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Introducción. La agregación de proteínas recombinantes (PR) 
en cuerpos de inclusión (CI) es el principal inconveniente de la 
expresión heteróloga en E. coli. Los CI son agregados dinámicos 
que contienen una gran proporción de PR [1]. Sin embargo, en 
bioprocesos industriales los CI suelen ser la materia prima para 
comenzar la purificación. De hecho, la recuperación de PR en un 
estado nativo y soluble a partir de los CI depende de sus 
características [2]. Por lo tanto, el análisis estructural de los CI se 
ha convertido en un importante campo de estudio. El objetivo de 
nuestro proyecto es el estudio del efecto de la variación en el pH 
sobre la arquitectura de CI formados por una Fosfolipasa A2 
recombinante (rPLA2) del veneno de la serpiente Micrurus 
laticollaris.  
 

 Metodología. La rPLA2 fue expresada en E. coli Origami (DE3) 
[3]. Los cultivos fueron realizados en biorreactores de 1.2 L, 
usando medio mínimo, 37°C y 30% de oxígeno disuelto. La 
producción de rPLA2 fue evaluada bajo 4 estrategias de pH: 
cambio de pH de 7.5 a 6.5 u 8.5, sin control (NC) y pH constante. 
La concentración de glucosa y lactato se cuantificaron en un 
analizador bioquímico YSI2900. Los ácidos orgánicos se 
cuantificaron por HPLC [3]. Los CI fueron obtenidos mediante 
ruptura celular, centrifugación, y lavados con detergentes [8]. Los 
CI fueron visualizados por microscopía de transmisión 
electrónica. Las proteínas de los CI fueron separadas por SDS-
PAGE y 2D. Para definir las características estructurales de los 
CI se evaluó la resistencia a la degradación por proteinasa-K o 
solubilización con agentes caotrópicos y las estructuras 
amiloides por su unión a Tioflavina-T (Th-T). La estructura 
secundaria de los CI fue analizada por FTIR [3]. 
 

Resultados. Los cultivos a pH sin control y 7.5 lograron una 
biomasa máxima (Xmax) de ~3 g/L después de 11 h, mientras que 
a pH 6.5, solo alcanzaron el 66% de Xmax (Tabla 1). A pH 8.5, el 
pH básico favoreció la salida de acetato de las células. A pH 8.5, 
el rendimiento total de proteína y la productividad de rPLA2 en 
forma insoluble fue 20% mayor (Tabla 1). A pH 8.5 los CI 
formados fueron más susceptibles a la degradación proteolítica 
por Proteinasa-K, unieron menos Th-T (Fig. 2). Además, se 
solubilizan más fácilmente en agentes caotrópicos. 
 
Tabla 1. Parámetros estequiométricos y cinéticos de crecimiento y 
producción de rPLA2 producida en E. coli OrigamiTM. 

       
 
        

 
Fig. 1. Cinética de cultivos 
Origami-rPLA2 de E. coli. 
Resultados de al menos tres 
réplicas biológicas. La línea 
discontinua muestra la inducción 
de IPTG (5 h de cultivo), justo 
después del cambio de pH. (A) 
Perfiles de pH en los cultivos de 
biorreactores. (B) Cinética de 
crecimiento de biomasa. (C) 
Consumo de glucosa. (D) 
Formación de acetato. (E) 
Formación de succinato. 
 
 
 
 

Fig. 2. Perfiles de 
digestión con 
proteinasa-K de los 
CI colectados en 1 h 
(A) y 10 h (B) 
después de la 
inducción. Unión a 
Th-T de los cuerpos 
de inclusión de 
rPLA2 recogidos en 
1h (C) y10h (D). 
 

Conclusiones. Los cultivos a pH 6.5 y 8.5 mostraron los 
valores más bajos de Xmax, lo que refleja un ambiente 
estresante. Sin embargo, el pH 8.5 favoreció la secreción 
de acetato evitando la inhibición de la síntesis de 
proteínas, favoreciendo la acumulación de rPLA2. 
Además, los CI formados a pH 8.5 presentaron una 
conformación más relajada con menor contenido de 
estructuras amiloides. Esta información mejorará la 
recuperación de proteínas y el uso de CI en bioprocesos.  
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