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RESUMEN

La tecnologia del ADN recombinante ha permitido desarrollar la capacidad de clonar y expresar en un
hospedero un gen ajeno a él, con la finalidad de aumentar la produccion de proteinas recombinantes a
un menor costo. En los ultimos afios, las aplicaciones de las enzimas tipo invertasas han sido exploradas
en el sector farmacéutico, alimentario e incluso, agropecuario, debido a su capacidad de catalizar la
hidrélisis de sacarosa para la sintesis de oligosacéridos. En la presente investigacion se disefid un
plasmido capaz de expresar B-fructosidasa (BfrA) del microorganismo extremdéfilo Thermotoga
maritima, proponiendo a Escherichia coli M15 como biofabrica para la expresion y produccion de
BfrA en la industria de fructooligosacaridos. El disefio del vector considerd la necesidad de una
resistencia a antibidticos para las células transformadas, proponiendo el uso de cloranfenicol y
ampicilina. Asi como la inclusién de una cola de histidinas, que facilite la purificacion de la proteina
BfrA sintetizada por E. coli M15 mediante cromatografia de afinidad con un metal inmovilizado
(IMAC). El vector seleccionado tiene un sitio de clonacion multiple para facilitar la ligacion del gen
bfrA 'y el gen reportero gfp como indicador del éxito de la ligacién y la sintesis in vivo de la proteina
BfrA. El plasmido propuesto ofrece la ventaja de tener una induccidn controlada por lactosa pudiendo
ser expresado en una bacteria de facil y rapido crecimiento, lo que representard un menor costo en la
sintesis de BfrA a nivel industrial, teniendo la oportunidad de aprovechar al maximo su uso en la
produccion, por ejemplo, de jarabes de azucar con alto contenido de fructosa y fructoligosacaridos con
propiedades medicinales para personas con diabetes.

Palabras clave: invertasa; proteina recombinante; B-fructosidasa; biofébrica.
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ABSTRACT

Recombinant DNA technology has allowed to clone and express a foreign gene in a host to increase
the production of recombinant proteins at a lower cost. In recent years, the applications of invertase-
type enzymes have been explored in the pharmaceutical, food and even agricultural sectors due to their
capacity to catalyze the hydrolysis of sucrose for the synthesis of oligosaccharides. In this research, a
plasmid capable of expressing p-fructosidase (BfrA) of the marine extremophile microorganism
Thermotoga was designed, proposing Escherichia coli M15 as a biofactory for the expression and
production of BfrA in the fructooligosaccharide industry. Vector design considered the need for
antibiotic resistance for transformed cells, proposing the use of chloramphenicol and ampicillin. As
well as the inclusion of a histidine tail, which facilitates the purification of the BfrA protein synthesized
by E. coli M15 by affinity chromatography with an immobilized metal (IMAC). The selected vector
has a multiple cloning site to facilitate the ligation of the bfrA gene and the gfp reporter gene as an
indicator of successful ligation and in vivo synthesis of BfrA protein. The proposed plasmid offers the
advantage of having a lactose-controlled induction and can be expressed in an easy and fast-growing
bacterium, which will represent a lower cost in the synthesis of BfrA at an industrial level, having the
opportunity to make the most of its use in the production, for example, of high fructose and
fructoligosaccharide sugar syrups with medicinal properties for people with diabetes.

Keywords: invertase; recombinant protein; B-fructosidase; biofactory.

INTRODUCCION en el desarrollo de productos lacteos, alimentos
infantiles, cereales, reposteria, panaderia vy
suplementos alimenticios [3].

La pB-D-fructofuranosidasa, perteneciente al
grupo de las invertasas, es una enzima que

cataliza la hidrdlisis de sacarosa (Figura 1), para Las invertasas fueron las primeras enzimas de
producir una mezcla equimolar de glucosa y las que se estudio su cinética, permitiendo un
fructosa [1]. Las enzimas tipo invertasa han avance importante para ser utilizadas en la
sido ampliamente utilizadas en la industria industria [2]. A nivel industrial es comun
alimentaria, en la produccion de etanol y obtener invertasas de cultivos de levaduras,
actualmente han destacado su participacion en pero también se encuentran presentes en otros
la sintesis de compuestos prebioticos, farmacos microorganismos, plantas y animales. La
y fructooligosacaridos [2]. Estos tltimos son de actividad 6ptima de la mayoria de las invertasas
los mas versatiles, dado que tienen aplicacién ocurre en condiciones de pH ligeramente acido,
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Figura 1. Hidrolisis de sacarosa llevada a cabo por enzimas tipo invertasa recombinante en Pichia
pastoris. La reaccion, muestra la sintesis de fructooligasacaridos [4].

entre 4.6 y 5y una temperatura entre 35y 50 °C
[5]. Un dato relevante en la funcionalidad de las
invertasas es que cuando la hidrolisis de
sacarosa se lleva a cabo a elevadas temperaturas
esta reaccion serd mas rapida, lo que conlleva a
necesitar menor cantidad de enzima [1]. Sin
embargo, como casi todas las enzimas, la
mayoria de las invertasas, sobre todo las
provenientes de levaduras, son susceptibles a
factores desnaturalizantes como el calor, por
ejemplo, las invertasas presentes en
Saccharomyces cerevisiae presentan una
actividad 6ptima alrededor de los 33 °C y por
encima de los 55 °C pueden desnaturalizarse
[6]. Existen otros microorganismos capaces de
sintetizar enzimas tipo invertasas como
Aspergillus niger, que puede crecer a una
temperatura maxima entre 45-47 °C [7] o
Candida utilis, que soporta una temperatura de
hasta 40.7 °C [8], esto significa que las
invertasas presentes en estos microorganismos
no pueden presentar actividad fuera de estos
rangos de temperatura, siendo necesaria mayor
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cantidad de enzima y tiempo para realizar la
hidrolisis de sacarosa. Tomando en cuenta estas
consideraciones su aplicacion en la industria
incrementaria los costos de produccion. Entre
las pocas invertasas que resisten altas
temperaturas, se encuentra la B-fructosidasa
(BfrA) aislada de la arquea hipertermofila
Thermotoga maritima, cuya temperatura
dptima de crecimiento es de 80 °C [9]. Fue
aislada de sedimentos maritimos localizados en
Italia, siendo eventualmente de gran uso para
los humanos en el area cientifica. Este
microorganismo es capaz de soportar
temperaturas extremas, por encima de los 90 °C
por lo que sus enzimas son resistentes a estas
condiciones [10]. Se ha descrito que la invertasa
presente en T. maritima, es capaz de
mantenerse estable en rangos de temperatura
desde los 30 hasta los 75 °C [11], por lo tanto,
las invertasas de microorganismos extreméfilos
son una excelente alternativa para aumentar la
produccién de fructooligosacaridos a un menor
costo.
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El aprovechamiento de enzimas provenientes
de organismos extremofilos se puede realizar
mediante la tecnologia del ADN recombinante.
Esta técnica ha permitido desarrollar la
capacidad de clonar y expresar en un gen
externo, para hacer mas eficiente y accesible la
produccion de proteinas, favoreciendo su
aplicacion en la industria [12]. Los avances en
ingenieria genética abren la posibilidad de
producir p-fructosidasa de T. maritima en
grandes cantidades utilizando un sistema de
expresion procariota heter6logo, a menor costo
y permitiendo su uso a nivel industrial.

En esta investigacion se propone el disefio de
un plasmido que permita la expresion de la
enzima PB-fructosidasa (BfrA) de T. maritima
usando una cepa de E. coli como biofabrica
para su produccion a mayor escala, lo que
permitiria su uso en la industria de

fructooligosacaridos.

METODOLOGIA
Seleccion del vector de clonacién

La seleccion del vector de clonacion que se uso
en esta investigacion, se realizd en la base de
datos Addgene (https://www.addgene.org). Los
pardmetros que se consideraron para su
seleccion fueron: (a) la existencia de una
secuencia que agregara una cola de histidina a
la proteina recombinante, esto con la finalidad

de facilitar su purificacion una vez que ocurra
la sintesis de la invertasa [13], (b) una region
promotora inducible y regulable; la presencia
de un inductor favorece y aumenta la expresion
de la proteina recombinante [14, 15], (c)
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presencia de secuencias codificantes para una
resistencia a antibidtico, lo que permite la
identificacion de células transformadas y (d) un
sitio de clonacion mdltiple que permita la
correcta insercion de la secuencia del gen que
se quiere expresar en el vector.

Seleccion de un gen reportero

En esta investigacion se propone el uso de un
gen reportero que permita verificar de una
manera rapida que la proteina de interés se esta
expresando en la biofabrica propuesta, para esto
se buscO en la base de datos NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), tomando en
cuenta que no fuera necesario realizar una
identificacion molecular y que permita
identificar su presencia de manera facil y rapida
sin la necesidad de una prueba de biologia
molecular dentro del laboratorio, siendo los
genes que proporcionan luminiscencia los mas
ampliamente utilizados para este fin, debido a
que su expresion puede verse facilmente y su
expresion puede ser relacionada directamente
con la expresion in vivo de los genes de interés.

Construccién in silico del vector que permite
la expresion de la B-fructosidasa

La herramienta utilizada para llevar a cabo la
construccién in silico del vector que permite la
expresion de la B-fructosidasa fue el software
en linea, Benchling
(https://www.benchling.com). Con esta
herramienta se realizé la ligacion in silico del
gen que codifica la proteina BfrA. Para esto fue
necesario diseflar primers especificos que
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permitieron la amplificacion de bfrA, asi como
un analisis de restriccion que permite visualizar
la correcta caracterizacion del plasmido.
Finalmente, siguiendo la misma metodologia se
subclon6 gfp como gen reportero para facilitar
la identificacion de los vectores recombinantes,
que estan expresando la proteina de interés.

Seleccion de la cepa de E. coli para expresar
el vector recombinante, estrategias de
transformacion y determinacion de la
expresion y actividad enzimatica de la -
fructosidasa

Se realiz6 una busqueda bibliogréfica en
PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/) en
la que se tomd en cuenta la compatibilidad del
vector seleccionado, con cepas de E. coli,
disponibles comercialmente. Otro aspecto
importante a considerar es que el
microorganismo seleccionado cuente con un
tiempo corto de generacion, que sea una
bacteria de facil cultivo lo que permitira una
mayor produccion de la B-fructosidasa. Para la
propuesta de estrategia de transformacion, se
consider6 que el método seleccionado fuera
compatible con células de E. coli, ademas de
considerar que la estrategia seleccionada no
tuviera un costo elevado para llevarse a cabo y

no se requiera un equipo especial para realizar
la transformacion.

A fin de determinar la expresion y actividad de
la B-fructosidasa en la cepa elegida de E. coli,
se selecciond la técnica mas utilizada que ayuda
a verificar la expresion de proteinas
recombinantes y que ademas provee pruebas de
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funcionalidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se propone la expresion de la
invertasa B-fructosidasa (BfrA) de T. maritima.
La secuencia completa del gen bfrA de T.
maritima usada en esta investigacion, se
encuentra publica en la base de datos NCBI con
namero de acceso AJ001073.1.

El vector de clonacion seleccionado fue
pQE30-hPolB, con numero de ID NM_002690
Addgene (https://www.addgene.org/70761/).
En la Figura 2 se muestra el mapa del vector;
apreciando que cuenta con una secuencia que
agrega 6 tripletes de histidinas, combinando los
codones CAT y CAC en la posicion 333
facilitando la purificacion de la p-fructosidasa
después de su expresion. EIl vector cuenta con
un promotor T5-lac, tiene dos secuencias
codificantes para resistencia a cloranfenicol y
ampicilina, que sirven para identificar células
transformadas de las no transformadas. Cuenta
con un sitio de clonacion mdaltiple flanqueado
por diferentes sitios de restriccion para enzimas
que permiten la insercion de la secuencia
codificante de la B-fructosidasa.

Se eligio el vector pQE30-hPolB, debido a que
cuenta con un promotor T5-lac, el cual es
inducible  por IPTG  (isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido), a diferencia del promotor
T7, que es constitutivo [16]. EI promotor T5-lac
no requiere la coexpresion de la fago
polimerasa y puede inducirse por lactosa. Este
promotor es un hibrido entre el promotor del
bacteriofago T5 el cual es constitutivo, mas tres
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operadores lac (lacO), los cuales hacen
controlable la expresion usando el principio del
operon lactosa [17]. Mediante la induccion por
lactosa 0 un andlogo, el sitio del operador se
libera permitiendo que la expresion continue.
En este trabajo se propone usar lactosa como
inductor ya que el IPTG es un azlcar sintética
andloga de la lactosa. Se estima que para
inducir la expresién de una proteina en un
reactor usando IPTG, el costo por reactor se
elevaria considerablemente [18], sin embargo,
usando lactosa se tiene la misma eficiencia que
la induccién por IPTG [19] y su costo es mucho
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menor. En el trabajo de Menzella [14] se
obtuvieron niveles similares de produccion de
proteina recombinante usando lactosa o IPTG
como inductor; al colocar cultivos discontinuos
de cepas de E. coli con vectores de expresion
que contienen el gen de la proquimosina de
ternera (pccB), que codifica el componente
carboxiltransferasa de una  carboxilasa
propionil-CoA de Streptomyces coelicolor.
Otra de las desventajas del uso de IPTG en la
industria  son los bajos rendimientos
volumétricos, dificultades en el control del
proceso Y su toxicidad [20].
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El plasmido seleccionado tiene un sitio de
clonacion mdltiple, el cual permite insertar el
gen de interés; contiene dos genes de resistencia
a antibiodtico, ampicilina (amp) y cloranfenicol
(Cm), teniendo la opcién de usar s6lo uno, de
acuerdo a las necesidades de cada laboratorio.
En esta
alternativa usar ampicilina para el crecimiento
de las células transformadas, ya que es un
antibidtico que tiene un menor costo, sin
embargo, cuando se usa ampicilina se deben
realizar pruebas de la concentracion minima
inhibitoria que evite o disminuya la generacién
de falsos positivos. Es importante destacar que
contar con una doble resistencia a antibidtico
facilita la seleccion de las células
transformadas, disminuyendo el riesgo de
contaminacion o la obtencion de falsos
positivos. El vector pQE30-hPolB posee una
secuencia que agrega una etiqueta de
hexahistidinas (6xHis) (CAT CAC CAT CAC
CAT CACQC), al gen ligado. Esta etiqueta tiene
ventajas Unicas sobre otras debido a su pequefio
tamafio, minimizando la interferencia de la
etiqueta en el plegamiento de proteinas nativas
y en las interacciones proteina-proteina;
ademas de la abundancia relativamente baja de
repeticiones de histidina consecutivas que
ocurren naturalmente [13]. Las etiquetas 6xHis
pueden interactuar con cationes metalicos
inmovilizados para proporcionar la captura de

investigacion se propone como

proteinas y complejos de proteinas de interés lo
cual permite la purificacion de la proteina
recombinante mediante cromatografia de
afinidad con un metal inmovilizado (IMAC).
Esta metodologia de purificacion permite
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obtener una cantidad significativa de proteinas
con un alto grado de pureza, de manera rapida
y eficiente, donde la etiqueta de histidinas se
puede escindir, dejando disponible una proteina
sin marcar [22]. En comparacién con otros
métodos, donde se usa precipitacion con sulfato
de amonio la pureza de la proteina purificada
depende de la temperatura, pH, manipulacion y
exposicion al ambiente [23]. La técnica IMAC
es de bajo costo pudiendo usarse tanto en
condiciones nativas como desnaturalizantes
[24], su afinidad y especificidad relativamente
altas permiten una alta eficiencia de captura.

Para llevar a cabo la construccion in silico del
vector recombinante, primero se linearizo el
vector pQE30-hPolB con las enzimas de
restriccion Kasl, la cual al momento de realizar
su corte deja extremos cohesivos y SnaBl, que
realiza un corte dejando extremos romos. Para
verificar que las enzimas seleccionadas
tuvieran un sitio Unico de corte en el vector, se
realiz6 un andlisis de restriccion in silico
disefiado en el software Benchling (Figura 3).
Como se puede observar, sélo se encuentra una
banda que corresponde al sitio Unico de corte de
cada una de las enzimas seleccionadas.

Para la amplificacion del gen bfrA que codifica
a la enzima B-fructosidasa de T. maritima, se
disefiaron oligonucledtidos en Benchling
(Tabla 1). Se verificd que el porcentaje G-C se
mantuviera entre 50 y 60% y que la diferencia
en la Tm (temperature melting) entre ambos no
fuera mayor a 2 °C. A cada primer se le agregd
la secuencia de reconocimiento de las enzimas
con las que se linearizd el plasmido, Kasl
(forward) y SnaBl (reverse), con las que se
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linearizo el plasmido tal como se muestra en la
Tabla 1, de color rojo. Posteriormente, con la
herramienta “Create PCR” de Benchling, se
amplifico in silico el gen de interés, obteniendo
un producto de PCR de 1317 pb gue contiene la
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secuencia del gen bfrA mas los sitios de
restriccion. Dentro del material suplementario 1
se puede ver de manera secuencial como se
realizo el proceso.

Marcador de peso molecular
1 pQE30-hPolB-Kas|
2 pQE30-hPolB-SnaBlI

Ladder

e
10.0 kb
9.0kb
8.0kb
70 kb
6.0kb
50kb

40kb

30kd

20kb
16 kb

1.0 kb
850 bp

650 bp

500 bp
400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

1 2

Figura 3. Andlisis de restriccion in silico del vector pQE30-hPolB, con las enzimas de restriccion Kasl

y Snabl. Obtenido con el software Benchling.

Tabla 1. Oligonucle6tidos disefiados para la amp

lificacion del gen bfrA de T. maritima.

) Enzimas de
Secuencia Tm L,
restriccion
Forward ATGGCGCCATGTTCAAGCC 58.3°C Kasl
Reverse GCGCTACGTATCACAACCAT |54.9°C SnaBlI

8
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Para llevar a cabo la ligacion in silico del gen
bfrA de la PB-fructosidasa al vector pQE30-
hPolB se utilizd la herramienta “assembly
Esta
herramienta permite ligar in silico el producto
de PCR del gen bfrA (obtenido previamente), al
sitio de clonacion de pQE30-hPolB flanqueado
por los sitios de restriccion correspondientes a
las enzimas Kasl y Snabl. La construccion

wizard” del software Benchling.

resultante se muestra en la figura 4, observando
la correcta ligacion obteniendo un plasmido de
5519 pb. La insercion del gen que codifica a la
B-fructosidasa se realizO después de la
secuencia del promotor T5- lac, con la finalidad
de que la transcripcion del gen bfrA se realice
en presencia del inductor, en este caso lactosa
que es adicionado al medio de cultivo. Es

&°
\n‘@

+1

pQE30+ BfrA
5519 bp
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importante mencionar que antes de realizar el
proceso de ligacion in silico se comprobo que
la secuencia del gen bfrA no fuera cortada por
las enzimas de restriccion con las que se
lineariz6 el vector de clonacion (datos no
mostrados).

Para comprobar que el marco de lectura abierto
no se moviera, se verifico el nimero de pares de
bases desde el sitio de inicio del promotor hasta
el sitio de inicio del gen de la B-fructosidasa,
obteniendo 375 pb, este nimero resulta ser un
multiplo de tres, con lo que se tiene mayor
probabilidad de la formacion de codones que
correcta de la -

aseguren la sintesis

fructosidasa.

T5 promoter
HIS

Figura 4. Vector recombinante “pQE30-hPolB + brfA ” obtenido con el software Benchling.
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En la comprobacion de vectores recombinantes,
se suele hacer uso del método de diferenciacion
de colonias blancas y azules para identificar las
células que han sido transformadas con el
vector ligado de las que adquieren un vector
vacio; para ello es necesario emplear reactivos
como el IPTG y X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-p-D-galactopiranosido). Con el uso de
este sistema el gen de interés debe ser insertado
interrumpiendo el gen lacZ, lo que provoca que
la enzima R-galactosidasa no se transcriba y
traduzca; las células resultantes que no ligaron
el gen de interés seran capaces de presentar una
tonalidad azul indicando la presencia de la
enzima [-galactosidosa, mientras que, aquellas
que ligaron el gen de interés, mostraran un color
blanco [25]. En este trabajo se propone como
alternativa la insercion de la secuencia genética
que codifica a la proteina GFP, cdmo gen
reportero, con el propoésito de que el vector
disefiado facilite la identificacion de clonas que
contengan el vector ligado y que probablemente
represente un menor costo en la etapa de
seleccion.

Para realizar la insercion del gen gfp,
nuevamente se lineariz6 el vector pQE30-
hPolB + brfA con las enzimas SnaBl y Pstl,
siguiendo la metodologia descrita
anteriormente. Los oligonucle6tidos que se
disefiaron para obtener el producto de PCR del
gen gfp se muestran en la tabla 2, de igual
manera se verifico el porcentaje de G-C y la
Tm, a cada primer se le agrego0 la secuencia de
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reconocimiento de las enzimas con las que se
linearizo el plasmido, SnaBI (forward) y Pstl
(reverse), se muestran en rojo en la tabla 2. El
tamafio del amplicon obtenido fue de 734 pb.

El gen de la proteina GFP se insertd después de
la B-fructosidasa, debido a que al ver la
expresion de la proteina GFP se puede tener una
mayor certeza de que la expresion de brfA esta
ocurriendo. Las ventajas del uso de la proteina
GFP son que proporciona una herramienta
simple, répida y sensible como indicador de la
expresion de genes in vivo en células de E. coli.
[27]. Se ha demostrado que la proteina GFP
muestra una sensibilidad equivalente a la B-
galactosidasa, sin la necesidad de preparar
medios sofisticados, por ejemplo, medios que
contengan X-gal [26, 27]. ElI vector
recombinante final “pQE30-hPolB + brfA +
GFP” que contiene la secuencia del gen bfrA'y
el gen de la proteina GFP, se muestra en la
figura 5. Es importante mencionar que el vector
final tiene un menor tamario (5472 pb) debido a
que el sitio de corte de SnaBIl y Pstl no son
cercanos, por lo tanto, los pares de bases
existentes entre ambos sitios fueron removidos,
verificando que la secuencia escindida no afecte
el funcionamiento del vector ya que los pares de
bases eliminados no codifican ningun gen, por
lo tanto, su ausencia no afectaria el
funcionamiento del La secuencia
completa se encuentra en  material
suplementario 2 resaltando las secuencias que
fueron insertadas.

vector.
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Tabla 2. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion del gen gfp

. Enzimas de
Secuencia Tm .,
restriccion
Forward | GCGCTACGTAATGTCGAAGG 55.0°C SnaBl
Reverse GCCTGCAGCTACTTGTACAG 55.11°C Pstl
BeglI, XmnI T5 promoter,Psil,Mfel
HIS
Fspl NarI,+2
BglI Afel
AhdI
EcoRY
AlwNI AvrII
+1
+1
Sall
PciI SnaBI
+2 SgrAl
BstAPI Bsgl
Pf1FI,+2 PshAL, +1
Mlul
Xbal Sacll

MscI
PasIl
Bpu1@I,Pvull

PstI,EcoNI,+4
BlpI

Figura 5. Vector recombinante “pQE30-hPolB + brfA + GFP”. Obtenido con el software Benchling

En el vector disefiado, la expresion de la
proteina GFP depende de la correcta
transcripcion y traduccion del gen gfp. Por ello
se insert6 después del gen bfrA pero antes de la
secuencia terminadora. En caso de que la ARN
polimerasa utilizada no logre transcribir todo el
gen, es decir, que la transcripcién se vea
interrumpida, la proteina no podra expresarse,
perdiendo el objetivo de su utilizacion. Usar
una proteina fluorescente es una alternativa a lo
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que comunmente se trabaja en los laboratorios,
con el uso de IPTG-X-Gal para observar
colonias blancas y azules. Con esta propuesta se
pretende proponer una alternativa que pueda
disminuir el costo de la técnica para los
laboratorios y permita la produccion a mayor
escala de la proteina recombinante usando
como inductor un reactivo menos costoso como
la lactosa. El uso de GFP en cultivos liquidos
usando promotores inducibles ha sido probado
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con éxito, en plasmidos que contienen el
promotor araBAD. Se ha observado mediante
microscopia, que, en células cultivadas en
diferentes concentraciones de arabinosa, existe
la presencia de mezclas de células oscuras y
fluorescentes brillantes, lo que sugiere que los
niveles de arabinosa pueden determinar el nivel
de expresion del gen de interés [28]. Tomando
en consideracion la evidencia sobre el uso de
gfp como reportero, en esta investigacion se
propone como una alternativa que permita de
manera réapida y econdmica verificar la
expresion de bfrA y que, ademas, su expresion
puede usarse para conocer la concentracion del
inductor lactosa que seria mas adecuada para
obtener el maximo rendimiento de la proteina
BfrA en las células donde sera clonado el vector
pQE30-hPolB+brfA+GFP.

Una vez realizada la construccion in silico del
vector pQE30-hPolB+brfA+GFP, se comprobd
que cada una de las secuencias ligadas en el
vector codificaran para las proteinas deseadas

Teorica MSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTL 60
Real MSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTL 60
Teorica VTTLTYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERT ISFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLY 120
Real VTTLTYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTISFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLY 120
sorkoiok kR ook
Teorica NRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYITADKQKNGIKANFKTRHNIEDGGVQLAD 18@
Real NRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYITADKQKNGIKANFKTRHNIEDGGVQLAD 180
Teorica HYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGI THGMDEL YK~ 238
Real HYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDEL YK* 238
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(BfrA y GFP). Para esto, se realizd un
alineamiento de las secuencias de aminoacidos
de ambas proteinas en el software Clustal
Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/),
comparando  las  secuencias  publicas
disponibles en la base de datos NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.qgov), con las
secuencias que se ligaron en el vector. En la

figura 6, se puede observar la secuencia
correspondiente a la proteina BfrA y la
secuencia codificante de la proteina GFP que se
usaron en este trabajo. Con este alineamiento se
observO que existe un cien por ciento de
identidad con las secuencias publicas
disponibles en la base de datos NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Estos andlisis
permiten tener mayor confiabilidad de que el
vector propuesto en esta investigacion podra
tener una mayor probabilidad de éxito en
ensayos in vitro.

Teorica MFKPNYHFFPTTGWMNDPNGL I FWKGKYHMFYQYNPRKPEWGNI CWGHAVSDDLVHWRHL 60
Real MFKPNYHFFPTTGWMNDPNGL I FWKGKYHMFYQYNPRKPEWGNT CWGHAVSDDLVHWRHL 60
B e e

Teorica PVALYPDDETHGVFSGSAVEKDGKMFLVYTYYRDPTHNKGEKETQCVAMSENGLDFVKYD 120
Real PVALYPDDETHGVFSGSAVEKDGKMFLYYTYYRDPTHNKGEKETQCVAMSENGLDFVKYD 120
Teorica GNPVISKPPEEGTHAFRDPKVNRSNGEWRMVLGSGKDEKIGRVLLYTSDDLFHWKYEGVI 180
Real GNPVISKPPEEGTHAFRDPKVNRSNGEWRMVLGSGKDEKIGRVLLYTSDDLFHWKYEGVT 180
Teorica FEDETTKEIECPDLVRIGEKDILIYSITSTNSVLFSMGELKEGKLNVEKRGLLDHGTDFY 249
Real FEDETTKEIECPDLVRIGEKDILIYSITSTNSVLFSMGELKEGKLNVEKRGLLDHGTDFY 240
Teorica AAQTFFGTDRVVVIGWLQSWLRTGLYPTKREGWNGVMSLPRELYVENNELKVKPVDELLA 300
Real AAQTFFGTDRVVVIGWLQSWLRTGLYPTKREGWNGVMSLPRELYVENNELKVKPYDELLA 300
Teorica LRKRKVFETAKSGTFLLDVKENSYEIVCEFSGEIELRMGNESEEVVITKSRDELIVDTTR 360
Real LRKRKVFETAKSGTFLLDVKENSYEIVCEFSGEIELRMGNESEEVVITKSRDELIVDTTR 368
Teorica SGVSGGEVRKSTVEDEATNRIRAFLDSCSVEFFFNDSIAFSFRIHPENVYNILSVKSNQV 420
Real SGVSGGEVRKSTVEDEATNRIRAFLDSCSVEFFFNDSTAFSFRIHPENVYNILSVKSNQV 420
Teorica KLEVFELENIWL- 432

Real KLEVFELENIWL* 432

Aotk ok ok

Figura 6. Alineamientos realizados en Clustal Omega. A) proteina GFP y B) proteina BfrA. Ambas
imagenes muestran la secuencia tedrica y la expresada en el vector pQE30-hPolB + brfA + GFP
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Las cepas de E. coli son una alternativa que
permiten una rapida y mas economica
produccion de proteinas recombinantes. Es uno
de los microorganismos mas ampliamente
usados en los laboratorios de investigacion y
uno de los méas importantes a escala industrial,
debido al vasto conocimiento que se tiene de su
fisiologia y genética, lo cual facilita trabajos de
clonacion y cultivo [29, 30, 31]. Su alta
velocidad de crecimiento y rendimiento celular
en medios de cultivo poco costosos, aunado a la
capacidad de expresar elevados niveles de
proteinas heter6logas (hasta 30% del contenido
proteico total), hacen de esta enterobacteria una
auténtica biofabrica [32].

En esta investigacion se realiz6 una bdsqueda
bibliografica para proponer una cepa de E. coli
que pueda funcionar como biofabrica de la
enzima B-fructosidasa. La cepa E. coli M15
(QlAexpress, QIAGEN) fue propuesta para
clonar el vector recombinante “pQE30-hPolB +
bfrA + GFP”. Esta cepa de E. coli puede
permitir una adecuada expresion del vector
debido a que sintetiza la polimerasa del fago T5
que reconoce la secuencia del promotor T5 el
cual se encuentra dentro del vector propuesto.
Con la expresion del vector dentro de esta cepa
Sse asegura un mayor éxito para la transcripcion
y sintesis de BfrA recombinante. A pesar de que
existen otras cepas de E. coli, una de las
ventajas de la cepa M15, es que permite la
expresion de vectores pQE [33]. Esta cepa
expresa constitutivamente la proteina represora
Lacl codificada por el gen lacl, la cual junto con
el operador lac regulan la expresion de la
proteina recombinante [34]. Si se compara con
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E. coli cepa BL21(DE3), la cual ha sido
disefiada y propuesta para clonar vectores pET
y PRSET el vector aqui propuesto puede tener
una expresion deficiente en esta cepa, debido a
que codifica la RNA polimerasa que reconoce
al promotor T7 proveniente del fago T7 [35].
Con esta propuesta se pretende presentar una
biofabrica que pueda tener mayor probabilidad
de éxito para su uso en laboratorios de
investigacion o para la produccion a escala de
la invertasa propuesta. Tal y como se muestra
en la tabla 3, donde E. coli ya ha sido probada
como una biofabrica de la B-fructosidasa,
obteniendo mejores resultados de rendimiento
respecto a la expresion en L. lactis, ademas
tiene un menor tiempo de generacion si se
compara con P. pastoris que requiere 4 dias
para realizar la fermentacion de la sacarosa.
Estos resultados favorecen su aplicacion a nivel
laboratorio que podrian ser escalables a la
produccién industrial.

Es importante considerar que no todas las cepas
de una especie bacteriana ocupan las mismas
secuencias de codones para sintetizar un
determinado aminodcido. Por esta razon, se
realiz6 un anélisis del uso preferencial de
codones para E. coli que permita estimar la
probabilidad de éxito de la sintesis de la f-
fructosidasa. Usando la herramienta CAlcal
SERVER (http://genomes.urv.es/CAlcal/) se
determind el indice CAI (indice de adaptacion
de codones) el cual es un indicador de la
eficiencia de la traduccién de genes que se
expresan de manera heter6loga ayudando a
obtener la maxima produccion de proteinas [36,
37]. Al realizar el célculo del indice CAI de la
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Tabla 3. Expresion de pB-fructosidasa recombinante obtenida de T. maritima en diferentes

microorganismos.

Organismo Vector Promotor Resistencia Ventajas Desventajas Referencia
Demuestra actividad de
com-L?r:a(;gsij)é los invertasa e insuline_\s_a sin o
Escherichia promotores del operon | Ampicilinay perder termoestabilidad La sintesis de BIrA
- pUN121 L o Rendimiento obtenido requiere de un inductor [38, 39]
coli lactosa y tript6fano tetracilina 14.1 mg/L, con una de alto costo
t;?gg;:;;g:%g (2;1);1]&) actividad enzimatica de
603 U/mg.
La sintesis de BfrA
La invertasa expresada requiere nisina,
en L. lactis tiene mayor antimicrobiano
isA: antimicrobi grado de purezay mayor | sintetizado por L. lactis
Lactococcus nlsd ’ qztlmlcro Ilanq loranfenicol actividad enzimética El vector esté disefiado
lactis pNZ8148 | producido por_L._ actis | Cloranfenico respecto a la invertasa para la expresion de [40]
Inductor: Nisina - .
expresada en E. coli. genes en L. lactis
Rendimiento obtenido Tasa de crecimiento de
6.3 mg/L L. lactis es més lenta en
comparacion con E. coli
No provoca toxicidad
celular, es altamente
termoestable, innova con
pGAPbfr . el uso de una levadura El tiempo total de
Pichia A Glicgg(?ér?i?jo-& Zeocina como huésped y fermentacion es de 4
pastoris (1x)zeo fosfato deshidrogenasa ampicilini; demuestra fa(_:ilidad de dias, tasa de generacion [41]
pGAPbfr No requiere inductor clonacion mas lenta, respecto a E.
A (2x)his a Rendimiento obtenido coli
136 U/ml en
sobrenadante de cultivo
y 264 U/g de biomasa
Inductor de bajo costo,
presencia de un gen
reportero, como
pQE30- o indicador de [a expresion El vector no ha sido
E. coli M15 hPolB + s Amp|C|I|_na de genes in VIVO. probado de manera Este trabajo
' bfrA + Inductor: lactosa Cloranfenicol | Células de E. coli tienen experimental
GFP un répido crecimiento P
Etiqueta 6xHis que
facilita la purificacién de
la proteina BfrA

secuencia del gen bfrA usando como hospedero
a E. coli se obtuvo un valor de 0.764. Los
valores del indice CAIl oscilan entre 0.0 y 1.0,
en donde los valores més cercanos a 1 indican
que hay un uso relativo de codones sindnimos
por parte del organismo receptor [36]. Con el
resultado obtenido se puede estimar que existe
una mayor probabilidad de que la sintesis de la
B-fructosidasa sea exitosa usando E. coli como

biofabrica. Es relevante mencionar que la
proteina BfrA ya ha sido clonada en el vector
pJFTINV1 y se ha expresado en células de E.
coli (Tabla 3), obteniendo una enzima con
actividad invertasa termoestable [38]. Esta
investigacion fue el trabajo pionero en clonar la
B- fructosidasa de T. maritima en un fondo
genético distinto. En otra investigacion usando
el vector pNZ8148 se obtuvo con éxito la
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expresion de BfrA de T. maritima en células de
Lactococcus lactis, proponiendo a esta especie
como un huésped adecuado en la produccion de
invertasa para uso en la industria de alimentos
y aplicaciones biotecnologicas [39]. En el caso
de estudios sobre células eucariotas, se
demostro la expresion de la - fructosidasa de
T. maritima en el vector pGAPbfrA(2x)his en
Picchia pastoris, con un proceso de
fermentacion de bajo costo usando azlcar de
cafia como fuente carbono; sin embargo se debe
resaltar que para este trabajo se usé un codon
optimizado que permitiera la correcta expresion
de bfrA [40]. En la tabla 3 se resumen las
principales caracteristicas de las
investigaciones mencionadas en donde se ha
clonado con éxito la proteina BfrA de T.
maritima, resaltando las ventajas y desventajas
que cada uno de los estudios, incluyendo las
caracteristicas del vector disefiado en esta
investigacion. Los resultados obtenidos por
otros grupos de investigacion demuestran que
BfrA puede ser sintetizada en un organismo
ajeno, lo que aumenta las probabilidades de
éxito del vector propuesto en este trabajo.

Tomando en consideracion la informacion
presentada en la tabla 3, en esta investigacion
se propone que el vector pQE30-hPolB + bfrA
+ GFP tiene ciertas ventajas respecto a las
propuestas ya realizadas por otros grupos de
investigacion, el vector fue disefiado para usar
lactosa como inductor, la cual como se
menciond anteriormente es un disacéarido de
bajo costo con resultados similares a la
induccion por IPTG lo que disminuye de
manera sustancial los costos de produccion.
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Tiene un gen reportero que permitira verificar
de manera rapida y a bajo costo la sintesis in
vivo de la proteina BfrA, ademas la expresion
de GFP puede usarse para determinar la
concentracion de lactosa mas adecuada para
obtener el méximo rendimiento de BfrA. Posee
una etiqueta de histidinas que facilita la
purificacion de la proteina usando la técnica
IMAC, que cuenta con una elevada afinidad y
especificidad que permiten una mayor
eficiencia de captura de la proteina de interés.
Este vector puede ser clonado en células de E.
coli las cuales poseen un corto tiempo de
generacién, en comparacion con células de L.
lactis y P. pastoris. Es importante considerar
que mientras mas rapido crezca un
microorganismo, se  obtendrd&  mayor
rendimiento de la proteina recombinante en un
menor tiempo. El rendimiento obtenido en L.
lactis fue de 6.3 mg/L respecto a los 14.1 mg/L
obtenidos en E. coli, en el caso de P. pastoris se
obtuvo una actividad enzimatica de 136 U/mL
en sobrenadante de cultivo y 264 U/g de
biomasa, sin embargo, el tiempo para obtener
este resultado fue de 4 dias lo que
indudablemente incrementard los costos de
produccion ya que los requerimientos
nutricionales  para  hacer  crecer al
microorganismo seran mucho mayores respecto
a expresar la invertasa (BfrA) recombinante en
E. coli.

Respecto a la obtencion de invertasas de otros
microorganismos, se ha realizado su sintesis
con éxito en hospederos como P. pastoris
expresando invertasa de Aspergillus niger [42]
y E. coli expresando la invertasa de Zymomonas
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mobilis [43]. Estos trabajos han mostrado
resultados alentadores para su uso en la
produccion de jarabes de fructosa vy
fructooligosacéridos (FOS) (Tabla 4). Los FOS
son ingredientes prometedores para alimentos
funcionales ya que actian como prebidticos y
ejercen un efecto benéfico en la salud humana,
participando en la prevencion de enfermedades

cardiovasculares, cancer de colon vy
osteoporosis [44].
El éxito en la sintesis de proteinas

recombinantes, depende en gran medida de la
correcta transformacién de las células que se
encargaran de producirla. En este trabajo se
propone realizar este proceso mediante la
generacion de células quimio-competentes de
E. coli M15 usando CaxCl y choque térmico.
Esta metodologia facilita la adsorcion del ADN
sobre la superficie celular y el choque térmico
permite la entrada del ADN adsorbido al
citoplasma de la célula [45]. Otro método de
transformacion bacteriana ampliamente usado
en los laboratorios es la electroporacion, sin
embargo, requiere un equipo especial lo que
eleva el costo, ademas, existen factores que
pueden determinar su eficiencia como: la
duracién del pulso eléctrico, temperatura y
concentracion haciéndolo un proceso mas
complejo de realizar [46].

La generacion de células competentes usando
compuestos quimicos, tiene un menor costo y
no requiere un equipo especial para poder
realizarse. Existe evidencia en donde se ha
comprobado que células electro competentes
tienen indices de fallo consecutivos [47]. Dada
la sensibilidad que presentan las células electro
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competentes, es posible perder cantidades
sumamente valiosas de la muestra en caso de
que entren en contacto con materiales ricos en
sal 0 en sodio, ademas de tener una produccion
altamente costosa en comparacién con las
celulas quimico competentes.

Un aspecto importante que se debe considerar
en la produccidn de proteinas recombinantes, es
comprobar su funcionalidad. En esta
investigacion se propone el uso del DNS (acido
3,5-dinitrosalicilico), para comprobar que la [3-
fructosidasa sintetizada en celulas
transformadas de E. coli M15 tiene actividad
enzimatica [48]. Este método colorimétrico,
permite determinar la concentracion de
azlcares reductores presentes en una muestra.
Mediante el andlisis cuantitativo de los
productos  obtenidos de la  reaccion
estequiométrica REDOX, que ocurre entre el
DNS vy el azucar reductor (Figura 7). Es decir,
el acido 3,5 dinitrosalicilico oxida los azucares
y también provoca su propia reduccién
endotérmica cambiando a &cido 3-amino-5-
nitrosalicilico. EI DNS presenta un color
amarillo mientras que el producto de la reaccion
provoca un viraje entre café y rojo. Para
completar el protocolo del método, se requiere
realizar una curva de calibracion vy
posteriormente analizar la muestra de interés.
Dicho analisis involucra realizar una lectura de
absorbancia en el espectrofotometro en la zona
de 540-570 nm de absorbancia y la elaboracion
de los calculos para determinar la concentracion
de acido 3-amino-5-nitrosalicilico.  Esta
concentracion es relativamente proporcional a
la concentracion de azucares reductores [49].
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Tabla 4. Ejemplos de proteinas recombinantes clonadas con éxito y su aplicacion o posible aplicacion
en la industria.

adolescentes, en adultos
cumple funciones
metabolicas importantes

y adultos con deficiencia en su
produccion

Vector de Proteina . - . .
expresion clonada Importancia Expresion heterologa Uso y aplicaciones Referencias
Invertasa de Pichia pastc')’ris obFeniendo una Industria alimentaria para
Aspergillus produccion de inversasa produccion de jarabes de
pUC57 niger extracelular y periplasmica de fructosa, produccion de [42]
Enzimas que hidrolizan el | 1018 U/ L de medio de cultivo, oligosacaridos como
enlace o-glicosidico de la apH 5y 60°C de temperatura. ingredientes para alimentos
sacarosa para producir funcionales actuando como
| tasa d glucosa y fructosa. E.coli BL21(DE3) usando como | prebiéticos, participando en la
pET30EK/L | Lnvertasade inductor IPTG. Se obtuvo un prevencion de enfermedades
IC Zymog_l?_nas rendimiento de 2.7 g/L de cardiovasculares, cancer de (43]
mobilis invertasa extracelular colon y osteoporosis
Fenol oxidasas que
contienen cobre, su Deslignificacion y
Lacasa de propiedad de oxidar Pichia pastoris. obteniendo una | bioblanqueamiento de pulpas o
PHIL-D2 Trametes sustratos complejos actividad enzimaética de 11.5 fibras, importantes para la [55]
versicolor organicos e inorganicos le U/mL de medio. industria del papel y textil.
(lccl) confieren un potencial Alternativa para el tratamiento
importante en procesos de de aguas residuales.
biorremediacion.
Capacidad de disminuir la
temperatura de,
congelacién sin afectar la
Proteina temperatura de fusion Industria de alimentos que
anticongelante | (Tm), pueden modificar la . . involucran almacenamiento en
pMTTEVA (AFP) tipo 1l morfologia de los cristales re%?;:;gm:)a dizggbrtﬁg;ﬁn(?; ,:EP congelacioén, siendo alternativa 59]
MIpSRAFP de de hielo, inhibir el tipo Il completamente activa como conservantes, para
Hemitripterus | crecimiento de cristales de alimentos congelados y
americanus hielo (recristalizacion), refrigerados
mejorar la integridad
celulary reducir el
crecimiento microbiano
Degradacion de almidon en la
E. coli BL21(DE3) mostrando falbnr(ijg:éli’;a(;:amzp;g;?ae
una a-Amilasa con integridad fructosa Iucosé - meiorar la
a-Amilasa Cataliza la hidrdlisis de los | estructural y altamente activa y hari y glucosa, mej
1 o arina en la industria de la
pET14b- temoestable enlaces glucosidicos a-1,4 estable a85°Cy pH 8 panificacion: produccion de 60]
BLAphaC de Bacillus de pt_)li,sacéridos,como Se obtuvo una actividad almidones mo’dificados para la
licheniformis almidon y glucégeno rtzﬁlézztggcfggﬁelé/ln;gc;m lél;a |ndgst,r|a papelera_, ellmlnar
almidon aln_udon e_n_la fabricacion de
textiles, aditivo de detergentes
para lavadoras.
Proteohormona secretada
pié%%'gg?i'j&ﬁgga;;a' Administ(ac_ic’)n de hormona de
Hormona de receptor hGH, induciendo | E. coli BL21 (DE3), obteniendo cr_eumlento humana .
L s N recombinante (rhGH) producida
PET-hGH1 crecimiento la produccion de (IQF-I), un rendimiento de entre DO procariotas, como 61]
humano promueve el crecimiento 269.94mg/L de medio y tratamiento de rutinz; para nifios
(hGH) cDNA longitudinal en nifios y 294.18mg/L de hormona hGH
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Figura 7. Reaccidn de oxidacion de azlcares reductores, método DNS [50]

El hecho de que se detecten azlcares
reductores, indica que BfrA esté hidrolizando la
sacarosa. Con el método DNS, también se
pueden determinar los niveles equivalentes de
glucosa formados en el medio de reaccidon de la
invertasa y, a partir de ellos, la actividad
enzimatica. Una de sus principales ventajas de
la metodologia de DNS sobre otros
procedimientos, es su alta sensibilidad vy
productividad al ser un método
espectrofotométrico [51, 52].

Para determinar la cantidad de B-fructosidasa
que las células de E. coli M15 estan
sintetizando se puede usar la metodologia SDS-
PAGE, la cual emplea geles de poliacrilamida 'y
un detergente anionico (dodecilsulfato sodico).
Esta metodologia es de las mas usadas para
determinar la presencia de una proteina
especifica ya que provee gran resolucion, un
amplio rango de temperatura, pH y fuerza
ionica [53]. Con esta técnica, SDS-PAGE, las
proteinas se desnaturalizan completamente y
posteriormente se separan debido a sus
diferentes pesos moleculares, entre menor peso,
mas rapidamente migraran dentro del gel de
acrilamida. Apoyada por densitometria, SDS-
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PAGE lleva un control de las proteinas de
interés, teniendo como referencia una cantidad
conocida de la misma en mg mL?, lo que
permite obtener un resultado numérico al final
del andlisis [54].

La importancia de la produccién de proteinas
recombinantes radica en ser una alternativa
rapida, econdmica y eficaz para obtener
proteinas puras y biolégicamente activas para
utilizarlas en investigacion, medicina o uso
industrial. Uno de los aspectos importantes para
el desarrollo de estas es la seleccion del sistema
de expresion apropiado y caracteristicas del
hospedero que permitan wuna adecuada
produccion para su futura aplicaciéon. En el
mundo existen diversos grupos de investigacion
que se han centrado en mejorar y desarrollar
vectores y sistemas de expresion que permitan
explotar al maximo la produccién de proteinas
recombinantes. La aplicacién de las proteinas
recombinantes puede ser diversa (Tabla 4), por
ejemplo, las lacasas recombinantes obtenidas
de Trametes versicolor [55] pueden tener una
aplicacion para el bioblanquamiento de pulpas
o fibras que se usan en la produccion de papel o
la industria textil [56] y el tratamiento de aguas
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residuales [57]. En el caso de aplicaciones en la
industria de alimentos se pueden encontrar
proteinas recombinantes como AFP (antifreeze
protein), la cual, en animales, como insectos y
peces, confiere resistencia a la congelacién a
través de una disminucion del punto de
congelacion de los fluidos extracelulares
(histéresis térmica, TH) [58]. La expresion
recombinante de proteinas AFP en ceélulas de
Drosophila S2 abre la posibilidad de su
aplicacion como conservante para alimentos
que requieren refrigeracion y congelacion [59].
El caso de las a-Amilasas de Bacillus
licheniformis que catalizan la hidrolisis de los
enlaces glucosidicos a-1,4 de polisacéridos
como almidén y glucégeno, ofrecen una
alternativa para la degradacién de almidon en la
industria alimentaria, fabricacion de jarabes de
fructosa 'y glucosa. Ademas, pueden
aprovecharse en produccién de almidones
modificados en la produccion de papel, para
eliminar almidon en la fabricacion de textiles y
cémo aditivo en detergentes para lavadoras
[60].

A pesar del desarrollo de diversos sistemas de
expresion y el avance en las técnicas de
expresion 'y purificacion de proteinas
recombinantes, en repetidas ocasiones resulta
importante la aplicacion de estrategias de
optimizacion de la expresion recombinante, con
el objetivo de garantizar un adecuado
rendimiento y estabilidad de las propiedades
bioldgicas de la proteina que se va expresar. El
uso de cepas hospederas adecuadas y el disefio
optimo de los vectores de expresion son parte
fundamental para alcanzar el rendimiento y
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calidad esperada. Tomando en consideracion
estos aspectos esta investigacion se centré en el
disefio de un vector que pueda expresar una
invertasa de un organismo extremofilo, usando
un inductor de bajo costo, con una etiqueta de
histidinas que facilite su purificacion y que su
expresion pueda llevarse a cabo en un
hospedero de facil cultivo como E. coli. El
vector pQE30-hPolB+brfA+GFP ofrece una
alternativa para su explotacion en la industria,
donde se puede aprovechar su produccion a
gran escala. Resaltando que el disefio de un
vector adecuado es un paso imprescindible que
a futuro permita el escalado del cultivo a
grandes volumenes.

CONCLUSION

Los avances en el desarrollo de diversas
herramientas en linea como el software
Benchilng permiten el disefio in silico de
vectores que pueden tener una aplicacién
biotecnologica, este tipo de herramientas
brindan un apoyo, dado que proveen un punto
de referencia confiable, son buenas opciones
para agilizar el proceso de experimentacion y
de esta forma ahorrar recursos, por lo que el uso
de softwares son un soporte para el trabajo del
laboratorio. De acuerdo a los anélisis a detalle
que se realizaron para el disefio del plasmido
propuesto y la evidencia que existe en el éxito
de Ia B-fructosidasa
recombinante, el vector pQE30-hPolB+brfA+
GFP disefiado en este trabajo cuenta con
distintas caracteristicas que lo hacen un buen
candidato para la produccion de la proteina

expresion de la
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BfrA de T. maritima en células de E. coli M15,
esperando una produccion eficiente y de bajo
costo. Dentro de las principales caracteristicas
del vector destacan la presencia del promotor
T5 lac inducible por lactosa, el etiquetado de
seis histidinas que faciliten la purificacion de la
proteina BfrA, la expresion de un gen reportero
como indicador de la expresion de genes in vivo
en células de E. coli y la presencia de genes de
resistencia que ayudan a la identificacion de las
clonas positivas. Para  corroborar la
funcionalidad de la B-fructosidasa clonada se
propone el método colorimétrico DNS que
permite determinar la concentracion de
azucares reductores oxidados. Es importante
destacar que el vector pQE30-
hPolB+brfA+GFP propuesto en este trabajo
debe ser probado en condiciones de laboratorio
realizando las digestiones, ligaciones y
clonacién necesaria, para asegurar el éxito del
disefio propuesto. Lograr la sintesis de la B-
fructosidasa en E. coli M15 puede ser una
alternativa para sintetizar a gran escala esta
enzima y tener un uso en la industria
alimentaria y farmacéutica; siendo algunas de
sus aplicaciones mas relevantes, la produccion
de alimentos infantiles, alimentos animales,
panaderia, probidticos y prebidticos en
farmacos. Ademas, se ha demostrado que la
aplicacion de fructooligosacéaridos en dichas
industrias, representa un beneficio al tracto
intestinal de los consumidores por lo que el
fomento de su desarrollo y aplicacion equivale
a apostar por mejor calidad de alimentos y
farmacos en el futuro.
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