y altos costos de recuperación de 

un producto obtenido desde una fuente microbiana no son aceptables, y se 

deben explorar las condiciones en las cuales el balance entre la producción y la 

fisiología del hospedador maximicen el rendimiento del producto. En la 

literatura se describen diversos enfoques para evitar la formación de agregados 

insolubles. Algunos de estos métodos incluyen la modificación de las 

condiciones de cultivo, el cambio del hospedador y el uso de proteínas de 

fusión [126]. Por otra parte, el uso de chaperonas moleculares ha sido 

extensamente utilizado para catalizar el plegamiento de proteínas Los efectos 

de la co-expresión de chaperonas moleculares in vivo sobre la solubilidad de 

proteínas blanco han sido ampliamente reportados [127-132]. Sin embargo, el 

éxito de la co-expresión de las chaperonas depende de las afinidades relativas 

de los sistemas de chaperonas con las proteínas parcialmente plegadas, y de 

la cinética de agregación de esas especies. Por lo tanto, es necesario ajustar la 

expresión tanto de la proteína de interés como del sistema de chaperonas para 

aumentar la cantidad proteína soluble.  

En la primera etapa de este trabajo se describe la utilización de diferentes 

estrategias con el objetivo de mejorar la producción de EGasa1 en E. coli, 

basadas en modificaciones en el rediseño del gen codificante, la mejora del 

sistema de expresión, la co-expresión de chaperones moleculares y la 

optimización de condiciones de proceso/crecimiento. 
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RESULTADOS 

Optimización de la expresión de EGasa1. 

Previo a este trabajo de tesis, en el laboratorio se llevaron a cabo ensayos 

preliminares para producir EGasa1 de Thermococcus litoralis mediante 

expresión heteróloga en E. coli. En esos ensayos se utilizó un vector derivado 

del pET24a, bajo el promotor T7, en la cepa E. coli BL21 (DE3) como huésped. 

Ese sistema permitió alcanzar, después de 6 horas de inducción a 30°C, una 

actividad β-glucosidasa final de 1,3 U/mL. Esto representa tan solo 27 mg/L de 

EGasa1, un rendimiento muy inferior al necesario para permitir implementar el 

uso de esta enzima a escala industrial, según los cálculos de costos realizados 

por nuestro grupo con la ayuda de consultores especializados en procesos 

para la industria del biodiesel. Los intentos de producir EGasa1 en huéspedes 

alternativos con sistemas de secreción para la expresión de proteínas, tales 

como Pichia pastoris y Corynebacterium glutamicum, no tuvieron éxito. Por lo 

tanto, se centraron los esfuerzos en la mejora de la productividad en E. coli 

para aumentar los rendimientos de EGasa1 a través de diferentes estrategias. 

 

1. Rediseño del gen que codifica para la EGasa1: optimización del uso 

de codones. 

Con el fin de maximizar la expresión del gen egasa1 en E. coli, su secuencia 

fue optimizada para dicho microorganismo, utilizando el programa Optimizer 

[133]. Este programa acepta secuencias de aminoácidos y entrega secuencias 

de ADN automáticamente diseñadas en base a tablas de uso de codones 

provistas por el usuario. Intuitivamente, la forma más simple de diseñar un gen 
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para obtener altos niveles de expresión sería asignar el codón más abundante 

a cada uno de los aminoácidos de la secuencia. Sin embargo, a partir de 

estudios previos realizados en nuestro laboratorio, se ha demostrado que esta 

estrategia de diseño “un codón-un aminoácido” no es necesariamente la mejor 

[81]. En primer lugar un gen de estas características con un elevado nivel de 

transcripción puede generar un desequilibrio en el “pool” de tARNs intracelular, 

afectando el crecimiento y la viabilidad del microorganismo productor en 

detrimento de la producción final de la proteína deseada. En segundo lugar, sin 

flexibilidad en el uso de codones no es posible evitar que en el diseño se 

generen ciertas secuencias indeseadas, tales como estructuras secundarias de 

mARN que afecten la traducción, o secuencias de Shine-Dalgarno internas. 

Finalmente, con un uso de codones rígido no es posible agregar o eliminar 

sitios de restricción que faciliten la manipulación de la secuencia de ADN. 

Debido a esto, para optimizar el uso de codones se utilizó una tabla, en la cual 

a cada codón se le asigna una frecuencia idéntica a aquella con la que aparece 

en el genoma de cada microorganismo, proceso designado “randomización de 

codones”, el cual ha dado excelentes resultados en numerosos experimentos 

previos llevados a cabo por nuestro grupo de trabajo [78, 134, 135]. La síntesis 

de ADN fue encargada a una compañía especializada (Genescript). 

Es importante mencionar que independientemente de todos los recaudos 

tomados en su diseño, existen factores desconocidos que pueden afectar la 

expresión de un gen no natural [136]. 

Se diseñaron, sintetizaron y evaluaron dos versiones del gen egasa1, uno de 

ellos con el uso de codones optimizado para E. coli, y el otro con uso de 
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codones consenso optimizado tanto para la expresión en Sacharomyces 

cereviciae como para la expresión en E. coli. 

Como se observa en la Figura 11 la mayor actividad de EGasa1 se obtuvo de 

la expresión del gen con uso de codones fue optimizado tanto para E.coli como 

para S. cereviciae (pET24a-EGasa1sc). 

 

Figura 11: Perfiles de expresión de EGasa1 determinados por la actividad β-glucosidasa en 
E.coli BL21 (DE3) bajo diferentes versiones del gen egasa1, una con el uso de codones 
optimizado para su expresión en E. coli (egasa1ec) y otra versión con uso de codones mixto 
optimizado tanto para E. coli como para S. cereviciae (egasa1sc) 
Los resultados son valores promedios y desviaciones estándar de al menos tres experimentos 
independientes. 
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2. Selección del promotor óptimo para la expresión de la proteína 

EGasa1 

En general, el desarrollo de protocolos eficientes para la expresión de genes 

recombinantes es y dependiente del gen en estudio [137]. Para la selección del 

promotor óptimo se dispone de muchas alternativas con diferentes sistemas de 

inducción (es decir, promotor constitutivo, regulado positiva y negativamente), 

los cuales además presentan fuerzas variables.  

Para seleccionar el promotor más eficaz para la expresión de EGasa1, se 

construyeron diferentes vectores, en los cuales la transcripción se controla 

mediante distintos tipos de promotores , algunos inducibles: Lac, Tac, araBAD, 

T5, T7 (y sus versiones atenuadas T725% y T710%), y uno constitutivo, el CP8 

(Tabla 3). Para reducir los efectos potenciales sobre la expresión, no 

relacionados con las características de los promotores en sí mismos, todos los 

vectores utilizados fueron diseñados de tal manera que los formatos de los 

vectores sean idénticos y los genes a expresar fueron en todos los casos 

integrados en el mismo lugar.  

La cepa de E. coli BL21AI se utilizó como huésped para el plásmido pKCN-

BAD-EGasa1. Esta cepa tiene una inserción cromosómica del gen que codifica 

la ARN polimerasa del bacteriófago T7 (T7RNAP) en el locus araB del operón 

araBAD, quedando la T7 RNAP bajo el control del promotor araBAD inducible 

por arabinosa. Si bien el plásmido pKCN-BAD-EGasa1 no requiere la T7RNAP 

para la expresión del gen EGasa1, esta cepa es incapaz de catabolizar L-

arabinosa, ya que tiene inactivado el gen araB, transformándolo de esta 

manera en un inductor no metabolizable Para el resto de los plásmidos 

construidos se utilizó E.coli BL21 (DE3), la cual contiene el lisógeno λDE3 que 
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lleva la T7 RNA polimerasa bajo control del promotor lacUV5 (inducido por 

IPTG) [115]. 

Se transformó con cada uno de los plásmidos en el hospedador 

correspondiente, y con las cepas resultantes se hicieron ensayos de expresión 

en cultivos (5ml). Se incubaron a 30°C, y la expresión de la enzima se indujo 

mediante la adición del inductor correspondiente.  

En todos los casos, la DO600 final alcanzada después de 6 h de incubación fue 

similar (Tabla 4). 

 

 cp8 Lac Tac Bad T5 T7 T7 25% T7 10% 

DO600 2,85±0,21 2,48±0,10 2,58±0,25 3,15±0,20 2,95±0,21 3,20±0,40 2,95±0,45 2,62±0,20 

Tabla 4. Densidades ópticas finales del ensayo de expresión con distintos promotores. Los 
resultados son valores promedios y desviaciones estándar de tres experimentos 
independientes. 

 

La producción de EGasa1 se midió mediante el análisis de su actividad β-

glucosidasa en los extractos obtenidos a partir de cultivos normalizados a una 

DO600 final=4, y los resultados obtenidos muestran que la actividad más alta se 

alcanzó usando el promotor araBAD (Figura 12). La actividad obtenida con esta 

cepa representa un aumento del 40% comparado con la expresión inicial a 

partir del promotor T7. Además del mayor rendimiento, el uso de promotor 

araBAD tiene una gran ventaja sobre los promotores inducibles para producir 

EGasa1 a escala industrial, porque el costo de la L-arabinosa es 

aproximadamente 10 veces menor que el del IPTG. La actividad obtenida a 

partir de la cepa con promotor constitutivo fue la más baja de todas las 

evaluadas. 
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Figura 12: Perfiles de expresión de EGasa1 determinados por la actividad β-glucosidasa en 
cultivos de E.coli BL21 (DE3) o BL21 AI bajo diferentes promotores. Los resultados son valores 
promedios y desviaciones estándar de al menos tres experimentos independientes. 
 

3. Co-expresión de EGasa1 con chaperones moleculares 

El análisis de las fracciones de proteínas solubles e insolubles obtenidos a 

partir de E. coli BL21AI transformada con el plásmido pKCN-BAD-EGasa1 

revela que, a pesar de que esta cepa presenta mayor expresión, la mayor parte 

de la proteína EGasa1 sintetizada se encuentra en agregados insolubles 

(Figura 13A).  

La co-expresión de proteínas recombinantes con chaperonas moleculares se 

ha utilizado anteriormente para reducir eficazmente la formación de agregados 

insolubles [138, 139]. Sin embargo, la complejidad de la predicción del sistema 

de chaperonas óptimo para una proteína particular requiere experimentos de 

prueba y error [140]. Por esta razón, se evaluó el efecto de la co-expresión de 

EGasa1 con diferentes combinaciones de chaperonas expresadas a partir de 

cinco plásmidos diferentes, pG-KJE8, pGro7, pKJE7, PG-Tf2 o pTF16. Las 

chaperonas codificadas en cada plásmido se detallan en la Tabla 3 de la 

sección Materiales y Métodos. Todos estos plásmidos contienen orígenes de 

replicación y marcadores de selección compatibles con el vector de expresión 

pKCN-BAD-EGasa1. 
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Se co-transformó E. coli BL21AI con el vector pKCN-BAD-EGasa1 y cada uno 

de los plásmidos codificantes para chaperonas, y se evaluó la expresión de 

EGasa1 en cultivos de las cepas resultantes. El análisis de la actividad β-

glucosidasa reveló que la producción de EGasa1 aumentó más de 3 veces 

cuando la expresión de la misma se llevó a cabo en presencia de las 

chaperonas GroES/EL proporcionada por el plásmido pGro7 (Figura 13B). El 

incremento en la actividad puede ser explicado por el aumento en la solubilidad 

de EGasa1 debido a la sobreexpresión de GroES/EL, como se muestra en el 

análisis por SDS-PAGE (Figura 13A).  

A 

 

 

 

 

 

 

B 

 

Figura 13: Expresión de EGasa1 en E.coli BL21AI asistida por diferentes chaperonas. (A) 
Análisis por SDS-PAGE de las fracciones proteicas de las cepas conteniendo los plásmidos 
pKCN-BAD-EGasa1 y cada uno de los cinco plásmidos que codifican para las diferentes 
combinaciones de chaperonas. M: Marcador de Peso Molecular. S: Fracción soluble. I: 
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Fracción Insoluble. (B) Perfiles de expresión de EGasa1 determinado por actividad β-
glucosidasa. Los resultados son valores promedios y desviaciones estándar de al menos tres 
experimentos independientes. 
 
 

Este análisis también revela que la co-expresión de algunas chaperonas, tales 

como los presentes en pG-TF2, pKJE7 y pG-KJE8, puede influir negativamente 

en el rendimiento total de la proteína blanco producida. Previamente se han 

observado estos efectos secundarios de la co-expresión de chaperonas y se 

relacionan con la inhibición del crecimiento celular (Tabla 5) y la proteólisis de 

la proteína recombinante [126, 128]. 

Tabla 5. Densidades ópticas finales del ensayo de co-expresión de pKCN-BAD-EGasa1 con 
diferentes sistemas de chaperonas. 

 

El uso de un solo inductor para conducir la expresión de proteínas de pGro7 y 

pKCN-BAD-EGasa1 es muy ventajoso en términos de costos y operaciones. 

Sin embargo, debido al marcado efecto de GroES/EL sobre la producción 

EGasa1, se planteó si pGro7 podría ejercer un efecto aún mayor sobre la 

expresión EGasa1 cuando ésta se expresa desde otros promotores. Para 

probar esto, las cepas utilizadas en la sección anterior (Figura 11) se 

transformaron con pGro7, y se ensayó la producción EGasa1 como se ha 

descrito anteriormente. Los resultados obtenidos fueron similares a los 

presentados en la Figura 12 (Figura 14 y Tabla 6), lo que confirma araBAD 

como el promotor preferido para la expresión EGasa1. 

Muestras pTf16 pKJE7 pG-KJE8 pG-Tf2 pGro7 (-) 

DO600 3,03±0,11 1,75±0,16 2,76±0,17 2,98±0,01 2,28±0,60 3,15±0,13 
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Figura 14: Niveles de actividad β-glucosidasa en E.coli BL21AI bajo diferentes promotores co-
expresados con pGro7. Los resultados son valores promedios y desviaciones estándar de al 
menos tres experimentos independientes. 

 

 
cp8 Lac Tac Bad T5 T7  T7 25% T7 10% 

DO600 2,91±0,40 3,08±0,21 2,65±0,33 3,22±0,52 2,84±0,10 2,42±0,10 2,80±0,15 2,82±0,20 

Tabla 6. Densidades ópticas finales del ensayo de co-expresión de pGro7 con EGasa1 
expresada desde diferentes promotores.  
 
 

4. Optimización de las condiciones del proceso.  

La reducción de las temperaturas de crecimiento es una estrategia conocida 

para disminuir los niveles de agregación in vivo de proteínas recombinantes. La 

velocidad de síntesis de proteínas y las interacciones hidrofóbicas, dependen 

fuertemente de la temperatura y a su vez determinan el grado de agregación 

[125, 141]. Los experimentos descriptos anteriormente se llevaron a cabo a una 

temperatura de inducción fijada en 30°C, a fin de proporcionar una velocidad de 

crecimiento compatible con un proceso industrial.  

Para determinar el efecto de la temperatura de incubación sobre la expresión 

de EGasa1, E. coli BL21 AI con los plásmidos pKCN-BAD-EGasa1 y pGro7 fue 

inducida en cultivos en lote que se incubaron a 37, 30, 25 y 20°C.  

Los resultados obtenidos mostraron que las temperaturas más bajas no 

aumentan la producción de EGasa1, mientras que los niveles más altos de 
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actividad β-glucosidasa se observaron a una temperatura de inducción de 37 

°C (Figura 15). Un comportamiento similar fue reportado previamente [142] 

utilizando cuatro enzimas termófilas expresadas en E. coli, siendo posible su 

expresión en la fracción soluble sólo a 46°C.  

Cuando la expresión EGasa1 se ensayó a 42 y 46°C después de la inducción, 

la actividad β-glucosidasa no aumentó en comparación con la obtenida a 37°C 

(Figura 15) y, como era de esperar, la velocidad específica de crecimiento fue 

menor (Tabla 7), por lo tanto, se redujo la productividad volumétrica. 

 

Figura 15. Perfiles de expresión de EGasa1 determinados por la actividad β-glucosidasa en 
E.coli BL21AI a diferentes temperaturas de inducción. Los resultados son valores promedios y 
desviaciones estándar de al menos tres experimentos independientes. 
 
 

Temperatura (ºC) 20 25 30 37 42 46 

µ (1/h) 0,29±0,02 0,38±0,03 0,46±0,05 0,56±0,01 0,16±0,10 0,08±0,01 

Tabla 7. Velocidades de crecimiento para los ensayos de expresión de EGasa1 a diferentes 
temperaturas. 

 

Debido a que tanto los genes egasa1 y groES-groEL están regulados por el 

promotor araBAD, es necesario analizar la etapa óptima de cultivo en la que se 

debe agregar el inductor y la concentración óptima del mismo para alcanzar los 

rendimientos máximos de proteínas, con los menores costos de producción.  
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Para determinar en qué momento del cultivo se debe agregar el inductor, se 

añadieron 0,5 g/L de L-arabinosa a cultivos en lote de E. coli BL21AI con los 

plásmidos pKCN-BAD-EGasa1 y pGro7 a DO600 0,15 (0 hs de cultivo), 0,80 (2 

hs de cultivo), 2,00 (4 hs de cultivo) y 4,00 (8 hs de cultivo), lo que representa 

la etapa inicial del cultivo, pre, media, y post crecimiento exponencial de E. coli, 

respectivamente.  

Los niveles de actividad β-glucosidasa observados en las diferentes DO600 de 

inducción indican que la mejor productividad EGasa1 del sistema se alcanza 

cuando se induce la expresión en la mitad de la etapa de crecimiento 

exponencial (DO600= 2, 4 hs de cultivo) (Figura 16A).  

En cuanto a la determinación de la concentración óptima de inductor requerida 

para la producción de EGasa1, se realizaron cultivos en lote de la cepa 

productora inducidos en la mitad de la etapa de la fase de crecimiento 

logarítmico a 37°C con 0,25, 0,5, 0,75, 1,0 y 1,5 g/L de L-arabinosa. Los 

resultados obtenidos indican que el sistema de expresión aumenta su 

productividad con la concentración de L-arabinosa, hasta alcanzar una meseta 

a 0,5 g/L (Figura 16B). 
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Figura 16: Perfiles de expresión de EGasa1 determinados por la actividad β-glucosidasa en 
E.coli BL21AI inducida en diferentes momentos (A), y a diferentes concentraciones de 
arabinosa (B). Los resultados son valores promedios y desviaciones estándar de al menos tres 
experimentos independientes. 
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DISCUSIÓN 

La enzima recombinante EGasa1 de Thermococcus litoralis fue expresada 

previamente en forma funcional en E. coli por nuestro grupo [17]. Esta enzima 

es capaz de hidrolizar eficientemente los esteril glucósidos presentes en el 

biodiesel lo cual le confiere un enorme potencial para la mejora de la calidad de 

este combustible a nivel industrial. Sin embargo, los niveles de expresión 

fueron bajos, detectándose agregación de la proteína recombinante al sobre-

expresarla en E. coli desde un promotor T7. 

En este trabajo de Tesis se probaron inicialmente dos versiones del gen 

sintético egasa1, una con el uso de codones optimizado para su expresión en 

E. coli (egasa1ec) y otra versión con uso de codones mixto optimizado tanto 

para E. coli como para S. cereviciae (egasa1sc). La mayor actividad EGasa1 se 

obtuvo a partir de la expresión del gen con uso de codones optimizado tanto 

para E. coli como para S. cereviciae (pET24a-EGasa1sc). Probablemente el 

transcripto generado posea ciertas secuencias indeseadas tales como 

estructuras secundarias del mRNA o secuencias Shine-Dalgarno internas que 

afecten la traducción. De cualquier manera las actividades enzimáticas 

resultantes de la expresión de ambos genes son similares considerando las 

desviaciones estándar de las medidas efectuadas. 

Como paso siguiente se ensayó una batería de promotores disponibles en el 

laboratorio. Entre ellos, se seleccionó al promotor pBAD, ya que proporcionó 

los mejores resultados, y además posee características importantes para la 

producción industrial de enzimas recombinantes, tales como el bajo costo de 

inducción. Se pueden inducir cultivos de alta densidad por agregado de bajas 
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concentraciones de L-arabinosa de calidad industrial, cuyo costo tendrá 

bajísima incidencia en el costo final del medio de cultivo.  

La siguiente estrategia ensayada, en busca de evitar la formación de 

precipitados insolubles, fue la co- expresión de chaperonas [50]. Algunas 

proteínas de E. coli expresadas en respuesta a estrés por calor han 

demostrado ser necesarias para el correcto plegamiento de muchas proteínas 

recombinantes. Las chaperonas más abundantes y fisiológicamente más 

importantes en E. coli son: DnaK, DnaJ, GrpE, GroEL, GroES y el sistema TF 

[139]. 

Se piensa que el conjunto de chaperonas DnaK-DnaJ-GrpE mantiene las 

proteínas nacientes o preexistentes en estados desplegados, mientras que el 

conjunto GroEL-GroES puede interaccionar con polipéptidos parcialmente 

plegados y asistir en el plegado adicional[127]. Con respecto al Factor 

desencadenante (TF) se encontró que la co- expresión del mismo con 

proteínas recombinantes de E. coli previene la agregación. TF se une al 

ribosoma y a las cadenas de polipéptidos nacientes actuando como un 

catalizador del plegado. Sin embargo el efecto de TF puede ser distinto 

dependiendo de la proteína usada [143].  

La co- expresión de estos sistemas de chaperonas, solos o combinados, 

permitió determinar que únicamente la sobreexpresión de las chaperonas 

moleculares GroES/EL a partir del plásmido pGro7 incrementó más de 3 veces 

la actividad de la enzima respecto al control. Estas condiciones mostraron un 

aumento de la EGasa1 en la fracción soluble de los extractos crudos, 

analizados mediante SDS-PAGE, sugiriendo un mejor plegamiento de la 

proteína. 
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La disminución de la temperatura de crecimiento es un estrategia conocida 

para reducir la agregación in vivo de proteínas recombinantes [144]. En el 

sistema en estudio, la disminución de la temperatura no aumentó la actividad 

recuperada de EGasa1, y los mayores niveles de actividad β-glucosidasa se 

observaron para una temperatura de inducción de 37ºC. Dado que, fue 

reportado previamente el incremento en el plegamiento de proteínas 

recombinantes provenientes de organismos termófilos en E.coli a 46ºC [142], 

se analizó la expresión de la EGasa1 a temperaturas de inducción de 42 o 

46ºC. Los resultados obtenidos no mostraron aumento en la actividad β-

glucosidasa con respecto a la alcanzada a 37ºC, y además disminuyeron las 

velocidades de crecimiento. 

Finalmente, debido a que tanto los genes de GroES-GroEL como el de la 

EGasa1 están localizados bajo el promotor del araBAD, se propuso determinar 

el momento óptimo de de inducción. La adicion de L-arabinosa es el punto 

crucial para lograr una expresión eficiente de ambos genes, lograr su correcto 

plegamiento, y determinar la concentración mínima de inductor necesaria.  

Como resultado de esta etapa del trabajo de tesis se obtuvo una cepa capaz de 

expresar eficientemente 9 U/ml de EGasa1 en lote, unas 7 veces más que la 

actividad inicial. Las condiciones optimas de producción determinadas en estos 

experimentos fueron: co-expresión del gen sintético egasa1 optimizado para E. 

coli y S. cereviciae expresado a partir del promotor araBAD, y del sistema de 

chaperonas GroES/GroEL a partir del plásmido pGro7 inducidos en la fase 

exponencial del cultivo con 0,5 g/L de L-arabinosa, e incubados a 37ºC. 
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INTRODUCCIÓN 

Cultivos de alta densidad de células 

Para que la producción de enzimas industriales resulte económicamente viable, 

es esencial poder obtener cultivos de altas densidades celulares, a fin de 

obtener una elevada produccion volumétrica (U de EGasa1/ml/h). En E. coli, la 

mayor limitante para obtener cultivos en lote de altas densidades celulares es 

la alta concentración de sustrato inicial. Un medio definido que contiene la 

máxima concentración de nutrientes que no generan inhibición permite crecer 

E. coli sólo hasta una densidad de unos 15 g/L [27, 52] 

En consecuencia, para obtener un cultivo de E. coli con altas densidades 

celulares es necesario tener un medio de cultivo diseñado para evitar la 

toxicidad por altas concentraciones de sustrato y una estrategia de 

alimentación que maximice la velocidad crecimiento. La alimentación puede ser 

constante o intermitente, pero debe satisfacer la demanda de fuentes de 

energía, carbono y nitrógeno para un crecimiento exponencial o lineal de E. 

coli. 

El medio de fermentación conforma el medioambiente químico para el cultivo. 

Comprende una mezcla de sustratos esenciales para el crecimiento celular y la 

formación de productos deseados. En éste, los macroelementos son carbono, 

oxígeno, nitrógeno, hidrógeno y fósforo, y una vez asimilados constituyen 

alrededor del 95% del peso celular. Los microelementos, tales como el 

magnesio, el azufre y el potasio son requeridos a concentraciones más bajas 

(<1%). Los elementos traza son frecuentemente activadores de reacciones 

enzimáticas y son requeridos en muy bajas concentraciones [145].  
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Un medio complejo contiene fracciones indefinidas de los componentes, y 

están conformados generalmente por extracto de levadura, hidrolizados de 

proteínas [146] o materias primas lignocelulósicas [147, 148] [131]. En un 

medio definido se conoce la composición química exacta, esto permite 

controlar y analizar el crecimiento y provee ventajas en cuanto al escalado o 

posterior tratamiento de los procesos.  

Un medio mínimo es un medio definido con las cantidades mínimas necesarias 

de cada uno de los componentes, y es comúnmente usado para producción de 

proteínas recombinantes tanto a escala de laboratorio como industrial [145]. 

Los medios mínimos típicos para la producción de proteínas recombinantes en 

fermentaciones contienen sales minerales, elementos traza, glucosa como 

fuente de carbono y amonio como fuente de nitrógeno.[53].  

 

Glicerol crudo como única fuente de carbono y energía 

El rápido desarrollo de la tecnología de la producción de biodiesel ha conducido 

a la generación de grandes cantidades de glicerol, como el principal 

subproducto del proceso. Estequiométricamente, se ha calculado que por cada 

100 kg de biodiesel, se producen 10 kg de glicerol. Dependiendo de la 

tecnología utilizada en distintas plantas de biodiesel, el glicerol crudo puede 

contener numerosos tipos de impurezas tales como metanol, sales, jabones, 

metales pesados, y los ácidos grasos residuales. Este hecho, a menudo hace 

que la purificación de la glicerina derivada de biodiesel no sea rentable. Por lo 

tanto, la biotransformación de glicerol crudo representa una alternativa 

prometedora para la gestión eficaz de este tipo de residuos industriales [149] 
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El interés sobre la valorización del glicerol crudo derivado de biodiesel a través 

de procesos biotecnológicos se refleja en la reciente aparición de diversos 

estudios en la literatura internacional, con el objetivo de evaluar la capacidad 

de utilización de glicerol como sustrato para numerosos bioprocesos [150-152]  

De esta manera, desarrollar una cepa que pueda crecer eficientemente a 

expensas de glicerol crudo podría ser clave en el desarrollo de un proceso de 

manufactura económico. Si bien E. coli es naturalmente capaz de crecer en 

glicerol, se ha reportado [119]que la sobreexpresión del gen glpF, que codifica 

para la permeasa que facilita la captación de este sustrato, le confiere a este 

microorganismo la capacidad de crecer con mayor eficiencia en glicerol.  

De esta manera, se especuló que la co- expresión de la proteína del 

transportador con la proteína de interés en la cepa industrial, resulte en una 

herramienta que aumente la productividad y disminuya los costos de 

producción.  

 

Sacarosa como única fuente de carbono y energía 

Comúnmente, las fuentes de carbono utilizadas en las fermentaciones son 

azúcares simples. El objetivo a futuro es ser capaces de utilizar estos azúcares 

simples a partir de la degradación de biomasa lignocelulósica barata y 

abundante. Sin embargo, el desarrollo de esta fuente de carbono como materia 

prima de fermentación ha sido lento debido a la resistencia de la lignocelulosa 

a la sacarificación para la producción de azúcares fermentables. Además, los 

productos contienen generalmente inhibidores que interfieren con la 

fermentación microbiana [153].  
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La sacarosa de la caña de azúcar ha sido identificada como una de las 

materias primas de carbono más baratas disponibles para la fermentación 

industrial (Tabla 8). En comparación con la glucosa del maíz, la sacarosa de la 

caña de azúcar es también favorable desde un punto de vista del medio 

ambiente debido a que se necesita menor energía para su producción y el 

efecto invernadero por las emisiones de gases también es menor [154, 155]. 

Fuente de Carbono Costo (Dólares por tonelada)* 

Glucosa 700-1000 
Glicerina Refinada 600-700 

Glicerina Cruda 200-300 
Sacarosa (caña de azúcar) 150-250 

Tabla 8.Costos de las diferentes fuentes de carbonos disponibles para crecer E.coli 
*Fuente:http://www.alibaba.com. Julio 2016 

 

El rendimiento de azúcares fermentables a partir de la caña de azúcar es muy 

alto, y los residuos de fibra de la extracción (bagazo) se pueden utilizar como 

una fuente de energía durante el procesamiento. Por estas dos razones, es la 

fuente de carbono preferida en regiones tropicales y sub-tropicales, donde la 

caña de azúcar es fácil de cultivar y está fácilmente disponible. 

 

Perfiles de alimentacion 

Los procesos de producción de enzimas recombinantes en E. coli se dividen 

típicamente en tres etapas: (i) fase de lote, en la cual se agrega una cantidad 

limitada de fuente de carbono y el microorganismo crece a velocidad de 

crecimiento específico (µ) máxima seguida de (ii) una etapa de alimentación 

adonde el µ está regulado por la velocidad de suministro de la fuente de 

carbono, administrada en forma exponencial; y (iii) la etapa de alimentación 

post- inducción. 
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Si bien existe un consenso generalizado respecto a la cantidad de fuente de 

carbono a adicionar en la etapa (i) y al perfil de alimentación de la etapa (ii), 

una de las variables que mayor impacto tiene en la producción de proteínas 

recombinantes es el perfil de alimentación post-inducción [56, 156-158].   
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RESULTADOS 

1. Ingeniería genética de E. coli a fin de que pueda crecer 

eficientemente utilizando glicerol como única fuente de carbono y 

energía 

Un análisis combinado de transcriptoma y proteoma de un cultivo de E. coli a 

altas densidades de células mostró que la expresión de muchos genes de 

enzimas del ciclo del ácido tricarboxílico, NADH-deshidrogenasa, y ATPasa se 

encuentran sobre-expresados durante el período de alimentación exponencial y 

disminuyen su expresión después de este período. Por otro lado, la expresión 

de la mayoría de los genes de biosíntesis de aminoácidos se redujo a medida 

que aumentó la densidad celular [159].  

A partir de estudios realizados por Choi y colaboradores [96], se seleccionaron 

dos genes cuyos niveles de expresión se encuentran drásticamente reducidos 

durante el crecimiento a altas densidades celulares con glicerol como fuente de 

carbono y energía, glpF y prsA. GlpF un transportador de glicerol, que es el 

primer paso de la utilización del glicerol y PrsA, fosforribosil pirofosfato 

sintetasa, una enzima clave para la biosíntesis del precursor 5-fosforribosil-1-

pirofosfato (PRPP), involucrada en el paso más importante de la ruta 

biosintética de nucleótidos y aminoácidos. El objetivo fue sobre- expresarlos en 

forma conjunta a la egasa1 y las chaperonas groES-groEL. 

Los genes glpF, prsA y, groES-groEL con su región intergénica, fueron 

amplificados a partir del genoma de E.coli DH5. Luego fueron clonados en un 

vector disponible en el laboratorio que permite obtener rápidamente 
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    EGasa glpF        prsA groES groEL

groES groEL

construcciones que expresan en simultáneo varios genes bajo el control del 

promotor araBAD.  

El objetivo principal fue construir un operon con los genes anteriormente 

mencionados que mejore los niveles de espresión obtenidos de la expresión de 

las cepas con los plásmidos pKCN-BAD-EGasa1 y pGro7 que expresan la 

EGasa1 y el sistema de chaperonas por separado.Las construcciones 

realizadas se listan en la Tabla 9.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 9: Construcciones con genes accesorios para optimizar el crecimiento a expensas de 
glicerol y la expresión de la EGasa1 

 

Los plásmidos resultantes fueron transformados en la cepa de E. coli BL21 AI. 

A continuación, se midió actividad β-glucosidasa de los cultivos crecidos en 

glicerol de cada cepa después de inducir con L-arabinosa a 37ºC, como se 

detalló anteriormente (Figura 17 B). Los mejores niveles de actividad se 

obtuvieron en primer lugar con la cepa control, que expresa EGasa1 y GroES- 

GroEL desde plásmidos diferentes, y luego de las cepas con las construcciones 

pKCN196 y pKCN207, con ambos genes desde el mismo promotor en el mismo 

Construcción Nombre 

egasa1-groES-groEL pKCN196 

glpF pKCN197 

prsA pKCN198 

egasa1-glpF pKCN199 

egasa1-prsA pKCN200 

egasa1-groES-groEL-prsA pKCN201 

egasa1-groES-groEL-glpF pKCN203 

egasa1-prsA-glpF pKCN204 

egasa1-groES-groEL-glpF-prsA pKCN207 

egasa1-prsA-groES-groEL pKCN246 

egasa1-prsA-glpF-groES-groEL pKCN247 



Resultados y Discusión. Capítulo 2  

95 
 

plásmido, y con egasa1-groES-groEL-glpF-prsA desde el mismo promotor en el 

mismo plásmido, respectivamente.  

Además, se analizaron por SDS-PAGE las fracciones solubles e insolubles de 

los extractos, para evaluar las expresiones de cada uno de los genes a partir 

de las diferentes construcciones (Figura 17A). Se observó que en los cultivos 

de las cepas que no incluyen el complejo de chaperonas GroES- GroEL se 

obtuvieron grandes cantidades de EGasa1 en la fracción insoluble.  

No se detectó la expresión de la proteína GlpF (32 KDa), es posible que sus 

niveles de expresión sean bajos ya que se trata de una proteína asociada a 

membrana.  

Ademas, tal como se observa en los SDS-PAGE, los genes localizados en 

cuarto o quinto lugar en los operones construidos se expresan con menor 

intensidad que cuando están ubicados en primer o segundo lugar. Como 

ejemplo se observa la disminución de intensidad de la banda correspondiente a 

GroEL en la construcción pKCN247 con respecto a la pKCN196, y la 

disminución de la expresión de la proteína PrsA desde el plásmido pKCN207, 

respecto a la misma desde pKCN200 (Figura 17A). 

Como se observa en la Figura 16B, la co-expresión de los genes accesorios 

glpF y prsA no contribuyó significativamente a aumentar la actividad EGasa1.  

A partir de estos resultados, se decidió evaluar el impacto de la expresión de 

los genes accesorios en cultivos de alta densidad (Capítulo 2. Sección 3.B), 

dado que los genes glpF y prsA (pKCN207) normalmente se encuentran 

reprimidos en condiciones de alta densidad celular.  
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Figura 17: Co-Expresión de EGasa1 en E.coli BL21AI con las proteínas  GlpF, PrsA y 
GroES/EL. (A) Análisis por SDS-PAGE de las fracciones solubles e insolubles obtenidas de los 
cultivos de BL21AI transformada con las distintas construcciones. MPM: Marcador de Peso 
Molecular. (B) Actividad β-glucosidasa proveniente de los extractos de dichos cultivos. Los 
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resultados son valores promedios y desviaciones estándar de al menos tres experimentos 
independientes. 
 
 

2. Incorporación del operón cscAKB conteniendo los genes de 

catabólismo de sacarosa a E. coli BL21 AI 

La mayoría de las cepas de E. coli industriales no pueden utilizar sacarosa 

naturalmente. En los últimos años, se han reportado métodos para conferir una 

eficiente capacidad de utilización de sacarosa a cepas de E. coli que no 

pueden utilizar este compuesto de forma natural [120]. El método se basa en la 

transferencia del operón catabólico de sacarosa de E. coli W, una cepa muy 

eficiente en la utilización de este disacárido. 

Para obtener un cassette que permita la utilización de sacarosa, se 

seleccionaron los genes csc de E.coli W [160]. No se incluyó el gen cscR, que 

codifica para una proteína represora que inactiva al operón csc a bajas 

concentraciones de sacarosa (<1%), pero se mantuvo el promotor nativo csc y 

la orientación de los genes csc relativa al promotor. Los genes cscAKB fueron 

transferidos al cromosoma de E.coli BLI 21 AI generando una nueva cepa, 

NK5, que puede utilizar sacarosa eficientemente (Figura 8, Materiales y 

Métodos). 

A continuación se realizaron experimentos en microplacas para determinar la 

velocidad de crecimiento de las cepas BL21 AI y NK5 en medio HM 

suplementado con sacarosa, glucosa o glicerol. Para cada cepa se utilizaron 

tres clones independientes. Los valores de absorbancia a 600nm fueron 

registrados cada 30 minutos, obteniéndose las curvas de crecimiento que se 

muestran en la Figura 18. 
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Figura 18: Curvas de crecimiento obtenidas de los experimentos en microplacas con las cepas 
BL21 AI, NK5, y NK5 con los plásmidos pKCN-BAD-EGasa1 y pGro7. Las cepas fueron 
crecidas en sacarosa (A), glucosa (B) y glicerol (C). Los valores son un promedio de dos 
experimentos diferentes, y las desviaciones estándar fueron menores al 10% en todos los 
casos. 
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A partir de estas curvas fue posible obtener la velocidad de crecimiento 

específica y la DO600 final alcanzada por las diferentes cepas en los medios con 

sacarosa, glucosa y glicerol como única fuente de carbono. Esto se resume en 

la Tabla 10. 

 

Fuente de 

Carbono 
BL21 AI (control) NK5 

NK5 pKCN-BAD-

EGasa1 

pGro7 

 DO600nm 

Sacarosa 0,61±0,03 3,45±0,13 3,58±0,08 

Glucosa 3,93±0,03 3,08±0,10 2,98±0,30 

Glicerol 3,70±0,15 3,15±0,15 3,08±0,08 

µ (hora-1) 

Sacarosa - 0,31 0,35 

Glucosa 0,42 0,37 0,40 

Glicerol 0,39 0,27 0,28 

Tabla 10: Parámetros de crecimiento de las cepas BL21 AI (control), NK5, y NK5 con los 
plásmidos pKCN-BAD-EGasa1 y pGro7 en microplacas con medio mínimo.  
*Los resultados son valores promedios y desviaciones estándar de al menos dos experimentos 
independientes  

 

La cepa BL21 AI mostro el mismo comportamiento en medios de cultivo con 

glucosa o glicerol como fuentes de carbono. Sólo las cepas que llevan el 

operón del metabolismo de sacarosa, NK5 con o sin plásmidos, fueron capaces 

de crecer utilizando sacarosa como única fuente de carbono hasta una DO600 

comparable a la alcanzada con glucosa o glicerol.  

Como se muestra tanto en la Figura 18 como en la Tabla 10, las cepas NK5 

con o sin plásmido son además capaces de crecer eficientemente en glucosa y 

glicerol. Además, la presencia e inducción de los plásmidos pKCN-BAD-

EGasa1 y pGro7 no afectó las DO600 finales alcanzadas ni las velocidades de 

crecimiento obtenidas independientemente de la fuente de carbono utilizada.  
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Para evaluar la actividad EGasa1 de las diferentes cepas crecidas en glucosa, 

sacarosa o glicerol, se realizaron experimentos en pequeños volúmenes de 

cultivo (5 ml) que permitieron caracterizar el nivel de expresión de cada cepa.  

Las cepas NK5 y BL21 AI fueron crecidas en medio HM conteniendo sacarosa, 

glucosa, glicerol o glicerol crudo, fueron inducidas a DO600=1 mediante el 

agregado de L-arabinosa, que permitió sobre-expresar tanto la EGasa1 como 

la chaperona GroES/EL. Se midió DO600 final alcanzada y actividad. Los 

resultados se muestran en la Tabla 11. 

 

Fuente de Carbono DO600nm 
Actividad EGasa1 (U/ml 

DO)* 

Sacarosa (NK5) 4,20±0,04 2,80±0,34 

Glucosa (BL21 AI) 4,33±0,30 3,46±0,02 

Glicerol (BL21 AI) 3,30±0,20 2,90±0,40 

Glicerol crudo (BL21 AI) 3,38±0,02 3,50±0,30 

Tabla 11: Crecimiento de las cepas BL21 AI y NK5 con los plásmidos pKCN-BAD-EGasa1 y 
pGro7 en tubos conteniendo medio mínimo con diferentes fuentes de carbono. 
*Los resultados son valores promedios y desviaciones estándar de al menos dos experimentos 
independientes. 
 

En este ensayo, al igual que los anteriores, se evidencia la capacidad de la 

cepa NK5 de crecer eficientemente en un medio mínimo con sacarosa como 

única fuente de carbono. Además, la DO600 final alcanzada por NK5 en 

sacarosa es comparable a la obtenida por la BL21 AI en glucosa.  

Como se observa en la Tabla 11 las mayores actividades se obtuvieron con la 

cepa BL21 AI crecida en glucosa y en glicerol crudo. La actividad obtenida por 

NK5 en sacarosa fue un 20% menor con respecto a esta última.  
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3. Estudio de la producción en lote alimentado. 

 

A.  Efecto de la utilización de diferentes fuentes de carbono en 

cultivos en lote alimentado a alta densidad de células. 

 

Para maximizar la concentración de producto final, se evaluó un proceso de 

fermentación en lote alimentado, utilizando glucosa, sacarosa o glicerol en 

cantidades limitantes.  

Las fermentaciones fueron realizadas como se describe en Materiales y 

Métodos. La temperatura se mantuvo a 37ºC. El fermentador se configuró para 

mantener el OD en valores mayores al 30%. El pH se reguló en valor igual a 7 

con el agregado de una solución de NH4OH 23%, el cual es utilizado además 

como fuente de nitrógeno.  

Las curvas de crecimiento y evolución de la expresión de EGasa1 obtenidas de 

los experimentos se muestran en la Figura 19. 

El proceso llevado a cabo utilizando la cepa NK5 con los plásmidos pKCN-

BAD-EGasa1 y pGro7 con sacarosa como única fuente de carbono tuvo una 

duración de 28,5 horas. El cultivo se indujo a DO600=100 (aproximadamente 6 

horas de comenzada la alimentación) con L-arabinosa a una concentración 

final de 0,5 g/L, y posteriormente se midió actividad EGasa1 cada una hora, 

finalizandose el proceso de fermentación luego de obtener dos medidas 

consecutivas iguales. La DO600 final alcanzada por el proceso fue 120 UA, unas 

26 veces mayor a la obtenida en cultivos en lote, mientras que la actividad 

EGasa1 máxima alcanzada fue de 230 UI/ml, más de 70 veces superior a la 

alcanzada en cultivos en lote. En base a estos datos, la productividad 
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específica (g producto/g biomasa) se incrementó más de 3,2 veces al pasar de 

un crecimiento en lote a lote alimentado, donde la velocidad de crecimiento es 

controlada por la alimentación. La productividad volumétrica del proceso fue de 

8,1 U/ml/hora. 

Para la cepa BL21 AI transformada con los plásmidos pKCN-BAD-EGasa1 y 

pGro7 crecida en medio mínimo con glucosa, el proceso tuvo una duración total 

de 29,5 horas. La DO600 final alcanzada fue 135 UA, y la actividad EGasa1 

máxima fue 295 U/ml. La productividad específica de la cepa E. coli BL21AI 

pKCN-BAD-EGasa1+pGro7 crecida en glucosa se incrementó 2,8 veces 

comparada con la obtenida en el lote al lote alimentado. La productividad 

volumétrica del proceso fue 10 U/ml/hora, mayor a la obtenida con sacarosa.  

Finalmente, se llevaron a cabo fermentaciones en lote alimentado de E. coli 

BL21AI con pKCN-BAD-EGasa1 y pGro7 con glicerol tanto refinado como 

crudo. En este caso la productividad específica aumentó 2,5 veces con 

respecto al crecimiento en lote. La duración del proceso fue de 26,5 horas para 

el glicerol refinado y de 28 horas para el crudo. La DO600 final alcanzada fue 

162 UA y 128 UA, la actividad EGasa1 máxima resultó 325 U/ml y 315U/ml, 

siendo el primer valor para el glicerol refinado y el segundo para el crudo. Las 

productividades volumétricas fueron las máximas en relación a los valores 

obtenidos con las diferentes fuentes de carbono analizadas, 12,2 U/ml/hora 

para glicerol refinado y 11,2 U/ml/hora para crudo. 
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Figura 19: Curvas de crecimiento (A) y evolución de la expresión de EGasa1 (B) en 
fermantaciones de lotes alimentados en medio mínimo con sacarosa (cepa NK5), glucosa, 
glicerol o glicerol crudo (cepa BL21 AI) como única fuente de carbono. Las mismas llevan los 
plásmidos pKCN-BAD-EGasa1 y pGro7. Las fermentaciones fueron hechas por duplicado y la 
figura muestra el promedio de ambas, con menos del 10% de desviación estandar. 

 

B. Selección de las cepas recombinantes con mayores niveles de 

expresión 

 A continuación se decidió evaluar el efecto de los genes accesorios (Capítulo 

2, Punto 1) en cultivos de altas densidades de células.  
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Se llevaron a cabo los crecimientos en lote alimentado a escala piloto de las 

cepas que exhibieron mayores niveles de expresión, BL21 AI conteniendo los 

plásmidos: pKCN196 y pKCN207. 

Los cultivos en lote alimentado se llevaron a cabo con un litro inicial de medio 

salino HM. Como única fuente de carbono se utilizó glicerol. Los resultados se 

muestran en la Figura 20. Para E. coli BL21AI conteniendo el plásmido 

pKCN196 la duración total del proceso fue de 27 horas. La fase de crecimiento 

en lote duró 13,5 horas y alcanzó una max=0,51 h-1. La densidad óptica final 

alcanzada fue 110 UA, equivalente a 39,6 g/L de peso seco, y la actividad 

EGasa1 máxima en este caso fue de 165 U/ml, menos de la mitad de la 

obtenida en el proceso llevado a cabo con los genes expresados a partir de dos 

plásmidos diferentes.  

El lote alimentado para la cepa que contiene el plásmido pKCN207 tuvo una 

duración de 27 horas. El lote tuvo una duración, al igual que el proceso 2, de 

13,5 horas y alcanzó una max=0,47 h-1. La DO600 final alcanzada en el proceso 

fue 137 UA,  49,3 g/L de peso seco; y la actividad EGasa1 máxima resultó 272 

UI/ml, menor que en el proceso de referencia (pGro7 y pKCN-BAD-EGasa1, 

con glicerol). 
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A 

 

B 

 

Figura 20: Curvas de crecimiento (A) y evolución de la expresión de EGasa1 (B) en 
fermentaciones lotes alimentados en medio mínimo con glicerol para las cepas BL21 AI 
conteniendo los plásmidos pKCN196 y pKCN207. Las fermentaciones fueron hechas por 
duplicado y la figura muestra el promedio de ambas, con menos del 10% de desviación 
estándar. 
 

Las productividades volumétricas de los lotes alimentados para las cepas que 

llevan los plásmidos pKCN196 y pKCN207 fueron 6,1U/ml/hora y 10U/ml/hora 

respectivamente. Si bien con la cepa que sobre-expresa glpF-prsA se obtuvo 

mayor productividad que con la que solo sobre-expresa egasa1 y groESL, no 

se superó la productividad máxima, por lo que los pasos siguientes de 

optimización se llevaron a cabo con la cepa BL21 AI con los plásmidos pKCN-

BAD-EGasa1 y pGro7, utilizando glicerol como única fuente de carbono.  
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C. Reformulación del medio mínimo utilizado para los cultivos de alta 

densidad de E. coli  

El objetivo de esta etapa fue rediseñar el medio salino HM con la finalidad de 

simplificarlo para reducir los costos de producción. Para ello se disminuyó la 

concentración y cantidad de las sales buscando compensar el aporte de las 

mismas, basándose en la comparación del medio HM con la composición 

elemental de E. coli [161].  

Los componentes del medio salino HM se resumen en la Tabla 12 y la 

composicion elemental de E. coli en la Tabla 13.  

Componente 
Peso 

Molecular 

Concentración 

(g/L) 

Moles 

Fosfato 

Moles de 

Sodio 

Moles 

Potasio 

Moles 

Amonio 

KH2PO4 136,09 20,80 0,15 - 0,15 
 

(NH4)2PO4 132,07 3,00 0,02 - - 0,05 

NaH2PO4 120,00 4,00 0,03 0,03 - - 

KOH 56,00 3,25 - - 0,06 - 

Extracto de 

Levadura 
ND 0,50 - - - - 

Total - - 0,21 0,03 0,21 0,05 

Tabla 12. Componentes del medio HM. Elementos traza 3 ml/L (composición el Materiales y 

Métodos) 

 

En la Tabla 13, se estimó la cantidad mínima necesaria de cada macro 

elemento, tanto en gramos como en moles, para lograr un crecimiento hasta 

DO600=20, es decir hasta finalizar la etapa de lote. E. coli en fase exponencial 

de crecimiento (limitado por glucosa), tiene un peso seco de 278 fg por célula.  

 

Elemento 
Peso 

molecular 
Gramos 

por célula 

Gramos 
para 

DO600=20 

Moles 
para 

DO600=20 

C 12 
1,3395E-

13 
2,51 0,21 
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H 1 1,71E-14 0,32 0,32 

N 14 3,99E-14 0,75 0,05 

O 16 6,555E-14 1,23 0,08 

Na 23 6,52E-15 0,12 0,01 

P 35 1,17E-14 0,22 0,01 

K 39 1,17E-14 0,22 0,01 

Tabla 13. Composicion elemental de E.coli. 

Considerando que la cepa de E. coli BL21 AI no posee auxotrofías, se decidió 

eliminar el extracto de levadura del medio ya que además de tener un costo 

elevado (aproximadamente US$ 5000 la tonelada), no permite definir el medio 

de cultivo exactamente, convirtiéndolo en un medio complejo. 

Luego se reformuló el medio de manera que en lugar de agregar cuatro 

componentes diferentes que aporten fosfato, potasio, sodio y nitrógeno, se 

agreguen sólo dos: KH2PO4 y NaOH. El nitrógeno puede ser aportado por el 

NH4OH utilizado para mantener el pH = 7 en el medio a lo largo del proceso de 

fermentación. En la Tabla 14 se encuentran las cantidades molares aportadas 

por cada uno de los componentes del medio reformulado, llamado Fantasía.  

 

Medio 

Fantasía 

Peso 

Molecular 

Concentración 

(g/L) 

Moles 

Fosfato 

Moles de 

Sodio 

Moles 

Potasio 

KH2PO4 136,09 27,80 0,21 - 0,21 

NaOH 40 1,32 - 0,03 - 

Total - - 0,21 0,03 0,21 

Tabla 14. Componentes de medio mínimo Fantasía. Elementos traza 3 ml/L (composición el 

Materiales y Métodos) 

 

Para comprobar la factibilidad del nuevo medio mínimo propuesto, se llevaron a 

cabo tres fermentaciones en paralelo con la cepa BL21 AI con los plásmidos 

pKCN-BAD-EGasa1 y pGro7, en fermentadores con un litro de volumen inicial 

de medio HM (Tabla 12), un litro de medio HM sin extracto de levadura, o un 

litro de medio mínimo Fantasía (Tabla 14).  
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Para todos los medios se alcanzaron valores de actividad y DO final similares: 

340U/ml y 160UA con el medio HM; 376 U/ml y 142 UA con HM sin extracto de 

levadura; y 325U/ml y 150UA para el medio Fantasía.  

La diferencia más significativa se encontró en el tiempo de duración del 

proceso. Mientras que la etapa inicial de lote la duración fue de 11 horas en el 

primer caso (medio HM), el proceso se extendió a unas 12 horas en el medio 

HM sin extracto de levadura y unas 16 horas con el medio Fantasía.  

De aquí en adelante se continuó utilizando el medio Fantasía en los siguientes 

ensayos en lote alimentado.  

 

D. Perfiles de alimentación Post- Inducción. 

Se enfocó la siguiente etapa de esta tesis en determinar las condiciones post-

inducción que permitan obtener la máxima productividad volumétrica de 

EGasa1. Para la optimización se trabajó sobre dos parámetros: 

 

I.  Análisis de perfil de caudales de alimentación.  

Se analizaron dos perfiles de alimentación post- inducción típicamente 

utilizados en procesos industriales de producción de enzimas recombinantes: 

flujo constante y flujo lineal [56, 113]. 

Se escogieron dos valores de flujos constantes: 8 g/L/h y 12 g/L/h, un flujo con 

incremento lineal seleccionado en base a la bibliografía [56], 0,56 g/L/h2, y un 

flujo con un incremento proporcional a la densidad óptica (10 g/L/h, para 

DO=100). En la Figura 21 se muestran las curvas de crecimiento, los flujos de 
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alimentación empleados y la evolución de la actividad EGasa1. A partir de 

éstas, se obtuvieron parámetros tales como la velocidad de crecimiento (µ) pre 

y post inducción, la actividad y densidad óptica final alcanzada, y la 

productividad volumétrica (U EGasa1/ml/hora).  

 

A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 

 
 

C 
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D 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21: Lotes alimentados con flujo exponencial hasta el momento de la inducción; y flujo 
constante de 8 g/L/h (A), de 12 g/L/h (B), flujo lineal con una pendiente de 0,56 g/L/h

2
 (C)

 
o un 

flujo proporcional a la DO (D) post Inducción. Las fermentaciones fueron hechas por duplicado 
y la figura muestra el promedio de ambas, con menos del 10% de desviación estándar. 

 

Después de la inducción, el crecimiento y la actividad metabólica del 

hospedador se ven influenciados por la expresión de las proteínas 

recombinantes en las células [56]. De acuerdo a lo esperado, en todas las 

fermentaciones, la velocidad de crecimiento pre-inducción es la misma (µ= 0,25 

h-1) y desciende bruscamente luego de la inducción,: µ=0,06 h-1 para el flujo 8 

g/L/h, µ=0,15 h-1 para 12 g/L/h, µ=0,12 h-1 para flujo lineal con una pendiente de 

0,56 g/L/h2 y µ=0,09 h-1 para un flujo proporcional a la DO600.. 

Las densidades ópticas a 600 nm finales fueron: 125 para el flujo constante 8 

g/L/h , 150 para el flujo constante 12 g/L/h, 152 para para flujo lineal y 134 para 

el flujo proporcional a la DO600. 

Los resultados más destacados se obtuvieron al medir la actividad EGasa1. El 

mayor valor se obtuvo con el flujo post inducción fijo de 12 g/L, 396 U/ml. Para 

los flujos 8 g/L, lineal y el flujo proporcional a la DO600 , los valores resultaron 

ser considerablemente menores: 264 U/ml, 308 U/ml y 282 U/ml, 

respectivamente.  
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Para determinar cuál de los flujos de alimentación evaluados es el más 

conveniente, finalmente se calcularon los rendimientos específicos y las 

productividades para cada caso (Tabla 15). 

 EGasa1 (mg) Peso Seco (g) YEGasa/PS (mg/g) 
Productividad 

(U/ml/hora) 

Flujo Constante  
8 g/L/h  

7107±240 45,3±1,8 156,9±11,5 7,8±0,1 

Flujo Constante  
12 g/L/h  

10661±269 54,0±2,2 197,4±13,0 13,7±0,7 

Flujo Lineal  
0,7 g/L/h

2
  

8292±185 54,7±3,0 151,6±11,7 11,0±0,8 

Flujo proporcional  
a DO600  

7592±205 48,2±1,6 157,5±9,5 10,7±0,6 

Tabla 15. Rendimientos específicos (YEGasa/PS) y productividades obtenidas usando diferentes 
estrategias de alimentación Post- Inducción.  

Los resultados son valores promedios y desviaciones estándar de al menos dos experimentos 
independientes. 

 

A partir del análisis de todos los datos obtenidos, se determinó que el flujo de 

alimentación más adecuado para producir la enzima EGasa1 a partir de un lote 

alimentado de E. coli BL21 AI es el flujo constante de 12 g/L/h. La utilización de 

este flujo permite obtener tanto la mayor productividad volumétrica (13,7 

U/ml/h) en 6 horas de inducción a 37ºC, como el mayor rendimiento específico 

(197,4 mg EGasa1/g Peso seco). 

 

II.  Determinación de la relación carbono-nitrógeno (C:N) óptima en la 

solución de alimentación.   

El concepto de relación molar C:N es un importante factor que afecta el 

crecimiento celular y la producción de proteínas recombinantes.[162, 163]  

Para evaluar como afectan diferentes relaciones molares C:N la productividad 

de E. coli para la EGasa1 se seleccionaron en base a reportes de la literatura 

[157] cuatro relaciones molares C:N: 4:1, 5:1; 7,5:1; 9:1.  
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En todos los casos los cultivos se crecieron en un fermentador con un litro 

inicial de medio mínimo Fantasía hasta el punto de inducción, DO600=100, tal 

como se describió en los casos anteriores. A diferencia de los experimentos 

anteriores, donde la adicion de la fuente de nitrógeno fue automática, llevada a 

cabo con el corrector de pH NH4OH, en estos nuevos experimentos se 

desacopló la adición de carbono y nitrógeno. Para esto, se utilizó durante la 

fase de inducción glicerol como fuente de carbono y fosfato de amonio como 

fuente de nitrógeno. Se mantuvo el perfil de agregado de glicerol y se ajustó el 

agregado de fosfato de amonio variando la relación molar a fin de determinar la 

relación C:N optima. La temperatura se mantuvo a 37ºC y el OD en valores 

mayores a 30%. El pH se reguló a 7 con el agregado de una solución de 

NaOH:KOH 4M en relación molar 1:2 en lugar de NH4OH 25% para poder 

regular la cantidad de fuente de nitrógeno agregada. Los resultados obtenidos 

se resumen en la Tabla 16. 

Relación 

C:N* 

DO600 

Final 

Actividad 

EGasa1 

(U/ml) 

Glicerol 

Residual 

(g/L) 

Amonio 

Residual 

(g/L) 

Duración del 

proceso (h) 

Productividad 

(U/ml/hora) 

4:1 94±2 376±3 0,1±0,0 0,36±0,02 28,5±0,5 13,2±0,3 

5:1 115±2 466±2 0,6±0,2 0,25±0,01 30,0±1,0 15,5±0,6 

7,5:1 100±4 425±3 1,6±0,1 0,22±0,03 29,0±1,0 14,6±0,6 

9:1 84±4 365±5 1,3±0,3 0,13±0,02 27,5±0,5 10,4±0,3 

Tabla 16. Efecto de la relación C:N sobre la producción de EGasa1. 
Los resultados son valores promedios y desviaciones estándar de al menos dos experimentos 
independientes. 
 

Se observa que la mejor relación C:N de alimentación post-Inducción fue 5. Los 

valores de actividad EGasa1 final y de productividad volumétrica son los 

mayores obtenidos hasta el momento, 466 U/ml y 15,5 U/ml/hora 

respectivamente.  
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DISCUSIÓN 

En el presente capítulo se optimizaron las condiciones de producción de 

EGasa1 en cultivos de alta densidad de células en fermentadores: selección de 

la capa óptima, elección de la mejor fuente de carbono, y condiciones de post-

Inducción.  

Se seleccionaron [119] los genes glpF y prsA en cultivos en lote alimentado, 

utilizando glicerol como fuente de carbono y energía. Los mismos se sobre-

expresaron junto con egasa1 y groES-groEL, agrupándolos en un operón cuya 

transcripción se induce por agregado de L-arabinosa. En estos ensayos, las 

mayores actividades EGasa1 se obtuvieron con las construcciones pKCN207 

(egasa1-groES-groEL-glpF-prsA) y pKCN196 (egasa1-groES-groEL), aunque 

ninguna mejoró el nivel de actividad obtenido por la expresión a partir de los 

plásmidos pKCN-BAD-EGasa1 y pGro7 por separado. 

La expresión de los genes del complejo de chaperonas GroES/EL y egasa1 a 

partir del mismo plásmido, en busca de simplificar el sistema, fue 

contraproducente. Probablemente la relación entre el número de copias del 

complejo de chaperonas y el número de copias de EGasa1 obtenidas como 

resultado de la expresión desde el mismo promotor no sea la óptima, y quizás 

por ello la expresión desde distintos plásmidos resulte más conveniente.  

Por otra parte, contrario a los resultados obtenidos por Choi [96], los genes 

accesorios glpF y prsA sobre-expresados no contribuyeron a aumentar la 

actividad EGasa1/ml de cultivo en los ensayos realizados en 5 ml de medio, ni 

en los cultivos de altas densidades celulares en fermentadores.  



Resultados y Discusión. Capítulo 2  

114 
 

En cuanto a la selección de la fuente de carbono los sustratos evaluados 

fueron: glucosa, la fuente de carbono más utilizada para las fermentaciones de 

E. coli, glicerol, el subproducto más importante de la industria del biodiesel, y 

sacarosa, una materia prima económica proveniente de la caña de azúcar. 

Para poder utilizar la sacarosa como sustrato, previamente se incorporó el 

operón metabólico cscAKB [120] a la cepa E. coli BL21 AI. Se obtuvo así la 

cepa NK5.  

A partir de los resultados obtenidos en las fermentaciones utilizando diferentes 

fuentes de carbono (Capítulo 2, sección 3.A, Figura 17), claramente se pudo 

ver cómo el paso de crecimiento en lote a lote alimentado permitió incrementar 

el rendimiento específico de ambas cepas para todas las fuentes de carbono 

probadas.  

Así, los procesos en lote alimentado son frecuentemente utilizados para 

alcanzar altas concentraciones celulares y mejorar la productividad, mientras 

que minimizan problemas como la inhibición por sustrato o nutriente, la 

formación de productos secundarios y las limitaciones de oxígeno disuelto en 

los cultivos aeróbicos. [50]. 

Para definir cuál es la fuente de carbono más conveniente para la producción 

de EGasa1, una enzima a ser utilizada en la industria del biodiesel en grandes 

volúmenes y con un margen de ganancia estrecho, resulta de vital importancia 

considerar el costo de cada fuente de carbono (Tabla 8).  

Debido a la ventaja económica que genera, a que los rendientos tanto en su 

forma cruda como refinada son similares y los mayores obtenidos, y a que de 

esta manera se está utilizando el producto residual de la transesterificación de 
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los aceites con metanol para producir biodiesel, se decidió en adelante utilizar 

glicerol como fuente de carbono para las fermentaciones.  

Posterior a la selección de la fuente de carbono se rediseñó el medio salino 

HM, con la finalidad de obtener un medio más simple y reducir los costos de 

producción. Para ello se eliminó el extracto de levadura y se reformuló el medio 

con el fin de minimizar los componentes responsables del aporte de fosfato, 

potasio, sodio y nitrógeno, seleccionando sólo dos: KH2PO4 y NaOH (27,8g/L y 

1,32g/L respectivamente). El nitrógeno es aportado por el NH4OH utilizado para 

llevar el medio a pH 7. Con este nuevo medio, denominado Fantasía, se logró 

obtener valores similares de DO600 y actividad EGasa1 finales, pero se 

aumentó en unas 4-5 horas la duración del proceso. Esta variación podría 

deberse a la eliminación al extracto de levadura. Esta fuente de nitrógeno 

compleja brinda aminoácidos u oligopéptidos, los cuales deben ser sintetizados 

por E. coli en el medio Fantasía. 

Finalmente se enfocó la siguiente etapa del proyecto en determinar las 

condiciones de post-Inducción que permitan obtener la máxima productividad 

volumétrica (actividad EGasa1 por unidad de volumen por tiempo). 

Los cultivos que expresan proteínas recombinantes manifiestan importantes 

cambios en la fisiología celular, la velocidad de crecimiento y el metabolismo 

frente a la inducción. Se sobreexpresan genes en respuesta al estrés y se 

reprimen muchos genes housekeeping del hospedador [158]. Los cambios en 

la expresión génica y los flujos metabólicos también resultan en cambios en 

parámetros macroscópicos como la velocidad específica de crecimiento y los 

coeficientes de rendimiento. De esta forma, es difícil mantener una velocidad 
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de crecimiento y una productividad constante usando la misma estrategia de 

alimentación que antes de la inducción.  

En primer lugar se analizaron perfiles de post-inducción típicamente utilizados 

en procesos industriales de producción de enzimas recombinantes: flujo 

constante a 8 g/L/h y 12 g/L/h, flujo lineal (inicial 10 g/L/h, pendiente 0,7 

g/L/h2), y un flujo proporcional a la densidad óptica (10 g/L/h para DO=100).  

Para el flujo constante de 8 g/ L se obtuvo la menor DO600 y actividad EGasa1, 

con lo cual se puede suponer que la cantidad de glicerol agregada con este 

flujo constante no es suficiente para alcanzar el máximo rendimiento.  

En el caso de los flujos no constantes se comienza a acumular glicerol luego de 

la cuarta hora de la inducción. En este caso la disminución en la velocidad de 

crecimiento no se debería a una limitación en la disponibilidad de la fuente de 

carbono sino a la acumulación de acetato por sobreflujo metabolico o a la lisis 

celular [164].  

Se ha observado que niveles excesivos de fuente de carbono o nitrógeno o 

altos niveles de acumulación de acetato llevan a reducir la productividad de la 

proteína recombinante [165]. Esto puede explicar el bajo nivel de actividad 

obtenido con los flujos lineal y proporcional a la DO600. 

En conclusión, se determinó que el flujo de alimentación más adecuado para 

producir la enzima EGasa1 a partir de un lote alimentado de E. coli BL21 AI es 

el constante de 12 g/L/h. Utilizando este flujo se obtiene tanto la mayor 

productividad (13,7 U/ml/h) luego de 6 horas de inducción a 37ºC, como el 

mayor rendimiento específico (197,5 mg EGasa1/g Peso seco). 
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Se ha reportado que la relación C:N es más importante que la concentración de 

nitrógeno para incrementar la densidad celular y la concentración de productos 

al final de una fermentación [166]  

Cuando la relacion molar C:N en la alimentación post-induccion fue 5:1, tanto la 

actividad como la densidad óptica fueron las mas altas entre las cuatro 

estrategias propuestas. El resultado es comparable al reportado en la 

bibliografía [157] y se logra aumentar la actividad enzimática un 17% con 

respecto aal caudal constante de12 g/L sin control del agregado de la fuente de 

nitrógeno.  

Para las relaciones mayores a 5 se obervó que a medida que la relación 

aumenta, la cantidad de glicerol remanente se incrementa y la actividad 

EGasa1 comienza a disminuir. Esto podría deberse a que por arriba de 5:1 el 

exceso de glicerol se convierte en ácido acético, afectando en primer lugar el 

crecimiento bacteriano y luego la producción de proteínas. 

De esta manera se determinó que la relación carbono-nitrógeno (C:N) óptima 

en la solución de alimentación es 5. Con la misma se obtuvo el mayor valor de 

actividad EGasa1, 466 U/ml. 

Todos estos resultados indican que optimizando las condiciones de crecimiento 

en lote alimentado para la cepa de E. coli BL21 AI con los plásmidos pKCN-

BAD-EGasa1 y pGro7, con glicerol como única fuente de carbono, un flujo de 

alimentación constante post- inducción de 12 g/L y una relación C:N post-

inducción 5, se logró incrementar la productividad de la EGasa1 hasta 15,5 

U/ml/h.  
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INTRODUCCIÓN 

Escalado del proceso de fermentación 

El objetivo de la optimización de un proceso de fermentación es incrementar el 

rendimiento del producto final. Para aumentar el rendimiento del producto y 

asegurar su calidad, es clave mantener las condiciones de reacción óptimas y 

homogéneas minimizando el estrés microbiano y aumentando la concentración 

de los productos deseados.  

Para el escalado de cada producto deben llevarse a cabo estrategias 

adecuadas que dependen de la caracterización detallada del proceso. Se 

deben identificar los parámetros más importantes que influyen en el 

rendimiento y la calidad del producto, y establecerlos como parámetros 

escalables, es decir, que se mantengan constantes [167].  

La gran mayoría de los procesos de producción heteróloga de proteínas 

recombinantes utilizan: E. coli, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris u 

hongos filamentosos. Existen procesos estandarizados para cada organismo 

que se describen en los libros de texto y sirven de base para el desarrollo de un 

proceso de manufactura particular [168]. 

Sin embargo, como las instalaciones de fermentación usualmente no están 

estrictamente diseñadas de acuerdo con los criterios de escalado, las 

condiciones del proceso pueden diferir significativamente y las estrategias o 

modelos solo se ajustan parcialmente.  

El escalado exitoso en la mayoría de los casos no es el resultado de una 

estrategia experimental, sino el resultado de un proceso separado de desarrollo 

y optimización en cada escala [167]. 
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Procesamiento de los cultivos del lote alimentado. Purificación de EGasa1 

Aunque existe una amplia variedad de hospedadores para la producción de 

proteínas de interés comercial, E. coli continúa siendo la primera elección para 

procesos en gran escala [25]. Sin embargo, la misma tiene una gran 

desventaja, no secreta altos niveles de proteínas al medio. Consecuentemente, 

es necesario implementar métodos para liberar el producto de las células luego 

de la fermentación. [93]. Inicialmente, para este propósito se utilizó un 

homogenizador de alta presión (GEA Niro Soavi) una vez finalizada la 

producción de EGasa1 por fermentación en cultivos de lote alimentado. Estos 

equipos son los más ampliamente utilizados para la disrupción celular a gran 

escala. Poseen una bomba de alimentación (1-10 bar) que transporta la 

suspensión a la bomba de alta presión donde es comprimida hasta 500-1000 

bar. La válvula se abre cuando la presión excede cierto valor y la suspensión 

es liberada a gran velocidad chocando contra un anillo de impacto. En la 

válvula las células se someten a turbulencia, cavitación y esfuerzos de corte 

líquido. La fuerza del choque sobre el anillo es la causa principal del 

rompimiento [100]. 
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RESULTADOS 

1. Escalado de la fermentación 

Para probar la robustez del proceso de producción de EGasa1 utilizando la 

cepa de E. coli diseñada, y con el objeto de obtener una cantidad suficiente de 

enzima para realizar ensayos a nivel industrial, se realizó el escalado del 

proceso de fermentación en lote alimentado a un biorreactor de 1000 L (Figura 

21).  

A 

 
B 

 
 
Figura 21: Vista externa del fermentador de 1000L utilizado para el escalado de la producción 
de EGasa1 (A). Vista interna del fermentador, donde se puede apreciar uno de los mezcladores 
y el cultivo post- fermentación (B). 
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Para llevar a cabo este proceso se dispuso de un fermentador de 1300 L 

totales con 1000 L de capacidad útil, relación:altura diámetro 3:1, una velocidad 

de agitación máxima de 180 rpm y una capacidad de disipar calor de 28 

Kcal/Lh. 

La estartegia de escalado utilizada fue la de la velocidad de la punta de paleta, 

basandose principalmente en las litaciones impuestas por el tanque [169]. 

La cepa recombinante E. coli BL21AI con los plásmidos pKCN-BAD-EGasa1 y 

pGro7 se cultivó a 37ºC en 700 L de medio HM usando glicerol 10 g/L como 

fuente de carbono. Se obtuvo una µmáx de 0,36 h-1. Después del consumo de la 

cantidad inicial de glicerol, se utilizó una ecuación de balance de masa para 

determinar la velocidad de alimentación con el fin de mantener la tasa de 

crecimiento específico a 0,20 h-1. Cuando el cultivo alcanzó una DO600 de 75, 

se añadieron 0,5 g/L de L-arabinosa para inducir la expresión de GroES/EL y 

EGasa1. La temperatura se mantuvo a 37ºC, y la velocidad de alimentación se 

mantuvo a un valor constante de 8 L de solución de alimentación por hora (6,4 

g de glicerol/l/h). Si bien éste no es el flujo de alimentación óptimo determinado 

previamente, el metabolismo asociado a un flujo mayor hubiese generado una 

cantidad de calor imposible de disipar con el equipo disponible en la planta 

industrial para el reactor de 1000L. 

La expresión basal de la EGasa1 fue 160 U/ml a la DO600 de inducción y 

después del agregado de L-arabinosa la producción de EGasa1 aumentó 

continuamente, hasta que se alcanzó una actividad máxima de 266 U/ml 11 

horas después de la inducción, obteniéndose así una productividad de 7,1 

U/ml/hora. 
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La productividad de EGasa1, el perfil de crecimiento y el consumo de glicerol 

fueron similares en más de cinco experimentos de fermentación diferentes, 

confirmando la estabilidad de este sistema de expresión y su factibilidad para 

ser utilizado en un proceso industrial.  

La cuantificación de proteínas de los extractos obtenidos en estos procesos de 

fermentación indica una concentración final de EGasa1 de 7 g/L (Figura 22).  

 

Figura 22: SDS-PAGE de extractos de células purificados con tratamiento térmico, obtenidos a 
partir del proceso de fermentación a escala industrial. Las calles 1-4 tienen cantidades 
crecientes de un estándar de His6–Egasa1 purificada previamente cuantificada (nótese que 
tiene un PM ligeramente superior debido a la presencia de la cola de hexa-histidina). En las 
calles 5-6 se sembraron 5 y 10 μl de la fermentación (muestras diluidas 1/60) respectivamente, 
luego de realizar el tratamiento térmico que se describe en el punto siguiente. La cuantificación 
densitométrica de las imágenes escaneadas se hizo con el software ImageJ e indica una 
concentración de 7 g/L de EGasa1 en el extracto celular. 
 
 

2. Procesamiento de los cultivos del lote alimentado. Purificación de 

EGasa1 

Teniendo en cuenta que EGasa1 es termoestable, se propuso reemplazar el 

paso de lisis con homogeneizador por lisis térmica, como se ha reportado 

previamente para otras proteínas provenientes de microorganismos 

hipertermófilos [106]. Además, este tratamiento permitirá purificar la enzima de 

las proteínas del hospedador debido a que las proteína del mesofilo E. coli son 

termolábiles, produciendose su desnaturalización y precipitacion. 

Para ello se probaron diferentes temperaturas y tiempos de incubación para un 

cultivo de alta densidad de células de la cepa E. coli BL21 AI con los plásmidos 
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pKCN-BAD-EGasa1 y pGro7 expresando EGasa1 con una actividad final de 

396U/ml. 

Como se observa en la Figura 23 A la actividad EGasa1 sólo se ve levemente 

disminuida al incubar los cultivos a 85ºC por 30 minutos.  

A 

 

 

 

 
Figura 23: Actividad EGasa1 luego del calentamiento del cultivo a distintas temperaturas y 
tiempos determinada por actividad β-glucosidasa.(A) Los resultados son valores promedios y 
desviaciones estándar de al menos tres experimentos independientes. SDS-PAGE de extractos 
de células purificados con tratamiento térmico (calles 1y 2) y del extracto soluble sin 
tratamiento témico (S, calle 6) (B). Las calles 3-5 tienen cantidades crecientes de un estándar 
de His6–Egasa1 purificada previamente cuantificada. Las calles 1 y 2 tienen 5 y 10 μl de la 
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fermentación (muestras diluidas 1/60), luego de realizar el tratamiento térmico y la calle 6 tiene 
15μl de la fermentación lisada con homogeneizador sin tratamiento térmico.  
 

De esta manera se fijaron las condiciones de lisis en 80 ºC durante 20 minutos 

con agitación mecánica.   

 

3. Puesta a punto de la extracción de EGasa1 con diferentes 

detergentes 

En los ensayos iniciales, como se detalla en Materiales y Métodos, para extraer 

a la proteína EGasa1 de la membrana de la cepa de E. coli productora, se 

utilizó el detergente Tritón X-100 siguiendo el protocolo utilizado por Matsui y 

colaboradores con la proteína de Pyrococcus horikoshii 90% homóloga a 

EGasa1. 

El primer objetivo fue determinar si la concentración propuesta era suficiente 

para extraer todo la proteína en la fracción soluble, para lo cual se probaron 

tres concentraciones de Triton X-100, 1%, 2% y 3%. 

 

Figura 24: SDS-PAGE de extractos de células purificados con tratamiento térmico y diferentes 
concentraciones de Triton X-100 Se sembraron 10 μl de la fermentación (muestras diluidas 
1/60) por duplicado 1% y triplicado 2 y 3%. 
 

Como se observa en la Figura 24, el aumento de la concentración del 

detergente, no mejora la extracción de la proteína EGasa1 por lo que se 

decidió continuar trabajando con 1% de detergente en las soluciones de 

extracción. 
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Por otra parte y debido al elevado costo del Triton X-100, se buscó expolorar 

alternativas más económicas que pudieran ser utilizadas a escala industrial 

(Tabla 17). 

 
 

Clasificación de 
acuerdo a su 

porción hidrofílica 
Detergente Características 

Precio 
(U$S/kg) 

Índice 
HLB 

No Iónico 
Nonilfenol Etoxilado 10 

moles 

Similar al Tritón X-
100, aunque fue 
prohibido por la 

directiva 2003/53/CE 
del Parlamento 

europeo 

4,90 13,4 

No Iónico 
Alcohol laurico etoxilado 

7 moles 

Líquido. Utilizado 
frecuentemente para 

reemplazar a NF 
Etox. 

3,70 12,3 

No Iónico 
Alcohol laurico etoxilado 

9 moles 
Presentación en 
forma de pasta 

63,60 13,4 

No Iónico Oleosol SN 700 
Poli éteres 

glicosilados grasos 
4,24 ND 

No Iónico 
Lipocol Oxo 650 (6-7 
moles de óxido de 

etileno) 

Mezcla de alcoholes 
etoxilados 

3,40 ND 

Aniónico SDS 
Sólido 

1043,00 ND 

Cationico Detergente amónico Líquido 9,00 ND 

Aniónico 
Detergente sódico-QP 

TENSO S30 Líquido 31,00 ND 

No iónico Disolgras 

Mezcla de glicoles, 
tensioactivos no 
iónicos, EDTA, 

hidróxido sódico, 
agua,antiespumantes 

4,16 ND 

Aniónico WAT-SOL  

Solución de 
tensioactivos 

aniónicos, sales 
alcalinas débiles y 
solventes del tipo 

glicol y éter de glicol. 

ND ND 

No-Iónico LQT  119,00 ND 

No- Iónico Tritón X-100  200,00 ND 

Tabla 17: Detergentes 
ND: No determinado 

En primer lugar, para descartar un posible efecto negativo de los detergentes 

sobre la actividad o estabilidad enzimática se incubó un preparado de la 

enzima EGasa1 con detergentes iónicos y no iónicos, durante 30 minutos a 80 
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ºC y luego se midió la actividad recuperada. Los resultados se muestran en la 

Figura 25. 

 

Figura 25: Perfiles de actividad luego de incubar preparados de la enzima EGasa1 con una 
concentración final de 1% (P/V) de cada detergente durante 30 minutos a 80ºC. Los resultados 
son valores promedios y desviaciones estándar de al menos tres experimentos independientes. 

 

Como se observa en la Figura 25, los detergentes iónicos disminuyeron 

significativamente los valores de actividad EGasa1, probablemente por 

desnaturalización de la proteína.  

Como próximo paso se ensayó la extracción de la EGasa1 con los detergentes 

que no afectaron la actividad EGasa1 (Figura 25). Para ello se utilizó un cultivo 

de alta densidad de células de la cepa E.coli BL21 AI con los plásmidos pKCK-

BAD-EGasa1 y pGro7 expresando EGasa1 con una actividad final de 349U/ml, 

tratado con lisis térmica. La Figura 26 muestra las actividades recuperadas en 

presencia de 1% (P/V) de cada uno de los detergentes. 
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Figura 26: Recuperación de EGasa1 a partir del cultivo, determinado por actividad β-
glucosidasa en presencia de distintos detergentes. Los resultados son valores promedios y 
desviaciones estándar de al menos tres experimentos independientes.  

 

Los detergentes LQT y Disolgras no extraen la EGasa1. Tanto con Lipocol Oxo 

650 como con Nonilfenol se obtienen buenos niveles de actividad EGasa1, 

comparables a los obtenidos con Tritón X-100. 

El uso del Nonilfenol se encuentra prohibido por la directiva 2003/53/CE del 

Parlamento europeo, por su impacto sobre el medio ambiente, y el Lipocol Oxo 

650 es una mezcla comercial de preparados a base de alcoholes etoxilados, 

pero de composición desconocida. Es por ello que se buscaron nuevas 

alternativas de alcoholes etoxilados para reemplazar estos detergentes 

reteniendo los niveles de actividad recuperados. Se comparó entonces la 

extracción de EGasa1 utilizando los detergentes que habían dado mejor 

resultado en el ensayo anterior con alcohol laurico etoxilado con 7 y 9 moles 

(Figura 27).  

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

Liopcol 
Oxo 650 

LQT Disolgras Nonilfenol Triton X-
100

Células 
enteras

A
ct

iv
id

ad
 (

U
/m

l)



Resultados y Discusión. Capítulo 3  

129 
 

 

 

Figura 27: Extracción de EGasa1 luego del calentamiento del cultivo en presencia de distintos 
detergentes. Los resultados son valores promedios y desviaciones estándar de al menos tres 
experimentos independientes.  

 

Como se observa en la Figura 27, se obtuvieron valores similares de 

actividades con todos los detergentes. Se decidió seleccionar Alcohol Láurico 

Etoxilado de 7 moles por encima de las mezclas de composición desconocida, 

con el objetivo de no depender del proveedor, y por sobre el Alcohol Láurico 

Etoxilado de 9 moles, que se presenta en forma de pasta dificultando su 

manipulación.  

  

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

N
o

n
ilf

en
o

l 1
%

Li
p

o
co

l o
xo

 1
%

SN
 7

0
0

 1
%

A
lc

o
h

o
l l

au
ri

co
 e

to
xi

la
d

o
 7

M
 

1
%

A
lc

o
h

o
l l

au
ri

co
 e

to
xi

la
d

o
 9

M
 

1
% C
el

u
la

s 
En

te
ra

s



Resultados y Discusión. Capítulo 3  

130 
 

4. Evaluación y optimización de la actividad de la EGasa1 en biodiesel 

Una vez optimizada la producción de la EGasa1 mediante fermentación en lote 

alimentado y posterior tratamiento térmico en presencia de detergente, se 

decidió buscar las mejores condiciones del tratamiento del biodiesel con la 

enzima en busca de reducir costos y aumentar la eficiencia del proceso, para 

favorecer su implementación a nivel industrial. 

Se determinó la influencia de diferentes factores, incluyendo el pH, la 

composición de la solución buffer, la relación agua/biodiesel, temperatura de 

reacción y la concentración de la enzima. 

Los ensayos se realizaron utilizando una muestra industrial de biodiesel de soja 

crudo conteniendo 75 ppm de EG en frascos de 20 mL, con agitación 

magnética. 

La Figura 28A ilustra el comportamiento de EGasa1 a diferentes pHs, ajustado 

con soluciones buffer de citrato o fosfato. Los resultados muestran que la 

enzima es más activa a valores de pH en el rango 5,5-7,5, y presenta un 

rendimiento máximo alrededor de pH 6,75 utilizando buffer fosfato.  

Para establecer las condiciones óptimas para el proceso se analizaron varias 

concentraciones de buffer fosfato. La Figura 28B muestra que la concentración 

de fosfato podría reducirse a 10 mM sin alterar el rendimiento de la enzima.  

De la misma forma, se analizó la concentración óptima de NaCl. La Figura 28C 

muestra que las mejores condiciones de reacción se obtuvieron para los 

valores entre 6 y 50 mM, siendo la concentración óptima 20 mM de NaCl.  
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El efecto de la temperatura en la hidrólisis de EG por EGasa1 se ilustra en la 

Figura 28D. Los datos muestran que la enzima presenta una actividad máxima 

a 65°C.  

Finalmente, se ensayó la concentración mínima de EGasa1 necesaria para 

eliminar completamente los EGs del biodiesel. La Figura 28E muestra que 7 μg 

de enzima por gramo de biodiesel es suficiente para lograr este objetivo en un 

plazo de 2 h, un tiempo razonable para el proceso. 

Los ensayos anteriores se realizaron con una cantidad de agua arbitrariamente 

fijada en 15 mL por 100 g de biodiesel. Debido a que la cantidad agua en un 

proceso industrial se relaciona directamente con los efluentes producidos, se 

probó la reacción de EGasa1 con cantidades variables de buffer en biodiesel 

crudo (Figura 28F). Se observó que el contenido de agua necesario para 

obtener hidrólisis completa de EG puede reducirse a 4,5 mL por 100 g de 

biodiesel, manteniendo al mismo tiempo el rendimiento enzimático.  
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Figura 28. Optimización del tratamiento enzimático. Influencia de los factores de reacción 
sobre la eficiencia de la hidrólisis de EG mediada por EGasa1 en mezclas de biodiesel de soja 
crudo/agua. Condiciones experimentales: A. Mezclas biodiesel/agua 100:15, 5μg de enzima/g 
biodiésel, 70°C y buffer fosfato o citrato 50 mM de diferentes pHs, B. Mezclas de 
biodiesel/agua 100:15, 5μg de enzima/g de biodiesel, 70°C, buffer fosfato (pH 6,75) a diferentes 
concentraciones, C. Mezclas de biodiesel/agua 100:15, 5 μg de enzima/g de biodiesel, buffer 
fosfato 20 mM (pH 6,75), 70ºC y diferentes concentraciones de NaCl, D. Mezclas de 
biodiesel/agua 100:15, 5 µg de enzima/g de biodiesel, buffer fosfato 20 mM (pH 6,75), NaCl 20 
mM, a diferentes temperaturas, E. Mezclas de biodiesel/agua 100:15, buffer fosfato 20 mM (pH 
6,75), NaCl 20 mM, 65ºC y diferentes concentraciones de EGasa1, F. Mezclas de 
biodiesel/agua con diferentes contenidos de agua, 5 μg de enzima/g de biodiesel, 20 mM buffer 
fosfato (pH 6,75), 20 mM NaCl, 65ºC. Las barras de error muestran la desviación estándar de 
tres ensayos independientes 
 

 

5. Tratamiento enzimático a gran escala 

Con el fin de validar el proceso enzimático para su posterior implementación en 

plantas de producción de biodiesel, se realizaron a continuación experimentos 

en un reactor de 15 litros con una relación altura/diámetro de 3:1 y equipado 

con tres agitadores tipo Rushton (de seis palas) y cuatro deflectores. El 
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diámetro de los agitadores Rushton fue de 8,5 cm y el espaciado de 13 cm. 

Este reactor fue elegido por su similitud geométrica con un reactor industrial 

disponible en la planta de biodiesel “El Albardón”, para facilitar el posterior 

escalado. 

La temperatura se fijó a 65°C y el reactor fue cargado con 10 litros de biodiesel 

crudo que contenía 65 ppm de EG, 0,45 litros de solución de fosfato 20 mM a 

pH 6,7, NaCl 20 mM y 7 mg de enzima EGasa1/ kg de biodiesel. La Figura 29 

muestra la evolución de la reacción en el tiempo, en tres ensayos en los cuales 

se varió la velocidad de agitación. Los mejores resultados fueron obtenidos 

cuando la velocidad de agitación fue 350 rpm (impulsor con velocidad de punta 

de 1,56 m/s), hidrolizándose completamente los EG en 2 horas. Las 

velocidades bajas de agitación extendieron el tiempo necesario para eliminar 

las EG, mientras que velocidades de agitación superiores a 350 rpm 

condujeron a hidrólisis incompletas.  

 

Figura 29: Evolución de la reacción de hidrólisis de EG mediada por EGasa1 en mezclas de 
biodiesel de soja crudo/agua. Condiciones experimentales: mezclas biodiesel/agua 100:4,5, 
7μg de enzima/g biodiésel, 65°C y buffer fosfato o citrato 20 mM de diferentes pH 6,7, NaCl 
25mM. 
 

El análisis de la estabilidad proteica reveló que la actividad de EGasa1 

disminuye notablemente a una velocidad de agitación de 500 rpm (Figura 30). 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 50 100 150 200

EG
 h

id
ro

liz
ad

o
s 

(p
p

m
)

Tiempo (horas)

200 rpm

350 rpm

500 rpm



Resultados y Discusión. Capítulo 3  

135 
 

Este resultado marca un límite para la velocidad de mezcla debido a la 

inestabilidad de la enzima. 

 

Figura 30: Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de EGasa1 en mezclas de biodiesel de 
soja crudo/agua. Actividad β-Glucosidasa recuparada de la fase acuosa durante el curso de la 

hidrólisis de EG catalizada por EGasa1. Las barras de error muestran la desviación estándar 
de tres ensayos independientes.  
 

El proceso fue finalmente escalado hasta 20 toneladas manteniendo la 

velocidad de punta de paleta constante, ya que éste ha sido reportado como el 

mejor criterio de escalado para dispersiones líquido-líquido en reactores 

agitados, como los que se utilizaron en estos experimentos [170, 171]. El 

reactor industrial utilizado tiene una relación de altura:diámetro de 3,5: 1 y 

contiene tres paletas tipo Rushton (68 cm de diámetro) con seis palas cada una 

y cuatro deflectores. La mezcla de biodiesel, solución de fosfato, y enzima se 

preparó como se ha descripto anteriormente, se mantuvo la temperatura a 

65°C, y la velocidad de agitación se fijó en 43 rpm (velocidad de la punta del 

impulsor de 1,53 m/s).  

El contenido de EG inicial fue de 75 ppm. La Figura 31A muestra que la 

evolución de la reacción en el tiempo, en escala industrial, es similar a la 

obtenida con el reactor de 15 L, indicando el éxito de la estrategia de escalado. 
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Se realizó un análisis SPE-GC-FID de EG de las muestras tratadas y no 

tratadas para dar soporte a los datos obtenidos fluorométricamente. No se 

observaron señales correspondiente a los tres principales tipos de EG en los 

cromatogramas de las muestras (figura 31B), lo que confirma la eficacia de la 

tratamiento en un proceso de escala de varias toneladas. 

A 

 

B 

 

Figura 31: Eliminación de EG mediada por EGasa1 en un reactor industrial de 20 toneladas. 
Evolución de la reacción de hidrólisis de EG (expresado como % de conversión) en un 
biodiesel comercial que contiene 75 ppm de EG, con mezclas biodiesel/agua 100:4,5, 7μg de 
enzima/g biodiésel, 65°C y buffer fosfato o citrato 20 mM de diferentes pH 6,7, NaCl 25mM. Las 
barras de error muestran la desviación estándar de tres ensayos independientes. (A) Análisis 
SPE GC-FID de muestras de biodiesel tratadas. Las huellas se desplazan en y para mayor 
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claridad (B) Los picos se marcan como sigue: *Std estándar, glucósido de colesterilo; 1 
campesteril glucósido; 2 de estigmasterilglucósido y 3 β-sitosteril glucósido. 

 

 

6. Impacto en las pruebas de calidad del biodiesel 

El biodiesel debe cumplir con los diferentes estándares de calidad 

especificados por cada país consumidor de este biocombustible. Aunque 

ninguna de estas especificaciones estipula un valor que limita el contenido de 

EG, el biodiesel con concentraciones de EG superiores a las 20 ppm por lo 

general no cumple con los estándares de las pruebas de filtrabilidad [10, 172, 

173]. Sin embargo, la influencia real de los EG en el taponamiento de los filtros 

sigue siendo controvertida, y la formación de precipitados se atribuye también a 

la presencia de MAGs [174]. El biodiesel tratado con EGasa1 representa un 

excelente material con el que evaluar específicamente la influencia de los EG 

en los ensayos de calidad, ya que su concentración se reduce por debajo de 3 

ppm sin alterar otros componentes presentes en la matriz de biodiesel.  

Por lo tanto, se evaluó el biodiesel de soja tratado con EGasa1 y secado, en las 

siguientes pruebas: contaminación total (CT), prueba de filtración en frío (del 

inglés Cold Soak Filtration Test, CSFT), tendencia al bloqueo del filtro (Filter 

Blocking Tendency, FBT), y tendencia al bloqueo del filtro en frío (Cold Soak 

Filter Blocking Tendency, CSFBT) en paralelo.  

Los resultados se muestran en la Tabla 18, demostrándose un mejoramiento 

en el desempeño del biodiesel en todas las pruebas, ya que alcanza valores 

marcadamente inferiores a los límites especificados para cada prueba. 

Además, el biodiesel tratado con EGasa1 se comportó de forma similar al 

biodiesel destilado, incluso para el riguroso ensayo CSFBT. Es importante 
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destacar que el contenido de MAGs en todas las muestras de biodiesel fue 

0,1%, lo que indica que en ausencia de EG, incluso altas concentraciones de 

MAGs no afectan la calidad del biodiesel de soja. 

Tabla 18.Resultados de los test de calidad del biodiesel 

Muestra CT (ppm) CSFT (seg) FBT CSFBT 

Biodiesel sin 
Tratar 

60±4,5 458±43 4,3±1,0 6,5±1,0 

Biodiesel tratado 
con EGasa1 

0,5±0,2 80±3 1,0±0,0 1,0±0,0 

Biodiesel 
Destilado 

0±0 70±2 1,0±0,0 1,0±0,0 

Especificaciones <24 <360 <1,8 <1,8 

 

Adicionalmente, como se observa en la Figura 32, el aspecto visual del 

biodiesel, que es importante para su comercialización, mejora notablemente 

luego del tratamiento con la enzima, desapareciendo la turbidez característica 

del biodiesel crudo. 

 
Figura 32: Biodiesel de soja seco tratado con EGasa1 (izquierda) y biodiesel de soja seco 
previo al tratamiento enzimático. 
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Discusión:  

Como punto de partida de este Capítulo se logró llevar a cabo exitosamente la 

producción de la EGasa1 en un volumen de 1000L. Si bien los valores de 

actividad y DO600 finales resultaron inferiores, se logro trabajar con un volumen 

industrial, lo que permito tener una aproximación real de costos, dificultades y 

necesidades para la implementación del proceso como una alternativa 

enzimática para el tratamiento del biodiesel.  

El escalado se llevo a cabo adaptando el proceso a un reactor previamente 

diseñado, el cual no cumplió con todos los requisitos para llevar a cabo un 

escalado eficiente. Por ejemplo, la agitación y el sistema de enfriamiento 

resultaron insuficientes para la demanda del proceso optimizado, por lo que el 

OD, por momentos fue menor al 30%. El caudal de alimentación tuvo que ser 

disminuido hasta un valor en el cual la cantidad de calor generado no excediera 

la capacidad de refrigeracion del reactor (28 Kcal/L.hora) para regular la 

temperatura. 

Posteriormente se diseño un método de procesamiento del cultivo rápido, 

efectivo y de bajo costo, compatible con los requerimientos industriales. 

Teniendo en cuenta reportes previos [23] se utilizaron altas temperaturas para 

lisar las células (80ºC) lo cual permite además eliminar al hospedador y 

desnaturalizar sus proteínas obteniendo un extracto altamente purificado. 

Debido la naturaleza de la EGasa1, proteína periférica de membrana, se utilizó 

adicionalmente un detergente, alcohol laurico etoxilado de 7 moles al 1%, en 

las soluciones de extracción.  

Luego de probar la factibilidad y robustez del escalado de la producción de la 

EGasa1 por un lado, y optimizando y escalando hasta volúmenes industriales 
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el tratamiento enzimático del biodiesel por otro, hemos determinado que la 

cantidad de caldo de fermentación requerido para la eliminación enzimática de 

EG es de aproximadamente 1L por tonelada de biodiesel crudo industrial de 

soja. Según estudios de costos realizados por nuestro grupo, el costo de la 

producción industrial de EGasa1 por fermentación en E. coli y extracción-

purificación por termólisis en presencia de alcohol láurico etoxilado y posterior 

centrifugación estaría muy por debajo de US$ 1 por litro. 

La Tabla 19 describe un análisis simplificado de costos para un proceso de 

producción donde puede observarse que el uso de un fermentador de 10 mil 

litros podría abastecer la necesidad total de enzima para limpiar el 80% de la 

totalidad de biodiesel producido en nuestro país (considerando 2 millones de 

toneladas anuales) utilizando la tecnología propuesta. El modelo considera que 

la planta podría realizar 165 fermentaciones anuales, con un ciclo de duración, 

considerando tiempos muertos, es de 2 días y 35 días de parada de planta; 

estándares de producción alcanzables en base a nuestra experiencia.  

Los costos de las instalaciones de fermentación están comprendidos dentro del 

rubro "costo de capital". 
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Insumos 0,19 
 

Cantidad Egasa necesaria para 
limpiar una tonelada de Bio (g) 

7,00 

Staff 0,11 
 

Redimiento de fermentacion (g 
Enzima/L) 

7,00 

Consumibles 0,07 
 

Cantidad de fermentaciones 
anuales 

165,00 

Capex 0,12 
 

Salarios Staff 184.000 

Energia 0,09 
 

Vol fermentador 10.000 

Costo por litro de 
fermentación procesado 

0,59 
 

Costo capital 2.000.000 

   
Amortizacion equipos (años) 10,00 

Costo produccion EGasa1 
para limpiar una tonelada 

de bio  
0,59 

 

Consumibles annual (filtros, 
electrodos, repuestos varios, etc. 

Incluye mantenimiento de equipos) 
120.000 

   

Duracion ciclo fermentacion,  
limpieza y esterilización (dias) 

2,00 

   
Produccion EGasa1 anual (kg) 11.550 

   

Toneladas de Bio que pueden 
tratarse 

1.650.000 

   

Fraccion del año que dura la 
campania 

1 

Tabla 19. Análisis de costo (en dólares estadounidenses) para el proceso de producción 
propuesto para EGasa1. 

 

Considerando que el costo de la eliminación de EG por destilación se 

encuentra entre US$20 y US$35 por tonelada, el proceso de remoción 

enzimático utilizando EGasa1 presentado resulta una alternativa altamente 

rentable para la implementación de este proceso ecológico a escala industrial. 

La optimización de las condiciones de trabajo redujo, además de la cantidad de 

enzima necesaria para la eliminación completa del contaminante EG, la 

cantidad de agua utilizada en la hidrólisis al 4,5% del volumen de biodiesel 

tratado, lo que disminuyó la cantidad de agua residual que se genera. Además, 

la concentración de iones presentes en el buffer de hidrólisis se redujo para 

producir un biodiesel que cumple con los requisitos de la norma ASTM D6751 y 

Norma EN14214. 

La temperatura óptima de hidrólisis, 65ºC, coincide con la temperatura a la 

salida del lavado del biodiesel, punto del proceso de producción de biodiesel 
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para plantas Lurgi y Desmet lo que permitiría insertar el tratamiento enzimático 

en este punto sin el impacto en los costos que generaría tener que elevar la 

temperatura (Figura 33). 

Figura 33: Ejemplo de Inserción del proceso enzimático Keclon en la unidad 11 de 

transesterificación de una planta Lurgi. La unidad enzimática es llamada U30. 

 

El proceso se escaló exitosamente hasta 20 toneladas usando un reactor  

agitado, en el cual 7g de EGasa1 por tonelada de biodiesel eliminaron por 

completo las 75 ppm de EG presentes en la muestra en aproximadamente 2 h.  

Si bien los EG no se miden directamente en biodiesel de forma rutinaria debido 

a dificultades técnicas, su presencia tiene un profundo impacto en las pruebas 

de calidad, incluyendo TC, CSFT, FBT y CSFBT [10]. Los resultados de estas 

pruebas de calidad obtenidos con el biodiesel tratado con EGasa1 son en todos 

los casos comparables a los del biodiesel destilado, indicando la eficiencia de 

el proceso enzimático desarrollado en la provisión de un biodiesel de calidad 

superior.  
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El proceso enzimático aquí presentado es el primer reporte de tratamiento 

biodiesel capaz de reducir los EG presentes en un biodiesel comercial estándar 

de soja a los niveles requeridos para pasar pruebas de calidad tan rigurosas 

como FBT y CSFBT, impuestas por los mercados de Australia y Canadá, 

respectivamente [16]. 
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La eliminación de EG utilizando una tecnología enzimática propone un proceso 

amigable con el medio ambiente, coherente con el objetivo de fondo de la 

producción de energías renovables.Este trabajo de tesis propone producir la 

enzima EGasa1 utilizando un proceso de fermentación a un costo que haga 

viable su implementación industrial.  

Para lograr este objetivo se diseñó una estrategia multifactorial que incluyó: 

ingeniería del organismo productor, uso de herramientas de biología sintética 

para maximizar expresión del gen codificante para EGasa1 (Capítulo 1), diseño 

y optimización del proceso de fermentación (Capítulo 2) y escalado de la 

producción, desarrollo de un proceso de downstream para la recuperación de 

EGasa1 y tratamiento enzimático el biodiesel (Capítulo 3). 

En el Capítulo 1: 

 Se seleccionó la versión del gen sintético de la enzima de interés con su 

uso de codones optimizado tanto para E. coli como para S. sereviciae, 

para su expresión en el hospedador E. coli.  

 Se aumentó un 40% la expresión inicial mediante la selección del 

promotor pBAD, dentro de una colección de promotores evaludos, 

utilizando un inductor económico como la L-arabinosa.  

 Con la incorporación del sistema de chaperonas moleculares GroES- 

GroEL se consiguió incrementar tres veces la actividad de la enzima.  

 Se optimizaron las condiciones del proceso: temperatura y punto de 

inducción, y concentración de inductor. Se encontró que los mejores 

niveles de actividad determinados a través del sustrato β-glucosidasa se 

obtuvieron cuando pGro7 y pKCN-BAD-EGasa1 se indujeron en la fase 

exponencial de crecimiento con 0,5 g/L de L-arabinosa, a 37ºC. 
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En el Capítulo 2  

 Se seleccionaron dos genes que se encuentran expresados en bajos 

niveles en los cultivos a altas densidades celulares, glpF que codifica 

para un transportador de glicerol y prsA una enzima clave para la 

biosíntesis del precursor 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP), involucrada 

en la ruta biosintética de nucleótidos y aminoácidos.  

 Al sobre-expresarlos junto a la EGasa1 y las chaperonas GroES-GroEL 

las mayores actividades EGasa1 se obtuvieron con las construcciones 

pKCN207 (egasa1-groES-groEL-glpF-prsA) y pKCN196 (egasa1-groES-

groEL), aunque ninguna mejoró el nivel de actividad obtenido por la 

expresión desde los plásmidos pKCN-BAD-EGasa1 y pGro7 por 

separado. 

 Se incorporó a la cepa hospedadora BL21 AI los genes del catabolismo 

de la sacarosa cscAKB, obteniendo la cepa NK5 capaz de crecer en 

sacarosa como única fuente de carbono. 

 Se evaluó la fuente de carbono a utilizar para optimizar el rendimiento de 

las fermentaciones en lote alimentado. Los sustratos seleccionados 

fueron: glucosa, sacarosa, glicerol en su forma refinada y cruda.  

 Los mayores niveles de actividad EGasa1 se obtuvieron con glucosa. 

 Debido a la ventaja económica que genera y a que es un subproducto 

de la industria del biodiesel, se selecciono al glicerol como fuente de 

carbono preferencial para las fermentaciones siguientes.  

 Se rediseñó el medio salino HM, con la finalidad de obtener un medio 

más simple y reducir los costos de producción, así se obtuvo al medio 
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definido Fantasía: KH2PO4 y NaOH (27,8 g/L y 1,32 g/L 

respectivamente). 

 Se analizaron diferentes perfiles de post-inducción y se determinó que el 

flujo de alimentación más adecuado es el constante de 12 g/L/h.  

 Se determinó que la C:N óptima en la solución de alimentación es 5. 

Con la misma se obtuvo el mayor valor de actividad EGasa1, 466 U/ml.  

En el Capítulo 3: 

 Se escalo el proceso de producción de la enzima exitosamente hasta 

1000L.  

 Se establecieron las condiciones de lisis: calentamiento a 80ºC, durante 

20 minutos con el agregado de 1% de alcohol láuricoetoxilado de 7 

moles. 

 Se optimizaron de las condiciones de hidrólisis enzimática en biodiesel: 

se redujo la cantidad de enzima necesaria para la eliminación completa 

de los EG a 7µg por gramo de biodiesel, y la cantidad de agua utilizada 

en la hidrólisis al 4,5% del volumen de biodiesel tratado, lo que 

disminuyó la cantidad de agua residual que se genera.  

 La concentración de iones presentes en el buffer de hidrólisis se redujo 

disminuyendo la concentración del buffer fosfato a 10 mM y la del NaCl a 

20 mM.  

 En cuanto a la temperatura y pH óptimos de hidrólisis los resultados 

fueron 6,75 y 65ºC respectivamente.  

 El proceso de tratamiento se escaló exitosamente hasta 20 toneladas 

usando un reactor agitado, en el cual 7g de EGasa1 por tonelada de 
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biodiesel eliminaron por completo las 75 ppm de EG presentes en la 

muestra en aproximadamente 2 h.  

 Los resultados de las pruebas de calidad TC, CSFT, FBT y CSFBT 

obtenidos con el biodiesel tratado con EGasa1 son en todos los casos 

comparables a los del biodiesel destilado.  
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