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Introduccion. La resistencia que han desarrollado las
bacterias debido al mal uso de los antibidticos
convencionales, ha llevado a la busqueda de nuevas
alternativas para combatir las infecciones. Una clase
relativamente nueva de antibidticos son los péptidos
antimicrobianos denominados 3-defensinas. Las de tipo
humano son parte de nuestro sistema inmune adquirido
las cuales actlan en nuestro cuerpo como una defensa
natural [1]. Existen trabajos que han mostrado que las (3-
defensinas tienen actividad antimicrobiana, y ademas
incrementan la respuesta de nuestro sistema inmune. Un
método de produccion de las B-defensinas a nivel
laboratorio ha sido mediante su expresion en sistemas
heterélogos [2]. Debido a la importancia que tiene como
antimicrobianos, es necesario optimizar el proceso de
produccion, que permita obtener un mejor rendimiento,
para que estas moléculas puedan ser empleadas como
antibiéticos alternativos o bien poder realizar un estudio
mas detallado de sus mecanismos de accion [3]. Para
ello es importante conocer las variables fisicoquimicas
que podrian influir en su expresion. Existen pocos
trabajos de la produccion de estos péptidos y no se han
realizado estudios para determinar la importancia del
oxigeno en la produccion de los mismo, en este sentido
nosotros estamos interesados en probar diferentes
condiciones de oxigeno.

Objetivo: Expresar una beta defensina en un reactor
controlado en condiciones de baja y alta aireacion.

Metodologia. Se transformaron bacterias quimio
competentes de la cepa E. coli M15 con el vector de
expresion pQE30-HBD3-M.Se realizaron cultivos a 1 vvm
y 0.25 vvm con un porcentaje de oxigeno disuelto a 0% y
15% controlado por agitaciéon a un pH y temperatura
constante. Los cultivos fueron inducidos a una ODggonm
de 1.3 con 1 mM de IPTG. Se determiné la biomasa por
peso humedo. La proteina se purific6 por cromatografia
de afinidad a Ni-NTA y por columnas de fase reversa
utilizando un sistema HPLC. La beta defensina obtenida
se identific6 en geles SDS-PAGE, por inmunoblot y
posterior a su purificaciéon de cuantific6 por medio de
absorbancia a una longitud de onda de 280 nm.

Resultados. Los resultados de expresion obtenidos a 1
vvm fueron similares en las condiciones de oxigeno
disuelto de 0% y 15%, viéndose solo afectado el
crecimiento celular al inicio de la fermentacion a 0% de

oxigeno disuelto, obteniendo una ODgg,m de 3.5 U de
absorbancia y una concentracién de proteina 4.1 mg/L.
En el caso de la fermentacion al 15% de oxigeno disuelto
se obtuvo una ODgy,m de 4U de absorbancia y una
concentracion de proteina de 4.5 mg/mL. En el caso
donde se usé un flujo de oxigeno a 0.25 vvm, se observo
una disminucion significativa en el crecimiento llegando a
una ODgyonm de 3U de absorbancia a 0% de oxigeno
disuelto. En el segundo caso que se mantuvo con una
saturacion de oxigeno disuelto al 15%, en esta condicién
el crecimiento no se vio afectado, sin embargo, la
produccion de proteina se vio disminuida obteniendo 3.1
y 3.4 mg /L respectivamente. Esto puede deberse a la
menos disponibilidad de oxigeno.

Tabla 1. Cuantificacion de biomasa y proteina finales en las diferentes
condiciones de oxigeno que se probaron a 0.25 vvm y 1 vvm.

qujo de Oxlgeno Peso humedo HBD3-M
oxigeno Disuelto (9/L) (mg/L)
(wm) (%) 9 g
0 3.7 4.1
1
15 4.7 4.5
0 3.1 3.1
0.25
15 4.5 3.6
Conclusiones. La produccion de péptidos

antimicrobianos tipo beta-defensina por medio de la
expresion heterdloga en E. coli M15 es una alternativa
para incrementar su produccion y asi realizar estudios
clinicos mas detallados. En este trabajo el incremento en
vvm aumento el rendimiento de las beta-defensinas.
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