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CAPÍTULO 1 
 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Enlaces disulfuro 
 

Uno de los problemas más comunes en la producción de proteínas recombinantes 

incluye el mal plegamiento de estas, sobre todo en aquellas que contienen residuos de 

cisteína y forman puentes disulfuro [1]. Los enlaces disulfuro son una de las 

modificaciones post-traduccionales más comunes en proteínas. Éstos se forman 

mediante la oxidación de grupos sulfhidrilo entre dos cadenas laterales de cisteína 

dando como resultado un enlace covalente, aumentando considerablemente la 

estabilidad de una proteína [2].  

 

Alrededor de un tercio de todas las proteínas humanas se pliegan en el retículo 

endoplásmico (ER) y es ahí donde adquieren los puentes disulfuro [3]. En bacterias, la 

formación de estos enlaces se lleva a cabo en el periplasma, esto debido a que el espacio 

periplásmico es un compartimiento oxidante que almacena las enzimas encargadas de 

la formación del enlace disulfuro y de su isomerización, así como chaperonas y enzimas 

de plegamiento [4]. Sin embargo, el periplasma de Escherichia coli no está adaptado 

para producir altos rendimientos de proteínas con múltiples enlaces disulfuro [5]. 

 

En bacterias, el citoplasma es el espacio celular en donde se sintetizan las proteínas, 

no obstante, carece de los componentes que catalizan la formación de los enlaces 

disulfuro. Además, cuenta con sistemas activos que resultan en la reducción de enlaces 

disulfuro, como lo son las vías de la enzima glutatión reductasa y tiorredoxina reductasa 
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[6]. Debido a la presencia de estas vías, se cree que la producción de proteínas que 

contienen enlaces disulfuro es imposible en el citoplasma de la mayoría de los 

procariotas de tipo silvestre como E. coli. Cuando se expresan tales proteínas son 

incapaces de alcanzar su conformación nativa y comúnmente forman agregados 

insolubles conocidos como cuerpos de inclusión. Aunque tales cuerpos de inclusión 

pueden ser purificados y replegados, sería útil tener un sistema para la producción a 

gran escala de proteínas que contienen enlaces disulfuro en el citoplasma de E. coli [6]. 

 

En E. coli la formación de enlaces disulfuro en el periplasma es catalizada por la 

enzima DsbA, la cual es una oxidasa que detecta y oxida los residuos de cisteína al entrar 

al periplasma (Figura 1). Sin embargo, aquellas proteínas con enlaces disulfuro no 

consecutivos requieren de la presencia de la enzima disulfuro isomerasa para corregir 

el acomodo de los enlaces disulfuro dentro de la proteína que no ha sido plegada 

correctamente. En E. coli, dicha disulfuro isomerasa se conoce como DsbC [5]. 

 

 
Figura 1. Formación de enlaces disulfuro en el periplasma de Escherichia coli. Berkmen (2012) 
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Para eludir el problema asociado con la producción de formación de enlaces 

disulfuro en el citoplasma de E. coli una variedad de cepas modificadas han sido 

producidas. Estas cepas que evolucionaron a partir de estudios sobre la fisiología de E. 

coli tienen una interrupción total o parcial de una o ambas vías implicadas en asegurar 

que el citoplasma sea un ambiente reductor y además cuentan con la enzima disulfuro 

isomerasa DsbC que se encarga de la formación y el correcto plegamiento de los enlaces 

disulfuro [5]. Un ejemplo de este tipo de cepas modificadas es el sistema SHuffle de New 

England Biolabs [5]. 

 

Aunque los sistemas de expresión eucariotas tales como las células de ovario de 

hámster chino (CHO), levaduras, hongos, plantas o insectos ofrecen la capacidad de 

expresar proteínas complejas unidas a múltiples enlaces disulfuro, estos sistemas son 

lentos y costosos. Para la mayoría de las aplicaciones, la expresión procariótica sigue 

siendo el sistema de expresión más atractivo debido a su costo relativamente bajo, alta 

velocidad, facilidad de uso, altos rendimientos y la disponibilidad de un gran número de 

herramientas genéticas con fines de optimización, por lo tanto, Escherichia coli es la 

opción más popular para la producción de proteínas recombinantes [5]. 

 

Una vez resuelto el problema de cómo se puede lograr la expresión y el correcto 

plegamiento de proteínas recombinantes con enlaces disulfuro en el citoplasma de E. 

coli, la purificación de estas proteínas recombinantes pudiera ser difícil, es por eso que 

se buscan nuevas opciones para mejorar la solubilidad y la eficiencia en la purificación; 

es aquí dónde surgen las proteínas de fusión. 

 

1.2     Proteínas de fusión 
 

Las proteínas de fusión son péptidos cortos, dominios de proteínas o proteínas 

enteras que se fusionan a nivel genético para que las proteínas exógenas producidas 

por la célula tengan las propiedades bioquímicas de la etiqueta de fusión añadida. Las 
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proteínas de fusión por lo regular tienen la capacidad de unirse a un ligando específico 

sirviendo como etiquetas de afinidad que permiten una purificación rápida de proteínas 

recombinantes por medio de cromatografía por afinidad. Ya han sido reportadas 

diferentes proteínas de fusión como la proteína de unión a la maltosa (MBP), la glutatión 

S-transferasa (GST) y tiorredoxina (Trx). Sin embargo, dado que estas proteínas de 

fusión no son universalmente aplicables, es importante continuar buscando alternativas 

que puedan servir para optimizar la producción de proteínas de interés [7].  

 

CusF (Figura 2) es una proteína periplásmica que forma parte del complejo CusCBFA 

y que juega un papel importante en la resistencia de E. coli ante la presencia de altos 

niveles de cobre y plata. CusF es una proteína pequeña de aproximadamente 9.9 kDa y 

forma una estructura de barril [7].  

 

 
Figura 2. Estructura secundaria de CusF. PDBE (2018) 

CusF ha demostrado características importantes que le permiten actuar como una 

proteína de fusión, por ejemplo: su alta solubilidad, su bajo peso molecular y su 

capacidad de unión a Cu(II). Sin embargo, una de las desventajas de CusF al purificar por 

medio de IMAC con Cu(II) es la presencia de más impurezas [8]. Tomando en cuenta lo 

anterior, CusF ha sido modificada mediante la adición de tres histidinas en el extremo 

N-terminal con el objetivo de utilizar su capacidad de unión a Ni(II) en vez de Cu(II), 

facilitar la remoción de esta etiqueta de afinidad, aumentar la solubilidad y el 

rendimiento final. Dicha proteína ha recibido el nombre de CusF3H+ [8]. En la Tabla 1 se 
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puede apreciar la secuencia de nucleótidos y de aminoácidos que codifican para esta 

proteína de fusión. 

 

Tabla 1. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para la proteína de 
fusión CusF3H+ 

Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para la proteína de fusión 
CusF3H+ 

ATG CAC CAC CAC CAT CAT CAT GAA ACC ATG AGC GAA GCA CAA CCA  

M H H H H H H E T M S E A Q P 15 

CAG GTT ATT AGC GCC ACT GGC GTG GTA AAG GGT ATC GAT CTG GAA  

Q V I S A T G V V K G I D L E 30 

AGC AAA AAA ATC ACC ATC CAT CAC GAT CCG ATT GCT GCC GTG AAC  

S K K I T I H H D P I A A V N 45 

TGG CCG GAG ATG  ACC ATG CGC TTT ACC ATC ACC CCG CAG ACG AAA  

W P E M T M R F T I T P Q T K 60 

ATG AGT GAA ATT AAA ACC GGC GAC AAA GTG GCG TTT AAT TTT GTC  

M S E I K T G D K V A F N F V 75 

CAG CAG GGC AAC CTT TCT TTA TTA CAG GAT ATT AAA GTC AGC CAG  

Q Q G N L S L L Q D I K V S Q 90 

 

SmbP (Small metal-binding protein) es una proteína periplásmica de la bacteria 

Nitrosomonas europaea; es un monómero de 93 aminoácidos con un peso de 9.9 kDa 

[9]. SmbP ha sido considerada como una proteína de fusión ya que posee la capacidad 

de unirse a diferentes iones divalentes como el Ni, Cu y Zn. Además, al igual que CusF y 

CusF3H+ presenta una alta solubilidad y su peso molecular pequeño le permite obtener 

altos rendimientos una vez que ha sido removida [10]. En la Tabla 2 se pueden observar 

las secuencias de nucleótidos y aminoácidos que la conforman y en la Figura 3 se puede 

observar su estructura. 
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Figura 3. Estructura secundaria de SmbP. PDBE (2020) 

 

Tabla 2. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para la proteína de 
fusión SmbP 

Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para la proteína de fusión 
SmbP 

ATG AGC GGC CAC ACC GCG CAC GTG GAC GAG GCG GTT AAG CAC GCG  

M S G H T A H V D E A V K H A 15 

GAG GAA GCG GTT GCG CAC GGT AAA GAA GGC CAC ACC GAT CAG CTG  

E E A V A H G K E G H T D Q L 30 

CTG GAG CAC GCG AAG GAA AGC CTG ACC CAT GCG AAA GCG GCG AGC  

L E H A K E S L T H A K A A S 45 

GAA GCG GGT GGC AAC ACC CAT GTG GGT CAC GGC ATC AAG CAC CTG  

E A G G N T H V G H G I K H L 60 

GAA GAT GCG ATT AAA CAC GGC GAG GAA GGC CAC GTG GGT GTT GCG  

E D A I K H G E E G H V G V A 75 

ACC AAG CAC GCG CAA GAG GCG ATC GAA CAC CTG CGT GCG AGC GAG  

T K H A Q E A I E H L R A S E 90 

CAC AAA AGC CAC            

H K S H                       94 

 

Así mismo SmbP posee una secuencia señal o péptido señal en su extremo N-

terminal conocido como PelB [11]. PelB permite la exportación de las proteínas del 

citoplasma al periplasma por medio de la vía Sec lo que permite las proteínas terminen 

su plegamiento en este compartimento [11]. Tomando en cuenta lo anterior se ha 

utilizado la proteína de fusión SmbP junto con su péptido señal PelB (PelB_SmbP) en 
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aquellas proteínas que requieren modificaciones post-traduccionales como los puentes 

disulfuro [12]. La Tabla 3 muestra la secuencia de nucleótidos y aminoácidos que 

codifican para PelB_SmbP. En negritas se resaltan los aminoácidos que comprenden al 

péptido señal PelB. 

 

Tabla 3. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para la proteína de 
fusión SmbP con el péptido señal PelB (PelB_SmbP) 

Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para la proteína de fusión SmbP 
con el péptido señal PelB (PelB_SmbP)  

ATG AAA TAC CTG CTG CCG ACC GCT GCT GCT GGT CTG CTG CTG CTG  
 

M K Y L L P T A A A G L L L L 15 
 

GCT GCT CAG CCG GCT ATG GCT AGC GGC CAC ACC GCG CAC GTG GAC  
 

A A Q P A M A S G H T A H V D 30 
 

GAG GCG GTT AAG CAC GCG GAG GAA GCG GTT GCG CAC GGT AAA GAA  
 

E A V K H A E E A V A H G K E 45 
 

GGC CAC ACC GAT CAG CTG CTG GAG CAC GCG AAG GAA AGC CTG ACC  
 

G H T D Q L L E H A K E S L T 60 
 

CAT GCG AAA GCG GCG AGC GAA GCG GGT GGC AAC ACC CAT GTG GGT  
 

H A K A A S E A G G N T H V G 75 
 

CAC GGC ATC AAG CAC CTG GAA GAT GCG ATT AAA CAC GGC GAG GAA  
 

H G I K H L E D A I K H G E E 90 
 

GGC CAC GTG GGT GTT GCG ACC AAG CAC GCG CAA GAG GCG ATC GAA  
 

G H V G V A T K H A Q E A I E 105 
 

CAC CTG CGT GCG AGC GAG CAC AAA AGC CAC      
 

H L R A S E H K S H           115 
 

 

1.3     Proteínas con enlaces disulfuro 

1.3.1 Proteínas dulces y modificadoras del sabor 
 

Existen estructuras proteicas con múltiples enlaces disulfuro en su estructura, las 

cuales han sido identificadas en frutas que crecen en África y Asia del sur y son conocidas 

como proteínas dulces y modificadoras del sabor [13]. Estas proteínas dulces tienen 

potencial para ser utilizadas como sustitutos de azúcar con poco aporte calórico y por 

lo tanto pueden ser utilizadas en alimentos, bebidas y medicinas [14]. Hasta la fecha, 
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solo se han descubierto ocho proteínas que se sabe que provocan dulzura al paladar, 

entre las que se incluye a: Taumatin, Brazzein, Curculin/Neoculin, Lisozima de la clara 

de huevo, Mabilin, Miraculin, Monelin y Pentadin. De entre todas estas, Brazzein, es la 

proteína más atractiva como sustituto de azúcar gracias a su sabor, buena estabilidad a 

altas temperaturas y amplios rangos de pH [15].  

 

Brazzein es una proteína dulce de 6.5 kDa, es la más pequeña de todas las proteínas 

dulces y ha sido aislada en dos formas del fruto de la planta africana Pentadiplandra 

brazzeana Baillon, una planta que crece en África Occidental. Esta proteína presenta dos 

formas,  la forma mayor contiene un ácido piroglutámico (pGlu) en su extremo N-

terminal, consta de 54 aminoácidos y es de 500-2000 veces más dulce que la sacarosa. 

Por otra parte, la forma menor carece del ácido piroglutámico (pGlu) en el extremo N-

terminal, consta de 53 aminoácidos y es el doble de veces más dulce que la forma mayor 

[16]. La estructura de Brazzein consta de 3 láminas β antiparalelas y una pequeña α 

hélice (Figura 3) y de acuerdo con la base de datos UNIPROT (P56552) Brazzein presenta 

4 enlaces disulfuro entre los aminoácidos Cys3-Cys51, Cys15-Cys36, Cys21-Cys46 y 

Cys25-Cys48 [17].  

 

 
Figura 4. Estructura secundaria de Brazzein. PDBE (2018).  

 

Miraculin (Figura 4) es una proteína modificadora del sabor que se produce en los 

frutos de arbustos nativos de África Occidental como Synsepalum dulcificu y Richadella 

dulcifica. Miraculin (MCL) tiene la capacidad de modificar el sabor ácido al dulce, incluso 
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cuando la proteína por sí sola no tiene sabor [18]. Es un homodímero de 24.6 kDa, al 

que se le atribuye la actividad modificadora del sabor, y su secuencia consta de 191 

aminoácidos con 2 sitios de N-glicosilación [19]. La glicosilación se presenta en Miraculin 

expresada en plantas de lechuga y tomate y en organismos como Aspergillus oryzae, sin 

embargo, no es esencial para la propiedad modificadora del sabor [20]. La dulzura 

máxima inducida por el ácido cítrico después de haber probado una solución de 

Miraculin es estimada de 3000 veces más dulce que la sacarosa [19]. De acuerdo con la 

base de datos UNIPROT (P13087) Miraculin presenta 3 enlaces disulfuro entre los 

aminoácidos Cys47-Cys92, Cys148-Cys159 y Cys152-Cys155. 

 
Figura 5. Estructura secundaria de Miraculin. PDBE (2018) 

 

1.3.2 Péptidos antimicrobianos 
 

Por otra parte, existen otro tipo de proteínas con múltiples enlaces disulfuro las 

cuales son conocidas como péptidos antimicrobianos (AMP), los cuales son péptidos 

pequeños de entre 6-60 aminoácidos, aproximadamente el 50% son hidrófobos, y 

tienen una carga neta positiva debido a un exceso de residuos básicos. Estos pueden ser 

clasificados de acuerdo de la fuente de donde se extraen, por ejemplo: bacterias, 

arqueas, hongos, plantas y animales. Sin embargo, pueden ser clasificadas con base en 
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sus estructuras secundarias, en las que se incluyen α-hélices, hojas β, estructuras 

extendidas y estructuras de bucle [21]. 

 

Los péptidos antimicrobianos tienen dos propiedades atractivas. En primer lugar, 

demuestran una amplia gama de actividades antimicrobianas. En segundo lugar, se 

dirigen principalmente a las membranas microbianas, impidiendo la capacidad de los 

microorganismos para desarrollar resistencia contra ellos. Como resultado, se piensa 

que estos péptidos prometen candidatos para nuevos antibióticos [21,22]. 

 

Rattusin es un péptido de la familia de las α-defensinas que se encuentra 

abundantemente en las células de Paneth del intestino delgado de las ratas. Consta de 

31 aminoácidos en los que se incluyen 5 residuos de cisteína con la capacidad de formar 

2 enlaces disulfuro [23]. De acuerdo con la base de datos UNIPROT (Q4JEI2) los enlaces 

disulfuro del péptido se forman entre los residuos de cisteína Cys9-Cys21, Cys11-Cys19. 

Además, el dímero de Rattusin ha mostrado actividad antimicrobiana en contra de 

bacterias Gram negativas (Salmonella tyhimurium y Klebsiella pneumoniae) y Gram 

positivas (Staphylococcus aureus y Lysteria monocytogenes) [24].  

 

 
Figura 6. Estructura secundaria de Rattusin. PDBE (2018) 

 

Hepcidin es un péptido antimicrobiano tipo catiónico que se produce en el hígado y 

fue detectado por primera vez en el plasma y orina humanos. Desde entonces, se han 

encontrado homólogos en ratones, perros, cerdos y aves [25]. Biológicamente es un 
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péptido con residuos de cisteínas que forman enlaces disulfuro, los cuales son 

esenciales para la actividad antimicrobiana del péptido [26]. Hepcidin consta de 25 

aminoácidos con un peso molecular de 2.7 kDa y ha mostrado actividad antimicrobiana 

contra bacterias Gram positivas (Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Bacillus 

subtilis) y Gram negativas (Salmonella, Pseudomonas, Klebsiella, Aeromonas) además 

de actividad antifúngica (Candida albicans) [27]. De acuerdo con la base de datos de 

actividad microbiana y estructura de péptidos (DBAASP) Hepcidin requiere de la 

formación de 4 puentes disulfuro entre los residuos de Cys7 – Cys 23, Cys 10 – Cys 13, 

Cys 11 – Cys 19 y Cys14 – Cys 22 [28]. 

 

 
Figura 7. Estructura secundaria de Hepcidin. PDBE (2018) 

 

Scygonadin es una proteína pequeña aislada del plasma seminal del cangrejo Scylla 

serrata. Compuesta por 102 aminoácidos y un peso de 11.27 kDa ha demostrado poseer 

actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas (Micrococcus luteus) y bacterias 

Gram negativas (Aeromonas hydrophila) [29]. De acuerdo con la base de datos de actividad 

microbiana y estructura de péptidos (DBAASP) Scygonadin requiere de la formación de un 

puente disulfuro entre los residuos Cys 33 – Cys 51 [28]. 
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Figura 8. Estructura secundaria de Scygonadin. Biozentrum (2020) 

 

1.3.3 Producción en tándems 
 

La expresión de proteínas recombinantes en forma de tándems multiméricos es una 

estrategia comúnmente utilizada para la expresión de péptidos antimicrobianos; la cual 

consiste en copiar el gen de interés varias veces para aumentar la transcripción del gen 

y por ende la expresión del antimicrobiano [21]. 

 

Es importante mencionar que un mayor número de repeticiones no significa una 

mayor transcripción y traducción del gen; y que lo anterior depende mucho del péptido 

a expresar [30–32]. 

 

La producción en tándems de las proteínas de interés debe de ir de la mano de un 

método que permita la separación de estos tándems para poder evaluar la actividad de 

los monómeros de las proteínas de interés. La primera estrategia consiste en colocar la 

proteína de interés seguida de los aminoácidos Asn – Gly (NG) ya que estos aminoácidos 

permitirán la separación de los monómeros. La segunda estrategia consiste en colocar 

una unión flexible entre cada monómero la cual permitirá el plegamiento de cada uno 

sin necesidad de separarlos. 
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La hidroxilamina (NH2OH) es una amina nucleofílica que rompe el enlace entre Asn 

– Gly (NG) en las proteínas; por lo que ha sido utilizada desde hace mucho tiempo para 

separar proteínas que tengan los sitios NG entre ellas [33]. Esto la ha convertido en una 

estrategia de separación de proteínas de interés.  

 

En mamíferos, levaduras y bacterias existen codones que tienen un mayor tiempo 

de traducción los cuales se conocen como secuencias o uniones flexibles. Existen teorías 

en las que estas uniones flexibles actúan como “alentadores” de los ribosomas durante 

la traducción lo que reduce la velocidad de síntesis de proteínas permitiendo que los 

aminoácidos que ya forman parte de la cadena tengan más tiempo disponible para que 

la proteína se pliegue [34].  

 

Estas secuencias flexibles se utilizan cuando se requiere cierto movimiento entre un 

dominio y dominio de una proteína. Usualmente están compuestos por aminoáciodos 

pequeños, no polares (Gly) o polares (Ser o Thr) [35]. El hecho de que estos aminoácidos 

sean pequeños provee flexibilidad y permite la movilidad para conectar dominios 

funcionales. A parte la incorporación de Ser o Thr mantiene la estabilidad de las 

secuencias flexibles en soluciones acuosas mediante la formación de puentes de 

hidrógeno con las moléculas de agua; una de las uniones flexibles más conocida es 

GGGGS [36]. 
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1.4 Justificación 
 

Dada la importancia que las proteínas con múltiples enlaces disulfuro tienen en la 

industria alimenticia y farmacéutica, en este proyecto se plantea la expresión, 

purificación y evaluación de proteínas recombinantes con enlaces disulfuro en el 

citoplasma de E. coli utilizando CusF3H+ y SmbP como proteínas de fusión.  

 

Las proteínas de estudio serán: Brazzein, proteína dulce; Miraculin, proteína 

modificadora del sabor; y los péptidos antimicrobianos: Ratussin, Hepcidin y 

Scygonadin. El objetivo de este estudio es producir estas proteínas y péptidos en E. coli 

utilizando las proteínas de fusión CusF3H+ y SmbP como proteínas de fusión que 

aumentarán la solubilidad de las proteínas de interés, además que facilitarán el proceso 

de purificación. 
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CAPÍTULO 2 

 

2. ANTECEDENTES 

 

En el 2007, Abe y colaboradores utilizaron Aspergillus oryzae como organismo 

hospedero para la producción de Miraculin. A. oryzae es bien utilizado para la 

producción de proteínas alimenticias como la neoculin, otra proteína dulce. En el 

estudio, se logró una eficiente producción de Miraculin. También se comprobó que para 

que se presente efecto de modificadora del sabor ésta debe estar como homodímero y 

no como monómero. Miraculin también ha sido expresada en tomate transgénico, 

lechuga y fresas transgénicas, sin embargo, se han obtenido bajos rendimientos de 

proteína producida, lo que ha sido reportado como un problema común al utilizar estos 

hospederos [37].  

 

En el 2008, Assadi-Porter y colaboradores llevaron a cabo la expresión y purificación 

de la forma menor de la proteína dulce Brazzein en E. coli utilizando la proteína de fusión 

SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) y una etiqueta de histidinas (His6). Para la 

expresión se His6-SUMO-Brazzein se utilizaron diversas variantes de E. coli BL21(DE3), 

siendo las células BL21-CodonPlus (DE3)RIPL las que mostraron una mejor expresión de 

la proteína, la cual, al momento de ser expresada y purificada conservó la dulzura 

característica de esta proteína. Una de las ventajas del sistema de expresión utilizando 

SUMO es que esta proteína de fusión tiene la capacidad de solubilizar y estabilizar 

proteínas que contienen enlaces disulfuro. Asimismo, el uso de E. coli como 

microorganismo productor disminuyó los costos de producción [13].  
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En el año 2010, Peng y colaboradores expresaron el péptido Scygonadin en E. coli 

BL21(DE3), la expresión se realizó utilizando dos plásmidos diferentes y se purificó por 

IMAC en un paso. En la primera construcción, pTrc-CKS-Scygonadin obtuvieron 10.6 

mg/L de Scygonadin recombinante, mientras que la segunda construcción, pET28-

scygonadin obtuvieron 65.9 mg/L del péptido. Una vez purificado, se evaluó la actividad 

del péptido contra bacterias Gram positivas, Gram negativas, levaduras y hongos. Los 

resultados del péptido pTrc-CKS-Scygonadin mostraron actividad antimicrobiana contra 

S. aureus a una MIC de 15 – 30 μM. Para pET28-Scygonadin contra S. aureus se reportó 

una MIC de 7.5 – 15 μM. No se detectó actividad antimicrobiana al evaluar contra 

hongos y levaduras [29]. 

 

En el 2012, Lobstein y colaboradores, diseñaron una mutante de E. coli que carece 

de tiorredoxina reductasa y glutatión reductasa y que expresa la isomerasa DsbC. Para 

probar esta nueva mutante se evaluó la expresión de tres proteínas que contienen 

enlaces disulfuros en su estructura, luciferasa, uroquinasa y el activador tisular del 

plasminógeno. Los resultados muestran que las proteínas de prueba expresadas en una 

cepa de E. coli tipo silvestre se expresaron pero no se plegaron correctamente, sin 

embargo en presencia de un ambiente oxidado se observó un incremento en la 

expresión de proteínas correctamente plegadas, esto para el caso de la luciferasa y la 

uroquinasa, lo que sugiere que el estado oxidado del citoplasma es suficiente para el 

plegamiento de algunas proteínas. Sin embargo, para el activador tisular del 

plasminógeno el estado oxidado no fue suficiente, lo que indica que necesita la 

presencia de la isomerasa DsbC para un plegamiento correcto [5]. 

 

En el 2013, Hoon Kong y colaboradores desarrollaron un sistema de expresión de 

Brazzein en Kluyveromyces lactis utilizando un péptido señal de Saccharomyces 

cerevisiae y un péptido de fusión. K. lactis, al ser un organismo eucariota tiene la 

capacidad de realizar modificaciones post-traduccionales como la formación de los 
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enlaces disulfuro en las proteínas y el uso del péptido señal evita la necesidad de llevar 

a cabo una lisis celular para liberar la proteína de interés. Los resultados obtenidos 

indican que la Brazzein expresada en K. lactis estaba correctamente plegada en 

comparación con la expresada en E. coli [14].  

 

En el 2015, Ariff y colaboradores optimizaron el proceso de purificación de Miraculin 

a partir de un extracto de la fruta utilizando IMAC y Ni(II) como ligando específico. Dicho 

proceso fue elegido ya que la secuencia de Miraculin cuenta con dos residuos de 

histidina los cuales son los responsables de la actividad modificadora del sabor, además 

son afines al Ni(II). Los resultados demuestran que la solución amortiguadora y el pH 

son factores importantes durante la purificación siendo pH 7 para el extracto crudo, 

Tris-HCl pH 7 para la solución amortiguadora de unión y 300 mM de imidazol como 

solución amortiguadora de elución. Dichas condiciones reportaron 80.3% de 

rendimiento y 97.5 % de pureza [18]. 

 

En el 2015, Sari y colaboradores llevaron a cabo la expresión y purificación de 

Hepcidin de camello utilizando células de E. coli Rosetta-gami B como hospedero y 

tiorredoxina como proteína de fusión. Una de las ventajas de utilizar Rosetta-gami B 

como hospedero es que esta cepa está modificada para llevar a cabo la formación de 

los enlaces disulfuro en el citoplasma de la bacteria. Los resultados mostraron la 

expresión de la proteína con un alto porcentaje de pureza al llevar a cabo una 

cromatografía por afinidad. Para la confirmación de la formación de los enlaces disulfuro 

se llevó a cabo un análisis de espectrometría de masas [25].  

 

En el 2016, Cantú-Bustos y colaboradores estudiaron la expresión de la Proteína 

Verde Fluorescente (GFP) utilizando CusF como proteína de fusión, mediante su 

comparación con otras proteínas comerciales como GST y MBP. CusF mostró altos 

niveles de expresión equiparables con las proteínas comerciales y además se observó la 

disminución en la formación de cuerpos de inclusión. Además el uso de CusF facilitó la 
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etapa de purificación llevándose a cabo mediante Cromatografía de Afinidad a Metales 

Inmovilizados (IMAC) en este caso se utilizó Cu(II) como ligando específico, la pureza 

reportada fue de aproximadamente el 50% [7]. 

 

Así mismo, en el año 2016, Vargas y colaboradores estudiaron la expresión de GFP y 

RFP utilizando SmbP como proteína de fusión haciendo comparaciones con proteínas 

de fusión comerciales como MBP y GST. En comparación con CusF, SmbP demostró 

purezas mayores al 50% con un aumento en la solubilidad de las proteínas evaluadas 

con respecto a la solubilidad obtenida con las proteínas de fusión comerciales [10]. 

 

Con el objetivo de mejorar el grado de pureza de las proteínas de interés fusionadas 

con CusF, en el 2017, Vargas y colaboradores modificaron la secuencia de la proteína de 

fusión CusF mediante la adición de 3 residuos de histidina en el extremo N-terminal, 

ahora conocida como CusF3H+. Para probar la mejora en CusF3H+, se llevó a cabo una 

construcción utilizando GFP como proteína de interés, la expresión se llevó a cabo en E. 

coli BL21(DE3) y posteriormente se llevó a cabo una purificación por IMAC utilizando 

Ni(II) como ligando específico. Los resultados muestran una mejora con respecto al 

grado de pureza de GFP además de un aumento de la afinidad de la proteína con el 

ligando [8]. 

 

En el 2017, Boumaiza y colaboradores llevaron a cabo la expresión y purificación de 

Hepcidin de camello marcada con una etiqueta de histidinas y utilizando Pichia pastoris 

como organismo hospedero.  Los resultados obtenidos son de 2.8 mg/L de proteína 

pura, además, el péptido purificado mostró una mayor actividad bactericida a menores 

concentraciones que las ya reportadas [38]. 

 

En el 2018, Ji y colaboradores realizaron la expresión en E. coli del péptido Rattusin. 

La expresión de Rattusin se llevó a cabo utilizando una etiqueta de histidinas en el 

extremo N-terminal y con un sitio de corte a CNBr. Una vez expresado, purificado y 
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removido de la etiqueta de histidinas, se obtuvo el péptido en forma de cuerpos de 

inclusión y sin la formación de los enlaces disulfuro; por lo que fue necesario hacer un 

replegamiento del péptido. Del experimento se obtuviero 10 mg/L de medio de cultivo 

[23].  

 

En los últimos años se han utilizado las proteínas SmbP y CusF3H+ en la producción 

de péptidos antimicrobianos. En 2020, Montfort-Gardeazabal y colaboradores 

expresaron y purificaron el péptido antimicrobiano VpDef en E. coli SHuffle obteniendo 

5.28 mg/L de SmbP_VpDef y 5.88 mg/L de CusF3H+_VpDef, además mostró actividad 

contra S. aureus con un MIC de 150 μg/mL y E. coli con un MIC de 75 μg/mL. También 

en el año 2021, Montfort-Gardeazabal y colaboradores expresaron y purificaron el 

péptido antimicrobiano Bin1b en E. coli SHuffle obteniendo 4.4 mg/L de CusF3H+_Bin1b 

y SmbP_Bin1b. El péptido Bin1b expresado con estos tags también mostró actividad 

anitmicrobiana contra S. aureus y E. coli [39,40]. 

 

Finalmente, en el año 2021 Perez-Perez y colaboradores expresaron en E. coli 

BL21(DE3) el péptido antimicrobiano LL-37 utilizando SmbP como proteína de fusión, 

produciendo 3.6 mg/L de SmbP_LL-37. Así mismo se reportó actividad antimicrobiana 

contra bacterias como S. aureus y E. coli [41]. 

 

2.1     Aportación científica 
 

Durante los últimos años, ha surgido una creciente demanda de edulcorantes con 

bajo contenido calórico; junto con esta tendencia, también hay un aumento en la 

demanda de productos sanos y naturales. Por lo tanto, para hacer frente a esta 

necesidad, existe una intensa y continua búsqueda de edulcorantes alternativos. Los 

edulcorantes alternativos que se han desarrollado muestran un perfil edulcorante muy 

intenso por lo que son mucho más dulces que la sacarosa y por lo tanto pueden usarse 

en cantidades diminutas, lo que da lugar a una adición casi insignificante al recuento de 
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calorías. Además, los edulcorantes alternativos e intensos también se pueden usar en 

alimentos para diabéticos, ya que no desencadenan una demanda de insulina en estos 

pacientes [42].  

 

Por otra parte, el rápido aumento de las infecciones resistentes a los medicamentos 

ha representado un serio desafío para las terapias antimicrobianas. Debido al fracaso 

de los antibióticos más potentes para matar "superbacterias" surge la urgente 

necesidad de desarrollar otros agentes de control como los péptidos antimicrobianos 

[43]. 

 

El desarrollo de este proyecto permitirá utilizar a la bacteria Escherichia coli como 

una fábrica celular microbiana para la expresión de proteínas complejas con múltiples 

enlaces disulfuro mediante el uso de las proteínas de fusión como CusF3H+ y SmbP las 

cuales permitirán la mejora en el proceso de purificación aumentando la pureza de la 

proteína obtenida. Además, el desarrollo de nuevas tecnologías de expresión y 

purificación de proteínas dulces, modificadoras del sabor y péptidos antimicrobianos 

permitirá la obtención de nuevos productos que pueden ser utilizados en la industria 

alimenticia y farmacéutica.  
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CAPÍTULO 3 

3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

3.1     Hipótesis 
 

El uso de CusF3H+ y SmbP como proteínas de fusión aumentan la solubilidad y 

facilita el proceso de purificación de proteínas recombinantes con enlaces disulfuro 

expresadas en el citoplasma de Escherichia coli.  

 

3.2     Objetivo General 
 

Expresión, purificación y evaluación de péptidos antimicrobianos, proteínas dulces 

y modificadoras del sabor con enlaces disulfuro en el citoplasma de E. coli utilizando 

CusF3H+ y SmbP como proteínas de fusión.  
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3.3     Objetivos Específicos 
 

1. Construir plásmidos que contengan las secuencias de interés de las proteínas 

Brazzein y Miraculin y de los péptidos Rattusin, Hepcidin y Scygonadin 

2. Expresar las proteínas Brazzein y Miraculin y los péptidos Rattusin, Hepcidin y 

Scygonadin en el citoplasma de E. coli. 

3. Purificar las proteínas Brazzein y Miraculin y los péptidos Rattusin, Hepcidin y 

Scygonadin por medio de cromatografía por afinidad. 

4. Evaluar la actividad anitmicrobiana de los péptidos Rattusin, Hepcidin y 

Scygonadin. 

5. Valorar la actividad dulce y modificadora del sabor de Brazzein y Miraculin con 

un análisis sensorial. 
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CAPÍTULO 4 

 

4. METODOLOGÍA 

4.1     Materiales, reactivos y equipo 
 

Los materiales empleados en este proyecto incluyen: tubos eppendorf de 1.5 y 2 mL 

marca Axygen, puntillas para micropipeta de volumen variable de 20 μL, 200 μL y 1000 

μL marca Eppendorf y BasicPette , tubos falcon de 15 mL y 50 mL marca Corning, tubos 

de cultivo con tapón de rosca marca KIMAX,  matraces de 125 mL y 250 mL marca Pyrex 

y matraces triptinizados de 500 mL marca KIMAX. 

 

Para la extracción del ADN plasmídico y la extracción a partir de gel de agarosa y 

cambio de buffer después de la digestión con enzimas de restricción, se utilizaron Kits 

de la marca QIAGEN. Los genes correspondientes a las proteínas Brazzein y Miraculin se 

mandaron sintetizar con la compañía GenScript. Los oligonucleótidos para los genes que 

codifican para la proteína Miraculin fueron sintetizados en Integrated DNA 

Technologies. Los reactivos para PCR, las enzimas de restricción y la enzima T4 DNA 

ligasa correspondían a la marca New England Biolabs. Así mismo la cepa de expresión 

Escherichia coli SHuffle T7 express corresponde a la marca New England Biolabs y para 

el crecimiento de esta se utilizó el Caldo Luria Bertani (LB) marca Bio Basic. 
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Para la purificación de las proteínas se utilizaron las siguientes columnas 

comerciales: HiTrap™ IMAC FF para Cromatografía por Afinidad y HiTrap™ Q para 

Cromatografía por Intercambio Aniónico. 

 

Para la amplificación de los genes que codifican para las proteínas de interés se 

utilizó el termociclador marca Techne modelo 3 Prime. El crecimiento de las bacterias 

se llevó a cabo utilizando una incubadora con agitación marca LabTech, modelo LSI-

3016. Para la recolección de los sedimentos celulares se utilizó una ultracentrífuga 

Sorval Lynx de Thermo Scientific. Para la visualización de la amplificación de los genes 

de interés, el análisis de restricción por medio de geles de agarosa y las electroforesis 

en geles de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante se llevaron a cabo utilizando 

una cámara de electroforesis marca BioRad.  La purificación de las proteínas se realizó 

utilizando el equipo Äkta Primeplus, marca General Electric. 
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4.2     Metodología General 

Síntesis de 
genes 

•Brazzein
•Miraculin
•Rattusin
•Hepcidin
•Scygonadin

Amplificación 
del DNA de 

interés

Construcción 
de plásmidos

•Vector: pET30a(+)_CusF3H+ y 
pET30a(+)_SmbP

•Digestión: NcoI y XhoI
•Ligación: T4 DNA ligasa
•Transformación en E. coli DH5α

Expresión de 
proteínas •E. coli SHuffle T7 express

Purificación de 
proteínas

•Cromatografía por afinidad 
a Ni(II)

•Cromatografía de 
intercambio aniónico

Evaluación de 
la actividad

•Antimicrobiana (Rattusin,  
Hepcidin, Scygonadin)

•Dulce y Modificadora del 
sabor (Brazzein y 
Miraculin)
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4.3     Síntesis de Genes 
 

La secuencia de aminoácidos que codifican para las proteínas se obtuvieron de la 

base de datos UNIPROT las cuales fueron optimizadas y sintetizadas por GenScript. La 

construcción CusF3H+_Brazzein fue sintetizada y clonada por GenScript en el plásmido 

pET30a(+).  Cada ADN fue recibido en un papel filtro o liofilizados y se recuperaron con 

50 μL de H2O MQ.  

 

4.4     Amplificación de Insertos 
 

Para la amplificación de Miraculin se diseñaron los oligonucleótidos delantero y 

reverso. Los iniciadores fueron diseñados incluyendo el sitio de corte para NcoI 

(CCATGG) y XhoI (CTCGAG). La concentración final para cada uno de los oligonucleótidos 

fue de 20 pmoles/μL. 

 

Tabla 4. Oligonucleótidos usados para la amplificación de Miraculin 

Oligonucleótido Secuencia 

Delantero 5’ – CCA TGG CTG ACA AGT GCA AG – 3’ 

Reverso 5’ – CTC GAG TTA ATA TTC GCA GTA AT – 3’ 

 

 

La reacción para la amplificación se llevó a cabo en tubos para PCR de 200 μL 

utilizando la enzima Vent DNA polimerasa de New England Biolabs. En la Tabla 5 se 

muestran las cantidades de reactivos utilizados para la reacción de PCR, junto con las 

condiciones de la reacción en el termociclador. 
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Tabla 5. Componentes y condiciones para la amplificación de Miraculin 

Reactivo Cantidad Condiciones 

ADN Molde (10 ng) 1 μL 

 

Desnaturalización Inicial: 95 oC por 2 
minutos 

 

dNTP’s (10 mM/μL) 1.5 μL Desnaturalización: 95  oC por 1 minuto 
Oligonucleótido delantero (20 

pmol/μL) 3 μL Alineamiento: 58 oC por 1 minuto 

Oligonucleótido reverso 
3 μL 

Elongación: 72 oC por 1 minuto 
(20 pmol/μL) 30 ciclos 

Solución amortiguadora 10x 5 μL  

ADN polimerasa (2 U/μL) 0.5 μL Elongación Final: 72 oC por 5 minutos 
H2O MQ 36 μL   

Volumen total de reacción 50 μL   
 

El ADN amplificado fue extraído mediante la técnica de extracción en gel de agarosa 

utilizando el kit QIAquick Gel Extraction de QIAGEN. 

      

4.5     Construcción de plásmidos 
 

La construcción de los plásmidos se llevó a cabo utilizando el método de clonación 

clásico: digestión, ligación, transformación y selección de transformantes. Se utilizó 

como vector el plásmido pET30a(+), resistente a kanamicina al cual se le agregaron las 

secuencias de las proteínas de fusión CusF3H+ y SmbP; además contiene la secuencia 

de corte para la enzima enteroquinasa. En la Tabla 6 se enlistan las construcciones de 

este proyecto. 
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Tabla 6. Lista de construcciones  

Plásmido pET30a(+) 

Proteína 
de fusión CusF3H+ SmbP PelB_SmbP 

Proteínas 
de interés 

Brazzein Brazzein Brazzein 
Brazzein3xNG Brazzein3xNG Brazzein3xNG 
Brazzein FLEX Brazzein FLEX Brazzein FLEX 
Miraculin Miraculin Miraculin 
Rattusin2xNG Rattusin2xNG Rattusin2xNG 
Rattusin3xNG Rattusin3xNG Rattusin3xNG 
Hepcidin FLEX Hepcidin FLEX Hepcidin FLEX 
Scygonadin Scygonadin Scygonadin 
Scygonadin FLEX Scygonadin FLEX Scygonadin FLEX 

 
*2xNG y 3xNG representan aquellas construcciones en las que se repiten 2 o 3 veces la secuencia de 

la proteína de interés y que se encuentran separadas por los aminoácidos NG del sitio hidroxilamina. 

**La palabra FLEX representa aquellas construcciones en donde se utilizó la secuencia 

GGGGSGGGGSGGGGS que corresponde a las uniones flexibles.  

 

4.5.1 Digestión de los plásmidos pET30a(+)_CusF3H+ y pET30a(+)_SmbP 
 

La digestión se llevó a cabo utilizando las enzimas de restricción NcoI y XhoI (NEB). 

En las Tablas 7  y 8 se muestran los reactivos y condiciones generales que se llevaron a 

cabo para la digestión de los plásmidos y los insertos respectivamente. Para todas las 

digestiones se utilizó la solución amortiguadora 3.1 de NEB. 
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Tabla 7. Componentes y condiciones para la digestión de los plásmidos 

pET30a(+)_CusF3H+ y pET30a(+)_SmbP 

Componente Cantidad Condiciones 

Plásmido (2000 ng) 19 μL *  

Solución amortiguadora (3.1) 10x 5 μL  

H2O MQ 3 μL Incubación a 37 oC por 3 horas 
Xhol (20 U/μL) 1 μL  

NcoI (20 U/μL) 1 μL 
 

SAP (1U/μL) 1 μL Incubación 37 oC por 30 minutos 

Volumen total de reacción 30 μL   

 

 

Tabla 8. Componentes y condiciones para la digestión del inserto  

      
Componente Cantidad Condiciones 

Inserto (2000 ng) 16 μL * 

Incubación 37 oC por 2.5 horas 

Solución amortiguadora (3.1) 10x 3 μL 

NcoI (20 U/μL) 1 μL 
Xhol (20 U/μL) 1 μL 

H2O MQ 9 μL 

Volumen total de reacción 30 μL 
*El volumen (μL) de plásmido e inserto pueden variar. 

 

Una vez finalizada la digestión, se realizó la purificación del plásmido e inserto 

usando el kit QIAquick Gel Extraction de QIAGEN. 
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4.5.2 Ligación  
 

Para todas las ligaciones se utilizó la relación molar 3:1 (inserto:vector). Para el 

cálculo de esta relación se utilizó la ecuación #1.  

 

 

𝑛𝑔	𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 =
𝑛𝑔	𝑑𝑒	𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟	 × 	𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜	𝑑𝑒	𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜	(𝐾𝑏)

𝑇𝑎𝑚𝑎ñ𝑜	𝑑𝑒𝑙	𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟	(𝐾𝑏)
× 	𝑟𝑒𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛	𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟

𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜
𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟

 

 

 

Se utilizó la enzima T4 DNA ligasa de BioBasic y en la Tabla 9 se muestran los 

reactivos y las condiciones generales para la reacción. 

 

Tabla 9. Componentes y condiciones para la ligación 

Componente Ctrl - 3:1 
Plásmido (34.5 ng) * 3 μL 3 μL 
Inserto (10 ng/μL) * 0 μL 1 μL 

Solución amortiguadora 10x 2 μL 2 μL 

T4 DNA ligasa (5U/μL) 0.5 μL 1 μL 
H2O MQ 14.5 μL 13 μL 

Volúmen de reacción 20 μL 

Incubación:  22 oC / 1 hora  y 4 oC / 48 horas 

Desactivación de enzima: 65 oC / 10 minutos 

*La concentración del plásmido e inserto varían según la ecuación #1. 
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4.5.3 Transformación en E. coli DH5α 
 

La transformación se llevó a cabo en células rubidio-competentes de la cepa E. coli 

DH5α, en un tubo eppendorf de 1.5 mL se colocaron 5 μL del producto de ligación más 

50 μL de las células, se incubaron en hielo por 30 min y posteriormente se llevó a cabo 

el choque térmico a 44 oC por 45 segundos, una vez finalizada la reacción se incubó en 

hielo por 2 min. Después se añadieron 800 μL de caldo LB y se mezcló suavemente, la 

reacción se incubó a 37 oC con agitación (200 rpm) por 30 minutos. Posteriormente los 

tubos se centrifugaron a 13,300 rpm por 2 minutos, se retiró el exceso de medio dejando 

aproximadamente 100 μL del mismo en el cual las células fueron resuspendidas y 

sembradas en placas de LB/kanamicina mediante la técnica de extensión por varilla, 

finalmente las placas se incubaron a 37 oC por 16 horas. 

 

4.5.4 Selección de transformantes y extracción de ADN plasmídico 
 

De las placas con LB/kanamicina que fueron sembradas previamente se 

seleccionaron 3 colonias, se inocularon en 6 mL de caldo LB/kanamicina y se cultivaron 

a 37 oC con agitación (200 rmp) por 16 horas. Posteriormente se recolectaron las células 

en tubos eppendorf de 2 mL mediante centrifugación a 13,300 rpm por 2 minutos. Una 

vez obtenido el sedimento celular se extrajo el ADN plasmídico utilizando el kit QIAprep 

Spin Miniprep de QIAGEN.   

 

4.5.5 Confirmación de insertos por PCR 
 

Utilizando el ADN plasmídico previamente extraído se realizó una PCR utilizando los 

oligonucleótidos T7 para confirmar la presencia de los insertos. La Tabla 10 muestra los 

reactivos y las condiciones generales que se utilizaron para la reacción. 
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Tabla 10. Componentes y condiciones para la confirmación de insertos 

Reactivo Cantidad Condiciones 

ADN Molde (20 ng) 10 μL Desnaturalización Inicial: 95 oC 
por 2 minutos  

 

dNTP’s (10 mM/μL) 1.5 μL Desnaturalización: 95 oC por 1 
minuto 

 

Oligonucleótido delantero T7 (20 
pmol/μL) 3 μL Alineamiento: 57 oC por 1 

minuto 
 

Oligonucleótido reverso T7 (20 
pmol/μL) 3 μL Elongación: 72 oC por 1 minuto   

Amortiguador de reacción 10x 5 μL 30 ciclos  

ADN polimerasa (5U/μL) 0.5 μL   

H2O MQ 27 μL Elongación Final: 72 oC por 5 
minutos 

 

Volumen total de reacción 50 μL    

 

4.6     Expresión de Proteínas 

4.6.1 Transformación en E. coli SHuffle T7 express 
 

Utilizando un ADN plasmídico positivo para las construcciones se llevó a cabo la 

transformación en la cepa E. coli SHuffle T7 express la cual se utiliza para la expresión 

de proteínas con enlaces disulfuro. En un tubo eppendorf de 1.5 mL se colocaron 20 μL 

de células rubidio-competentes más 1.5 μL (10 – 15 ng) de ADN plasmidico, se incubaron 

en hielo por 30 min y posteriormente se llevó a cabo el choque térmico a 44 oC por 45 

segundos, una vez finalizada la reacción se incubó en hielo por 2 min. Después se 

añadieron 800 μL de caldo LB y se mezcló suavemente, la reacción se incubó a 37 oC con 

agitación (200 rpm) por 30 minutos. Posteriormente los tubos se centrifugaron a 13,300 

rpm por 2 min, se retiró el exceso de medio dejando aproximadamente 100 μL del 

mismo en el cual las células fueron resuspendidas y sembradas en placas de 

LB/kanamicina mediante la técnica de extensión por varilla, finalmente las placas se 

incubaron a 37 oC por 16 horas. 
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4.6.2 Microexpresión 
 

De las placas con células transformadas, se tomaron diversas colonias las cuales 

fueron sembradas en un tubo con 2 mL de caldo LB/kanamicina y se incubaron a 37 oC 

con agitación (200 rpm) hasta que alcanzaran una D.O.600 entre 0.4 – 0.6, cuando los 

inóculos alcanzaron esta D.O. se agregaron 2 μL de Isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 

(IPTG) 0.1 M alcanzando una concentración final de 0.2 mM; después se incubaron a 25 
oC con agitación (200 rpm) por 16 horas. 

 

Para la preparación de las muestras se utilizaron dos métodos. En el primero, en un 

tubo eppendorf de 2 mL se centrifugaron las células a 13,300 rpm por 2 minutos. El 

sedimento celular se resuspendió en 120 μL de H2O MQ después se agregaron 40 μL de 

solución amortiguadora, se mezcló y se llevó a hervir por 10 minutos. Los tubos se 

centrifugaron a 13,300 rpm por 10 minutos y se retiró el sobrenadante que contiene la 

fracción soluble. Para obtener la fracción insoluble el sedimento celular anterior se lavó 

cuidadosamente con 120 μL de H2O MQ, se retiró el agua y se agregaron 120 μL de una 

solución de 8 M urea 60 mM Tris, se resuspendió el sedimento y se llevó a hervir por 10 

minutos. Finalmente, los tubos se centrifugaron a 13,300 rpm por 10 min. 

 

En el segundo, después de recolectar el sedimento celular, las células se 

resuspendieron en 100 μL de solución amortiguadora (50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8) 

y se agregaron 100 μL de perlas de vidrio de 0.1 mm de diámetro. La mezcla se agitó con 

vórtex por 4 minutos, para finalizar el sobrenadante se recuperó por centrifugación a 

13,300 rpm por 1 minuto. 

 

Para la visualización de la expresión de las proteínas de interés, se corrió un gel de 

poliacrilamida con gradiente desnaturalizante (SDS-PAGE) al 15%. Una vez terminada la 

electroforesis, el gel de acrilamida se tiñó con Azul de Coomassie. 
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4.6.3 Escalamiento de la expresión de proteínas 
 

De las expresiones piloto se eligieron las colonias que mostraban mejor expresión 

de las proteínas de interés. La expresión se llevó a cabo en matraces triptinizados de 

500 mL hasta completar un volumen de expresión final de 1 litro. 

 

En un matraz triptinizado de 500 mL se agregaron 125 mL de caldo LB con 125 μL de 

kanamicina, los matraces fueron inoculados con un cultivo previamente crecido de la 

colonia seleccionada. Los matraces se incubaron a 37 oC con agitación (200 rpm) hasta 

que alcanzaron una D.O.600 de 0.4 – 0.6, una vez alcanzada esta D.O. se comenzó la 

inducción con 125 μL de IPTG 0.1 M a 30 oC con agitación (200 rpm) por 16 horas. 

 

Posteriormente se recolectó el sedimento celular en frascos de plástico de 250 mL 

utilizando una centrífuga refrigerada a 4 oC, 10,000 rpm por 20 min. Finalmente los 

frascos con el sedimento celular se congelaron a -20 oC. 

 

4.7     Purificación de Proteínas 
 

Para la purificación de las proteínas se utilizaron dos técnicas cromatográficas: la 

primera mediante Cromatografía por Afinidad a Ni(II) y la segunda por Cromatografía 

por Intercambio Iónico del tipo Aniónico. 

 

4.7.1 Lisis celular y obtención de clarificados 
 

El sedimento obtenido de la expresión de las proteínas de interés fue resuspendido 

en 30 mL de la solución amortiguadora de unión (50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM 

imidazol pH 8). Las células resuspendidas fueron lisadas utilizando una cámara de lisado 

con perlas de vidrio. El lisado obtenido fue centrifugado a 10,000 rpm a 4 oC durante 20 

minutos. Al finalizar la centrifugación se separó el clarificado para su purificación. 
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4.7.2 Purificación: Cromatografía por Afinidad 
 

La purificación mediante cromatografía por afinidad se llevó a cabo utilizando la 

columna comercial HiTrap™ IMAC FF de 1 mL de la marca GE Healthcare previamente 

cargada con una solución de NiSO4 0.1 M. Para la purificación se utilizó el equipo ÄKTA 

Primeplus, marca GE. 

 

Para esta cromatografía se utilizaron tres soluciones amortiguadoras: la primera que 

corresponde a una solución amortiguadora de unión (50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM 

imidazol, pH 8) una solución amortiguadora de lavado (50 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 

mM imidazol, pH 8) y una solución amortiguadora de elución (50 mM Tris 500 mM NaCl, 

200 mM imidazol, pH 8). 

 

La columna se equilibró con 5 volúmenes de columna de la solución amortiguadora 

de unión. Una vez equilibrada la columna se cargó el clarificado de proteínas con un 

flujo de 0.5 mL/min a una presión de 0.5 MPa. Posteriormente se lavó la columna con 

la solución amortiguadora de lavado hasta que disminuyera la absorbancia y finalmente 

se agregó la solución amortiguadora de elución, de esta elución se colectaron fracciones 

de 0.5 mL. Las fracciones obtenidas se analizaron mediante SDS-PAGE al 15% 

 

4.7.3 Diálisis para la remoción de imidazol y NaCl 
 

Utilizado las fracciones previamente obtenidas se llevó a cabo una diálisis para 

eliminar el imidazol y NaCl. Estas fracciones se colocaron en una membrana para diálisis 

SnakeSkin Pleated (10K MWCO) y posteriormente se sumergieron en una solución 

amortiguadora fría de 50 mM Tris, pH 8. Se hicieron 3 diálisis de 1 hora cada una y una 

cuarta diálisis durante toda la noche. 
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4.7.4 Cuantificación de Proteínas 
 

Para la cuantificación proteínica se utilizó el método Bradford utilizando como 

estándar de referencia la Albúmina de Suero Bovino (BSA 10 mg/mL). Se prepararon 

distintos estándares con las siguientes concentraciones: 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mg/mL. 

El análisis se llevó a cabo en una placa de 96 posillos, en cada posillo de colocaron 5 μL 

de estándar más 250 μL del reactivo Bradford, se incubó por 5 min con intervalos de 

agitación de 10 segundos cada uno y se realizó la medición a 595 nm utilizando el lector 

de placas Multiskan 2 de Thermo Scientific.  

 

Las fracciones se trataron de la misma manera (5 μL muestra + 250 μL reactivo). 

Posteriormente se realizó el análisis y el cálculo para conocer la concentración 

proteínica de cada fracción. 

 

Para la cuantificación de proteínas también se utilizó el método del ácido 

bicinconínico (BCA) utilizando como estándar de referencia BSA (5 mg/mL). Se 

prepararon estándares con las siguientes concentraciones 25, 50, 100, 200, 300, 400 y 

500 μg/mL.  En un tubo eppendorf de 1.5 mL se colocaron 100 μL de cada estándar más 

1 mL de reactivo de trabajo, se incubaron a 37 oC por 30 minutos. La reacción se dejó 

enfriar a temperatura ambiente y después se colocaron en celdas de plástico. La 

medición se realizó a 562 nm en el espectofotómetro UV-Vis JenWay 7305. 

 

4.7.5 Remoción de tag 
 

La separación de la proteína de fusión se realizó utilizando la enzima enteroquinasa 

de cadena ligera de NEB (2 μg/mL). Para la digestión se tomó 1 mg de proteína y 3.2 μL 

de la enzima (0.0064 μg), la reacción se incubó a 25 oC durante 20 horas. Posteriormente 

la digestión se analizó por SDS-PAGE al 15%. 
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Para las repeticiones de corte, se utilizó la enzima enteroquinasa porcina de cadena 

ligera de GenScript (100 μg/μL). La digestión se llevó a cabo a 22 oC durante 22 horas. 

Una vez terminada la reacción, ambas proteínas se separaron mediante cromatografía 

por intercambio aniónico. 

 

4.7.6 Purificación: Cromatografía por Intercambio Aniónico  
 

Para esta cromatografía se empleó la columna HiTrap™ Q 1 mL utilizando el equipo 

ÄKTA Prime Plus. Se equilibró la columna con 5 volúmenes de la solución amortiguadora 

de unión (50 Tris, pH 8) con un flujo de 0.5 mL/minuto a una presión de 0.5 MPa. 

Posteriormente se cargó la columna con la proteína previamente purificada por IMAC y 

digerida con la enteroquinasa. Para la elución de la proteína se utilizó una solución 

amortiguadora de elución (50 mM Tris, 1M NaCl pH 8) y se aplicó un gradiente de 

elución de 40 volúmenes de columna que iba de 0-100% de concentración de solución 

amortiguadora de elución. 

 

4.8     Evaluación de la actividad 

4.8.1 Actividad Dulce – Brazzein 
 

La muestra se dializó con agua y se concentró utilizando un centricón (Microcon YM-

3, MWCO 3 kDa) a 13,000xg por 40 minutos repitiendo el proceso de 4-6 veces. Se 

preparó una solución control de sacarosa al 1%. Se tomaron 200 μL de la solución 

control y se colocaron en la parte anterior de la lengua. La boca se enjuagó con agua 

corriente y posteriormente se colocaron 200 μL de la proteína. Los resultados se 

reportaron como presencia o ausencia del sabor.  
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4.8.2 Actividad Modificadora del sabor – Miraculin  
 

La muestra se dializó en una solución de 170 mM NaCl, pH 3.7. Se prepararon una 

serie de estándares de sacarosa (0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 0.40, 0.45 y 05 M) y 

se colocaron 200 μL de cada uno en la parte anterior de la boca. Entre cada estándar, la 

boca se enjuagó con agua corriente. Al finalizar la serie de estándares, se colocaron 500 

μL de la proteína y se mantuvieron en la boca por 3 minutos, al terminar el tiempo, la 

boca se enjuagó con agua corriente y posteriormente se agregaron 5 mL de una solución 

20 mM citrato de sodio. La evaluación de la intensidad de la dulzura se evaluó con la 

elección de una de las soluciones estándar de sacarosa. 

 

4.8.3 Actividad Antimicrobiana – Hepcidin, Scygonadin y Rattusin 
 

Los péptidos antimicrobianos se evaluaron con un ensayo de concentración mínima 

inhibitoria contra Staphylococcus aureus una de las bacterias de grupo ESKAPE 

(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp). 

 

Para la preparación del inóculo, a partir del cultivo de 12 horas se hizo una dilución 

1:250 en un tubo de cristal con rosca con 5 mL de caldo Mueller-Hinton y se incubó a 37 

°C y 150 rpm. El inóculo se ajustó a 0.2 de DO600 y se realizó 1:100 en un tubo de 1.5 mL 

con medio fresco a un volumen final de 1 mL 

 

Para la preparación de la placa (96 posillos) se incluyeron los siguientes controles 

(por triplicado), 1) control de esterilidad: posillos con 200 μL de caldo LB y 2) control de 

crecimiento: 100 μL de caldo LB con 100 μL de inóculo. En la placa se agregaron 100 μL 

de medio MH a cada posillo, con excepción de los pozos de la primera fila, en donde se 

realizaron las diluciones de los compuestos a estudiar. Se agregaron 200 μL de la 

proteína a probar en los pozos de la primera fila. La concentración del compuesto fue 

2X para que al agregar el inóculo se diluyera 1:2 y se obtuviera la concentración deseada. 
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Se realizaron las diluciones seriales transfiriendo 100 μL a cada pozo de la serie hasta 

desechar los últimos 100 μL. Se agregaron 100 μL de la dilución del inóculo, previamente 

realizada, a los pozos correspondientes en la placa para determinar la MIC. Tras agregar 

el inóculo, las placas se sellaron para evitar que accidentalmente la tapa se mueva 

durante la manipulación, y se incubaron a 37 °C y 150 rpm durante 16 – 20 horas. 

Transcurrido este tiempo, la placa se leyó en el espectrofotómetro para determinar la 

densidad óptica. 
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CAPÍTULO 5 

 

5. RESULTADOS  

5.1     Síntesis de genes 
 

La secuencia de aminoácidos que codifica para las proteínas Brazzein, Miraculin y 

Scygonadin se enviaron a la empresa GenScript y fueron optimizadas para su expresión 

en E. coli. Para las secuencias se utilizaron los sitios de restricción NcoI (CCATGGCT) y 

XhoI (CTCGAG). En las Tablas 11, 12 y 13 se muestran las secuencias de aminoácidos, la 

secuencia de ADN y el peso de cada gen. En azul se señalan los sitios de restricción.  

 

Tabla 11. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Brazzein 

Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Brazzein 

CCATGGCT GAC AAG TGC AAG AAA GTG TAC GAG AAC TAT CCG GTT AGC AAA TGC  

NcoI D K C K K V Y E N Y P V S K C 15 

CAG CTG GCG AAC CAA TGC AAC TAC GAC TGC AAG CTG GAT AAA CAC GCG CGT  

Q L A N Q C N Y D C K L K D H A R 32 

AGC GGC GAG TGC TTC TAT GAC GAA AAG CGT AAC CTG CAG TGC ATC TGC GAT  

S G E C F Y D E K R N L Q C I C D 49 

TAC TGC GAA TAT TAA CTCGAG            

Y C E Y Stop Xhol           53 

Pares de bases Aminoácidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (PI) 

159 53 6.37 6.71 
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Tabla 12. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Miraculin 

Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Miraculin 
CCATGGCT GAC AGC GCG CCG AAC CCG GTG CTG GAC ATC GAT GGC GAG AAG CTG  

NcoI D S A P N P V L D I D G E K L 15 

CGT ACC GGT ACC AAC TAC TAT ATT GTG CCG GTT CTG CGT GAT CAC GGT GGC  

R T G T N Y Y I V P V L R D H G G 32 

GGT CTG ACC GTG AGC GCG ACC ACC CCG AAC GGT ACC TTT GTT TGC CCG CCG  

G L T V S A T T P N G T F V C P P 49 

CGT GTG GTT CAG ACC CGT AAG GAA GTG GAC CAC GAT CGT CCG CTG GCG TTC  

R V V Q T R K E V D H D R P L A F 66 

TTT CCG GAG AAC CCG AAA GAA GAC GTG GTT CGT GTT AGC ACC GAT CTG AAC  

F P E N P K E D V V R V S T D L N 83 

ATC AAC TTT AGC GCG TTC ATG CCG TGC CGT TGG ACC AGC AGC ACC GTG TGG  

I N F S A F M P C R W T S S T V W 100 

CGT CTG GAC AAG TAC GAT GAG AGC ACC GGC CAG TAT TTC GTG ACC ATT GGC  

R L D K Y D E S T G Q Y F V T I G 117 

GGT GTT AAA GGC AAC CCG GGT CCG GAA ACC ATC AGC AGC TGG TTT AAG ATT  

G V K G N P G P E T I S S W F K I 134 

GAG GAA TTC TGC GGC AGC GGT TTT TAC AAA CTG GTG TTC TGC CCG ACC GTT  

E E F C G S G F Y K L V F C P T V 151 

TGC GGC AGC TGC AAG GTG AAA TGC GGC GAC GTT GGT ATC TAT ATT GAT CAA  

C G S C K V K C G D V G I Y I D Q 168 

AAA GGT CGT CGT CGT CTG GCG CTG AGC GAC AAG CCG TTC GCG TTT GAG TTC  

K G R R R L A L S D K P F A F E F 185 

AAC AAA ACC GTT TAC TTT TAA CTCGAG          

N K T V Y F Stop XhoI         191 

Pares de bases Aminoácidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (PI) 
573 191 21.35 7.7 
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Tabla 13. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para scygonadin 

Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para scygonadin 
CCATGGCT GGT CAG GCG CTG AAC AAG CTG ATG CCG AAA ATC GTG AGC GCG ATC  

NcoI G Q A L N K L M P K I V S A I 15 

ATT TAC ATG GTT GGT CAA CCG AAC GCG GGC GTG ACC TTC CTG GGT CAC CAG  

I Y M V G Q P N A G V T F L G H Q 32 

TGC CTG GTG GAG AGC ACC CGT CAA CCG GAC GGT TTT TAT ACC GCG AAG ATG  

C L V E S T R Q P D G F Y T A K M 49 

AGC TGC GCG AGC TGG ACC CAC GAT AAC CCG ATC GTT GGT GAA GGC CGT AGC  

S C A S W T H D N P I V G E G R S 66 

CGT GTG GAG CTG GAA GCG CTG AAA GGC AGC ATT ACC AAC TTC GTG CAG ACC  

R V E L E A L K G S I T N F V Q T 83 

GCG AGC AAC TAC AAG AAA TTT ACC ATC GAC GAG GTT GAA GAT TGG ATT GCG  

A S N Y K K F T I D E V E D W I A 100 

AGC TAT CTCGAG               

S Y XhoI              102 

Pares de bases Aminoácidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (PI) 
306 102 11.27 6.09 

 
 
 

5.2     Clonación 

5.2.1 Construcciones con las proteínas de fusión CusF3H+, SmbP y 
PelB_SmbP 

 
Todos los genes que codifican para las proteínas de interés se sintetizaron y 

optimizaron para su expresión en E. coli; y fueron clonadas en el plásmido pET30a(+) 

bajo los siguientes lineamientos: las proteínas de fusión se clonaron entre los sitios de 

restricción de NdeI y KpnI; seguidas del sitio de reconocimiento de la enteroquinasa, 

enzima que se utilizó para separar la proteína de fusión de la proteína de interés, las 

cuales están clonadas entre los sitios de restricción NcoI y XhoI. 
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La siguiente imagen (Figura 9) representa el plásmido y la ubicación de los genes 

que codifican para las proteínas de interés. 

 

 
Figura 9. Representación de las construcciones utilizando el plásmido pET30a(+). La proteína de fusión ya sea 
CusF3H+, SmbP o PelB_SmbP se clonaron entre los sitios de restricción NdeI (naranja) y KpnI (verde). El sitio 
de reconocimiento de la enteroquinasa se encuentra después de la proteína de fusión y antes de la proteína 
de interés. Las proteínas de interés se clonaron entre los sitios de restricción NcoI (azul) y XhoI (café). 

 

5.2.2     Amplificación de Miraculin 
 

A continuación se muestra la amplificación de Miraculin (Figura 10) a partir del ADN 

previamente sintetizado. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular, los 

carriles 2 y 3 corresponden a los controles negativos (con enzima sin ADN molde y sin 

enzima con ADN molde respectivamente). En el carril 4 se logra observar la aparición 

una banda entre los 750 pb y 500 pb; Miraculin presenta un peso de 573 pb por lo que 

la amplificación coincide con el peso esperado.  
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Figura 10.  Amplificación de miraculin en gel de agarosa al 0.7%. El carril 1 muestra el marcador de peso 

molecular, en el carril 2 se muestra un control negativo con enzima sin ADN molde, en el carril 3 el control 

negativo sin enzima con ADN molde y en el carril 4 se encuentra la amplificación de Miraculin (573 pb). 

 

5.2.3 Confirmación del inserto miraculin en la construcción 
CusF3H+_Miraculin 

 

Para confirmar la presencia del inserto Miraculin en el plásmido pET30a(+)_CusF3H+ 

se realizó una PCR utilizando los oligonucléotidos específicos para Miraculin. Para esta 

PCR se utilizaron los ADNs plasmídicos que se obtuvieron a partir de las clonas 

resultantes de la transformación del producto de ligación. En el carril 1 se muestra el 

marcador de peso molecular, en los carriles 2, 3 y 4 los ADNs plasmídicos analizados, el 

carril 5 corresponde al control negativo con enzima sin ADN molde y el carril 6 el control 

negativo sin enzima con ADN molde. Se puede observar que solo en los carriles 3 y 4 

aparece una banda de amplificación muy cercana a los 600 pb, que es esperada ya que 

el peso de Miraculin es de 573 pb (Figura 11). 
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Figura 11.  Productos de la PCR para la confirmación de la construcción CusF3H+_Miraculin en gel de 

agarosa al 0.7%.  Carril 1: marcador de peso molecular, Carriles 2-4: ADNs plasmídicos analizados, carril 

5: control negativo con enzima sin ADN molde y carril 6: control negativo sin enzima con ADN molde. 

 

5.2.4 Confirmación del inserto Brazzein en la construcción SmbP_Brazzein 
 

Para confirmar la presencia del inserto Brazzein en el plásmido pET30a(+)_SmbP se 

realizó una PCR utilizando los oligonucléotidos T7. Para esta PCR se utilizaron los ADNs 

plasmídicos que se obtuvieron a partir de las clonas resultantes de la transformación del 

producto de ligación. En el carril 1 de la Figura 12 muestra el marcador de peso 

molecular, en los carriles 2 y 3 los ADNs plasmídicos analizados. Se puede observar que 

en ambos carriles aparece una banda de amplificación sobre los 600 pb, que 

representan el peso de SmbP_Brazzein (453 pb) más los extremos amplificados por los 

iniciadores T7 (200 pb) un total de 653 pb. 
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Figura 12. Productos de la PCR para la confirmación de la construcción SmbP_Brazzein (653 pb) en gel de 

agarosa al 0.7%.  Carril 1: marcador de peso molecular, carriles 2 y 3: ADNs plasmídicos analizados. 

 

5.3     Expresión de Proteínas 

5.3.1 Microexpresión de CusF3H+_Brazzein y CusF3H+_Miraculin 
 

Las microexpresiones se realizaron para seleccionar la colonia que expresaba mayor 

cantidad de proteína, para a partir de ella comenzar la expresión a 1 L o más. La Figura 

13 representa las expresiones piloto para CusF3H+_Brazzein y CusF3H+_MCL. En el carril 

1 se encuentra el marcador de peso molecular, en el carril 2 el control negativo que es 

la fracción soluble de E. coli SHuffle y en el carril 3 su fracción insoluble; en el carril 3 se 

muestra la fracción soluble de la expresión de la proteína de fusión CusF3H+; los carriles 

5 y 7 corresponde a la fracción soluble de dos clonas de CusF3H+_Brazzein y en los 

carriles 6 y 8 las fracciones insolubles de esas mismas clonas; los carriles 9 y 11 muestran 

las fracciones soluble de dos clonas de  CusF3H+_MCL y los carriles 10 y 12 las fracciones 

insolubles de esas mismas clonas.  En el caso de CusF3H+_Brazzein (carriles 5-8) 

claramente se puede observar la aparición de nuevas bandas de proteína en 

comparación con las que comúnmente expresa la cepa E. coli SHuffle. Se logra visualizar 

que los carriles 5 y 7 son positivos para CusF3H+_Brazzein, mostrando la aparición de 
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una nueva banda cercana a los 20 kDa, lo que coincide con el peso de la proteína que es 

de aproximadamente 17.09 kDa. Además en los carriles 6 y 8 casi no se observa la 

aparición de la banda, lo que indica que no hay formación de cuerpos de inclusión o 

proteína insoluble.  Por otro lado, para CusF3H+_MCL los carriles 9 y 11 muestran la 

aparición de una banda por encima de los 30 kDa la cual coincide con el peso de la 

proteína CusF3H+_MCL el cual aproximadamente es de 32.07 kDa. Así mismo se logra 

apreciar en los carriles 10 y 12 un poco de proteína insoluble en comparación con la 

proteína soluble expresada. 

 

 
Figura 13. Expresiones en pequeña escala para CusF3H+_Brazzein (17.09 kDa) y CusF3H+_MCL (32.07 kDa) 

mediante SDS-PAGE al 15%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: fracción soluble E. coli SHuffle 

T7 express, carril 3: fracción insoluble E. coli SHuffle T7 express, carril 4: fracción soluble CusF3H+, carril 

5 y 7: fracción soluble de CusF3H+_Brazzein, carril 6 y 8: fracción insoluble de CusF3H+_Brazzein, carril 9 

y 11: fracción soluble CusF3H+_Miraculin y carril 10 y 12: fracción insoluble de CusF3H+_Miraculin. 

 

5.4     Purificación de Proteínas 

5.4.1 Cromatografía IMAC: CusF3H+_Brazzein 
 

Se purificaron 30 mL del clarificado de proteína utilizando una columna HiTrap™ 

IMAC FF. En la Figura 14 se muestra el cromatograma de purificación por afinidad a Ni(II) 

de  CusF3H+_Brazzein. Una vez que la muestra se unió a la resina de la columna, ésta 

fue lavada con 50 mM Tris, 500 mM NaCl pH 8 hasta que la absorbancia disminuyó, 
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posteriormente se realizó la elución con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol 

pH 8 en fracciones de 500 μL cada una.  

 

 
Figura 14.  Cromatograma de purificación por afinidad a Ni(II) para CusF3H+_Brazzein. Solución 

amortiguadora de lisis y lavado: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, solución amortiguadora de elución: 50 mM 

Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol pH 8. El pico de elución se obtuvo a los 69.658 mL de elución con 

una absorbancia de 728.343 mAu. 

 

En la Figura 15 se observa el análisis de las fracciones de elución obtenidas. En el 

carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular, seguido del lisado de E. coli en el 

carril 2, el percolado en el carril 3 y la fracción de lavado en el carril 4, a partir del carril 

5-15 muestran las fracciones de elución obtenidas de la purificación. Como se puede 

observar la mayor cantidad de proteína purificada se encuentra en las primeras 

fracciones de la 8-15, resaltando las fracciones 10-12. Además, las bandas se encuentran 

cercanas a los 20 kDa lo que coincide con el peso molecular esperado que es de 17.09 

kDa. En la misma Figura se puede observar la presencia de otras bandas de proteína que 

se pudieron unir a la resina pero que representan impurezas.  
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Figura 15. Análisis de fracciones de elución de CusF3H+_Brazzein (17.09 kDa) mediante SDS-PAGE 15%.  

Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado, carril 3: percolado, carril 4: lavado, carriles 5-15: 

fracciones de elución. 

 

Debido las impurezas de la purificación anterior se decidió realizar una nueva 

expresión y purificación de CusF3H+_Brazzein modificando las condiciones de lisis y 

lavado. La lisis se llevó a cabo utilizando 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol pH 

8, una vez cargada la muestra en la columna se lavó con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 

mM imidazol pH 8 y finalmente se eluyó con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200  mM 

imidazol pH 8. En la Figura 16 se muestra el cromatograma de purificación de esta 

proteína, observándose un pico de elución a los 77 mL con una absorbancia de 1011.621 

mAu. 
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Figura 16.  Cromatograma de purificación por afinidad a Ni(II) para CusF3H+_Brazzein. Solución 

amortiguadora de lisis: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, solución amortiguadora de lavado: 

50mM Tris, 500mM NaCl, 10mM imidazol y solución amortiguadora de elución: 50 mM Tris, 500 mM 

NaCl, 200 mM imidazol pH 8. El pico de elución se obtuvo a los 70 mL de elución con una absorbancia de 

1011.621 mAu. 

 

En la Figura 17 se observa el análisis de las fracciones de elución obtenidas. En los 

carriles 1 y 16 se encuentra el marcador de peso molecular, seguido del lisado de E. coli 

en el carril 2, el percolado en el carril 3, las fracciones de lavado en los carriles 4 y 5, a 

partir del carril 6-26 muestran las fracciones de elución obtenidas de la purificación. 

Como se puede observar la mayor cantidad de proteína purificada se encuentra en las 

primeras fracciones de la 8-14, sin embargo, se aprecian algunas bandas de impurezas. 

Por otro lado, en los carriles 15-26, aunque hay menos proteína, esta se observa más 

pura que las fracciones anteriores. Cabe mencionar que todas las bandas se encuentran 

cercanas a los 20 KDa lo que coincide con el peso molecular esperado que es de 17.09 

KDa.  
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Figura 17. Análisis de fracciones de elución de CusF3H+_Brazzein (17.09 kDa) mediante SDS-PAGE 15%.  

Carriles 1 y 16: marcador de peso molecular, carril 2: lisado, carril 3: percolado, carriles 4 y 5: lavados, 

carriles 6-26: fracciones de elución. 

 

5.4.2 Cromatografía por Intercambio Aniónico: CusF3H+_Brazzein 
 

Para esta purificación se utilizaron las fracciones de elución que se obtuvieron de las 

purificaciones por afinidad a Ni(II). Previamente se dializaron para eliminar el imidazol 

y el NaCl presentes. Una vez terminada la diálisis la muestra se centrifugó a 10,000 rpm, 

10 min a 4oC. Posteriormente se cargó en la columna HiTrap™ Q FF la cual había sido 

equilibrada con una solución amortiguadora de 50 mM Tris pH 8, la muestra se cargó en 

la columna y se aplicó un gradiente de elución de 0-100% con 1 M NaCl obteniendo el 

cromatograma que se muestra en la Figura 18. En donde se obtuvo un pico de elución a 

los 76.294 mL, a una concentración de 125 mM NaCl (12.5% 1 M NaCl) con una 

absorbancia de 577.092 mAu. Cuando la concentración de NaCl alcanzó el 100% (1 M) 

se obtuvo otro pico de elución a los 156.486 mL con una absorbancia de 85.511 mAu. 
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Figura 18.  Cromatograma de purificación por Intercambio Aniónico con gradiente de elución para 

CusF3H+_Brazzein. Pico de elución 1: 76.294 mL, con concentración de 125 mM NaCl (12.5%) y 

absorbancia de 577.092 mAu. Pico de elución 2: 156.486 mL con concentración de 1 M NaCl (100%) y 

absorbancia de 85.511 mAu. 

 

El análisis de las fracciones recolectadas del pico 1 se muestra en la Figura 19, en 

donde los carriles 1, 18 y 34 corresponden al marcador de peso molecular, los demás 

carriles corresponden a las fracciones de elución. Se puede observar que las fracciones 

2-14 contienen mas proteína que las demás. En la misma imagen se puede observar que 

se disminuyeron considerablemente las impurezas o contaminantes proteínicos que se 

tenían después de la cromatografía por afinidad a Ni(II), aunque aún se observa una 

banda persistente cercana a los  70 kDa y 40 kDa. 
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Figura 19. Análisis de fracciones de elución de CusF3H+_Brazzein (17.09 kDa) mediante SDS-PAGE 15%. 

Carriles 1, 18 y 34: marcador de peso molecular, carriles: 2-17, 19-33 y 35 fracciones de elución. 

 

5.5     Cuantificación de Proteínas 

5.5.1 Cuantificación de: CusF3H+_Brazzein  
 

Para conocer la concentración de CusF3H+_Brazzein se realizó un ensayo de 

cuantificación de proteínas por el método Bradford. La Tabla 14 muestra las 

concentraciones de los estándares y la absorbancia registrada para cada uno de ellos. 

 

Tabla 14.  Datos de la curva de calibración para la cuantificación de  

proteínas por el método Bradford 

Concentración  Absorbancia Concentración Absorbancia 
0.1 mg/mL 0.402 0.6 mg/mL 0.6 
0.2 mg/mL 0.447 0.8 mg/mL 0.649 
0.4 mg/mL 0.533 1 mg/mL 0.69 

 

La Figura inferior (Figura 20) muestra la curva de calibración obtenida a partir de las 

mediciones de absorbancia de los estándares de BSA. Utilizando la ecuación de la recta 

se obtuvo una concentración de 0.88 mg/mL de CusF3H+_Brazzein. Tomando en cuenta 

esta concentración y multiplicando por los 20 mL de proteína obtenida de la purificación 

por Intercambio Aniónico se obtuvo un total de 17.55 mg/L de CusF3H+_Brazzein. 
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Figura 20. Curva de calibración de BSA para la cuantificación de CusF3H+_Brazzein 

 

5.6      Remoción del tag 
 

Para eliminar la proteína de fusión, se llevó a cabo la reacción con enteroquinasa. 

En la Figura 21 se observa la digestión de CusF3H+_Brazzein a diferentes tiempos de 

exposición. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular, el carril 2: 

CusF3H+_Brazzein sin digerir y los carriles 3-6 muestran la reacción a las 2, 4, 6 y 24 

horas respectivamente. Se puede observar que a partir de las 3 horas comienza la 

aparición de una banda mayor a los 10 kDa que corresponde a la proteína de fusión 

CusF3H+, sin embargo, no se logra visualizar la banda que corresponde a Brazzein (6.37 

kDa). Cabe mencionar que aún cuando han transcurrido 24 horas de reacción, no se 

logra una digestión completa.  
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Figura 21. Análisis de digestión a 25oC con la enzima enteroquinasa para CusF3H+_Brazzein mediante SDS-

PAGE 18%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: CusF3H+_Brazzein sin digerir, carril 3: 2 horas de 

digestión, carril 4: 4 horas de digestión, carril 5: 6 horas de digestión y carril 6: 24 horas de digestión. 

 

El experimento se repitió varias veces, aumentando la concentración de 

enteroquinasa y el tiempo de reacción, sin embargo no se completaba la reacción 

 

5.7      Microexpresión de SmbP_Brazzein 
 

La Figura 22 representa las microexpresiones de SmbP_Brazzein. En el carril 1 se 

encuentra el marcador de peso molecular, en el carril 2 el control negativo que es la 

fracción soluble de E. coli SHuffle T7 express y en el carril 3 su fracción insoluble; en los 

carriles 4, 6 y 8 se colocaron las fracciones solubles de 3 clonas diferentes de 

SmbP_Brazzein y en los carriles 5, 7 y 9 sus fracciones insolubles. Se logra visualizar que 

los carriles 4, 6 y 8 son positivos para SmbP_Brazzein, mostrando la aparición de una 

nueva banda cercana a los 20 kDa, lo que coincide con el peso de la proteína que es de 

aproximadamente 16.8 kDa. Además, en los carriles 6, 7 y 9 no se observa la aparición 

de la banda, lo que indica que no hay formación de cuerpos de inclusión o proteína 

insoluble.   
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Figura 22. Expresiones en pequeña escala para SmbP_Brazzein (16.8 kDa) mediante SDS-PAGE al 15%. 

Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: fracción soluble E. coli SHuffle T7 express, carril 3: fracción 

insoluble E. coli SHuffle T7 express, carriles 4, 6 y 8: fracción soluble SmbP_Brazzein, carril 5, 7 y 9: fracción 

insoluble de SmbP_Brazzein.  

 

5.8      Purificación SmbP_Brazzein: IMAC 
 

Se purificaron 30 mL del clarificado de proteína utilizando una columna HiTrap™ 

IMAC FF, la muestra se encontraba en 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, pH 8. 

En la Figura 23 se muestra el cromatograma de purificación por afinidad a Ni(I)) de  

SmbP_Brazzein. Una vez que la muestra se unió a la resina de la columna, ésta fue lavada 

con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol pH 8 hasta que la absorbancia 

disminuyó, posteriormente se realizó la elución con gradiente (0-100%) con 50 mM Tris, 

500 mM NaCl, 200 mM imidazol pH 8 en fracciones de 1 mL cada una.  
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Figura 23. Cromatograma de purificación por afinidad a Ni(II) para SmbP_Brazzein con gradiente de 

elución. Solución amortiguadora de lisis: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, solución 

amortiguadora de lavado: 50mM Tris, 500mM NaCl, 10mM imidazol y solución amortiguadora de elución: 

50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol pH 8. El pico de elución más alto se obtuvo a los 73.9 mL de 

elución con una absorbancia de 264.81.621 mAu 

 

En la Figura 24 se observa el análisis de las fracciones de elución obtenidas. En los 

carriles 1 y 11 se encuentra el marcador de peso molecular, seguido del lisado de E. coli 

en el carril 2, el percolado en el carril 3 y una fracción de lavado en el carril 4, a partir 

del carril 6 – 26 muestran las fracciones de elución obtenidas de la purificación. Como 

se puede observar las fracciones más puras se encuentran en los carriles 5 – 13, en los 

carriles 14 – 20 hay mucha proteína sin embargo se aprecian algunas bandas de 

impurezas. Cabe mencionar que todas las bandas se encuentran cercanas a los 20 kDa 

lo que coincide con el peso molecular esperado que es de 16.8 KDa.  
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Figura 24. Análisis de fracciones de elución de SmbP_Brazzein (16.8 kDa) mediante SDS-PAGE 15%.  Carriles 1 
y 11: marcador de peso molecular, carril 2: lisado, carril 3: percolado, carriles 4: lavado 5-10 y 12-20: fracciones 
de elución 

 

Las 16 fracciones anteriores se dializaron con 50 mM Tris, pH 8 se cuantificaron 

mediante el método de Bradford, de las cuales se obtuvo una concentración de 0.410 

mg/mL dando un total de 6.56 mg/L de SmbP_Brazzein.  

 

5.9      Digestión con enteroquinasa y remoción del tag 
 

Se tomaron 2 mg de SmbP_Brazzein y se digirieron con enteroquinasa (1 μL de 

enteroquinasa por cada 400 μg de proteína). Y se llevó a cabo la remoción de la proteína 

de fusión usando dos métodos, por cromatografía por exclusión por tamaño y 

cromatografía por intercambio aniónico. 

 

En la Figura 25 se muestra el cromatograma de purificación por exclusión por 

tamaño (SEC) utilizando la columna Superdex 200 Increase 10/300 GL a una presión de 

1.10 MPa con un flujo de 0.3 mL/min y se recolectaron fracciones de 200 μL. De la 

purificación se obtuvieron 7 picos de elución los cuales fueron analizados por SDS-PAGE 

16%.  
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Figura 25. Cromatograma de purificación por exclusión por tamaño de SmbP y Brazzein después de 

digestión con enteroquinasa. El pico 3 eluyó a los 19.27 mL y el pico 4 a los 20.31 mL. 

 

En la Figura 26 se observan los resultados de los picos de elución 3 y 4. En el carril 1 

aparece el marcador de peso molecular, en el carril 2 SmbP_Brazzein después de la 

digestión con enteroquinasa, por lo que se pueden observar dos bandas que 

representan a SmbP (9.8 kDa) y a Brazzein (6.37 kDa). En los carriles 3 y 4 se cargaron 

las muestras correspondientes al pico de elución 3 y se observa una banda sobre los 10 

kDa que representa a SmbP; en los carriles 5 – 7 se cargaron las muestras del pico 4 y se 

observa una banda menor a los 10 kDa que corresponde a Brazzein. 
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Figura 26. Análisis de fracciones de elución por exclusión por tamaño de SmbP (9.8 kDa) y Brazzein 

(6.37 kDa) mediante SDS-PAGE 16%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: SmbP_Brazzein 

después de digestión con enteroquinasa, carriles 3 y 4: fracciones de elución de SmbP y carriles 5-7: 

fracciones de elución de Brazzein. 

 

Para la cromatografía por intercambio aniónico se utilizó la columna HiTrap™ Q FF 

la cual había sido equilibrada con una solución amortiguadora de 50 mM Tris pH 8, la 

muestra se cargó en la columna y se aplicó un gradiente de elución de 0-100% con 1 M 

NaCl obteniendo el cromatograma que se muestra en la Figura 27. En donde se 

obtuvieron dos picos de elución, el primero a los a los 42.54 mL, a una concentración de 

312 mM NaCl (31.2% 1 M NaCl) con una absorbancia de 52.67 mAu. El segundo pico de 

elución se obtuvo a los 44.7 mL, a una concentración de 365 mM NaCl (36.5% 1M NaCl) 

y una absorbancia de 100.38 mAU.  
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Figura 27. Cromatograma de purificación por intercambio aniónico para SmbP + Brazzein después de 

digerir con enteroquinasa. Buffer de equilibrio: 50 mM Tris, pH 8, y buffer de elución: 50 mM Tris, 1 M 

NaCl, pH 8. El pico de elución de Brazzein se obtuvo a los 42.54 mL de elución con una absorbancia de 

52.67 mAu y una concentración de 312 mM de NaCl (31.2%). 

 

El análisis de las fracciones recolectadas de los picos 1 y 2 se muestra en la Figura 

28, en donde los carriles 1 y 16 corresponden al marcador de peso molecular, en el carril 

2 se observa SmbP_Brazzein después de la digestión con enteroquinasa y en los carriles 

3 – 15 y 17 – 30 las fracciones de elución. Se puede observar que a partir de la fracción 

12 – 20 aparece una banda cercana a los 10 kDa que corresponde a Brazzein (6.37 kDa) 

y de las fracciones 23-30 se observa una banda sobre los 10 kDa que corresponde a la 

proteína de fusión SmbP.  
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Figura 28. Análisis de fracciones de elución de la separación de SmbP (9.8 kDa) + Brazzein (6.37 kDa) por 

IA mediante SDS-PAGE 15%. Carriles 1 y 16: marcador de peso molecular, carril 2: Digestión de 

SmbP_Brazzein con enteroquinasa, carriles 12-20: fracciones de elución de Brazzein, carriles 23-30: 

fracciones de elución de SmbP.  

 

5.10 Evaluación de la actividad 
 

Para la evaluación de la actividad se recolectaron las fracciones de Brazzein y se 

dializaron con agua. Se cuantificaron con el método BCA y se obtuvo una concentración 

de 0.147 mg/mL. La actividad la evaluaron 5 individuos tomando 200 μL de una solución 

de sacarosa al 1% para determinar si percibían la dulzura, una vez que la percibieron, se 

enjugaron la boca con agua y posteriormente se colocaron 200 μL de la proteína, y 

aunque no se detectó dulzura similar a la de la sacarosa, se percibió un sabor diferente 

más no dulce. 

 

5.11 Purificación de proteínas 

5.11.1 Cromatografía IMAC: CusF3H+_MCL 
 

Se purificaron 30 mL del clarificado de proteína utilizando una columna HiTrap™ 

IMAC FF. En la Figura 29 se muestra el cromatograma de purificación por afinidad a Ni(I)) 

de CusF3H+_MCL. Una vez que la muestra se unió a la resina de la columna, ésta fue 

lavada con 50 mM Tris, 500 mM NaCl pH 8 hasta que la absorbancia disminuyó, 
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posteriormente se realizó la elución con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol 

pH 8 en fracciones de 500 μL cada una.  

 

 
Figura 29. Cromatograma de purificación por afinidad a Ni (II) para CusF3H+_MCL. Solución amortiguadora 

de lisis y lavado: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, solución amortiguadora de elución: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 

200 mM imidazol pH 8. El pico de elución se obtuvo a los 74.40 mL de elución con una absorbancia de 

604.09 mAu 

 

En la Figura 30 se observa el análisis de las fracciones de elución obtenidas. En el 

carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular, seguido del lisado de E. coli en el 

carril 2, el percolado en el carril 3 y la fracción de lavado en el carril 4, a partir del carril 

5 – 15 muestran las fracciones de elución obtenidas de la purificación. Como se puede 

observar no hay presencia de la banda de CusF3H+_MCL (32.07 kDa) en ninguno de los 

carriles.  
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Figura 30. Análisis de fracciones de elución de CusF3H+_MCL (32.07 kDa) mediante SDS-PAGE 15%.  Carril 1: 

marcador de peso molecular, carril 2: lisado, carril 3: percolado, carril 4: lavado, carriles 5-15: fracciones de 

elución. 

De los resultados anteriores se analizó por SDS-PAGE el residuo celular y fue ahí 

donde se visualizó la banda de CusF3H+_MCL. 

 

5.12 Solubilización de CusF3H+_MCL 

5.12.1 Tratamiento con lisozima y lisozima/triton X-100 y lisis celular 
 

Se expresaron 500 mL de CusF3H+_MCL y se recolectó el sedimento celular el cual 

se resuspendió en 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8 y se trató con lisozima (0.3 mg/mL) 

y se incubó por 3 horas a 4oC y posteriormente se lisó con perlas de vidrio. Al finalizar, 

una fracción se incubó con triton X-100 1%, en cada paso del proceso se tomaron 

muestras tanto del clarificado como del residuo celular y se analizaron por SDS-PAGE. 

En la Figura 31 se observan los resultados de este tratamiento, en donde el carril 1 

corresponde al marcador de peso molecular, en el carril 2 el clarificado del tratamiento 

con lisozima, en el carril 3 el residuo celular del tratamiento con lisozima; en el carril 4 

el clarificado del tratamiento con lisozima después de la lisis celular, en el carril 5 el 

residuo celular del tratamiento con lisozima después de la lisis celular; en el carril 7 el 

clarificado del tratamiento con lisozima y triton, en el carril 8 el residuo celular del 

tratamiento con lisozima y triton; en el carril 9 el clarificado del tratamiento con 
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lisozima, lisis celular y triton y finalmente en el carril 10 el residuo celular del 

tratamiento con lisozima, lisis celular y triton. Se puede observar que en los carriles 3, 

5, 8 y 10 se observa la banda de CusF3H+_MCL, sin embargo todos estos carriles 

corresponden al residuo celular y no a la fracción soluble. 

 

 
Figura 31. Análisis de fracciones del tratamiento con lisozima, lisozima/triton y lisis celular para 

CusF3H+_MCL (32.07 kDa) por SDS-PAGE 15%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: clarificado 

del tratamiento con lisozima, carril 3: residuo celular del tratamiento con lisozima, carril 4: clarificado 

del tratamiento con lisozima después de la lisis celular, carril 5: residuo celular del tratamiento con 

lisozima después de la lisis celular, carril 7: clarificado del tratamiento con lisozima y triton, carril 8: 

residuo celular del tratamiento con lisozima y triton, carril 9: clarificado del tratamiento con lisozima, 

lisis celular y triton, carril 10: residuo celular del tratamiento con lisozima, lisis celular y triton. 

 

5.12.2 Tratamiento con NaCl y triton X-100 
 

Se expresaron 500 mL de CusF3H+_MCL, se recolectó el sedimento celular y se 

resuspendió en 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8, posteriormente se lisó con perlas de 

vidrio. Después de la lisis, la muestra se centrifugó y se recolectó el clarificado y el 

residuo celular. El residuo celular se resuspendió en 18 mL de 50 mM Tris, 1 M NaCl, pH 

8 (CRC), se incubó a 4 oC por 30 minutos con agitación (RC1) y después se agregaron 2 

mL de triton X-100 al 10%, la adición de triton X-100 y NaCl 1M se continuó cada 30 

minutos por 2 horas muestreando entre cada adición, finalmente la muestra se dejó 
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incubar durante toda la noche. Todas las muestras recolectadas se centrifugaron y se 

analizó su residuo celular y el clarificado.  

 

En la Figura 32 se observan los resultados de estos tratamientos descritos en la Tabla 

15. De los resultados de este experimento se puede observar que en los carriles 4, 6, 8, 

10 y 12 se observa la presencia de CusF3H+_MCL (32.07 kDa) sin embargo, al igual que 

en el tratamiento anterior, todos estos carriles corresponden al residuo celular y no a la 

fracción soluble. 

 

 
Figura 32. Análisis de fracciones del tratamiento con NaCl/Triton X-100 para CusF3H+_MCL (32.07 kDa) 

por SDS-PAGE 15%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: clarificado después de la lisis celular, 

carril 3: clarificado del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, carril 4: residuo celular del tratamiento con 

50 mM Tris, 1M NaCl, carril 5: clarificado del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 1% triton X-100, 

carril 6: residuo celular del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 1% triton X-100, carril 7: clarificado del 

tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 1.8% triton X-100, carril 8: residuo celular del tratamiento con 50 

mM Tris, 1M NaCl, 1.8% triton X-100, carril 9: clarificado del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 2.1% 

triton X-100, carril 10: residuo celular del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 2.1% triton X-100, carril 

11: clarificado del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 2.1% triton X-100 por toda la noche, carril 12: 

residuo celular del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 2.1% triton X-100 por toda la noche. 
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Tabla 15. Condiciones del tratamiento para CusF3H+_MCL con triton X-100 y NaCl. 

Carril Tratamiento  
1 Marcador de peso molecular 
2 Clarificado 
3 Clarificado del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NaCl 
4 Residuo celular del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NaCl 
5 Clarificado del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NaCl, 1% triton X-100 
6 Residuo celular del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NaCl, 1% triton X-100 
7 Clarificado del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NaCl, 1.8% triton X-100 
8 Residuo del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NaCl, 1.8% triton X-100 
9 Clarificado del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NaCl, 2.1% triton X-100 

10 Residuo del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NaCl, 2.1% triton X-100 

11 Clarificado del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NaCl, 2.1% triton X-100 por 
toda la noche  

12 Residuo del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NaCl, 2.1% triton X-100 por 
toda la noche  

Nota: Clarificado se refiere al sobrenadante obtenido del tratamiento, por residuo se 
refiere al pellet celular resultante del tratamiento  

 

5.12.3 Extracción por congelación/descongelación y detergentes iónicos  
 

Para esta extracción se expresaron 500 mL de CusF3H+_MCL. Se recolectó el 

sedimento celular y se resuspendió en 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8. Después se 

congeló con una mezcla de CO2/Metanol y rápidamente se descongeló en un baño de 

agua a 37 oC. El proceso se repitió 7 veces. Después se agregaron los detergentes CHAPS 

((3-Colamidopropil) Dimetilamonio)-1-Propanosulfonato) al 1%, sarcosil al 0.3% y 

betamercaptoetanol (BME) 1 mM en todas las posibles combinaciones y se incubaron a 

4 oC por 1 hora, 4 oC por 24 horas, 25 oC por 1 hora y 25 oC por 24 horas. Al pasar el 

tiempo de incubación, las muestras se centrifugaron y se colectó el clarificado para su 

análisis. En la Figura 33 se puede observar el análisis por SDS-PAGE 15% de todas las 

combinaciones a 4 oC, sin embargo no se logra observar la presencia de CusF3H+_MCL 

(32.07 kDa). Cabe mencionar que se obtuvieron los mismos resultados a 25 oC. 
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Figura 33. Análisis de fracciones del tratamiento por congelación/descongelación y detergentes iónicos 

a 4oC. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: 0.1% CHAPS 1hora, carril 3: 0.1% CHAPS  24 horas, 

carril 4: 0.3% sarcosil 1 hora, carril 5: 0.3% sarcosil 24 horas, carril 6: 1 mM BME 1 hora, carril 7: 1mM 

BME 24 horas, carril 8: 0.1% CHAPS + 0.3% sarcosil 1hora, carril 9: 0.1% CHAPS + 0.3% sarcosil 24 horas, 

carril 10: 0.1% CHAPS + 1 mM BME 1 hora, carril 11: 0.1% CHAPS + 1 mM BME 24 horas, carril 12: 0.3% 

sarcosil + 1 mM BME 1 hora, carril 13: 0.3 sarcosil + 1 mM BME 24 horas, carril 14: 0.1% CHAPS + 0.3% 

sarcosil + 1 mM BME 1 hora, carril 15: 0.1% CHAPS + 0.3% sarcosil + 1 mM BME 24 horas. 

 

Todos los tratamientos para solubilizar CusF3H+_MCL se llevaron a cabo también 

para SmbP_MCL, obteniendo los mismos resultados. En los cuales la proteína 

permaneció en el residuo celular. 

 

5.13 Expresión de CusF3H+_MCL en E. coli Origami2(DE3) 
 

Se expresaron 500 mL de CusF3H+_MCL en la cepa E. coli Origami2(DE3). El 

sedimento celular se resuspendió en 30 mL de la solución amortiguadora de unión, se 

agregaron 0.2 mg/mL de lisozima y se incubó por 1 hora a 4 oC y se lisaron con perlas de 

vidrio a 4 oC por 16 ciclos de 1 minuto; entre cada ciclo, la muestra se mantenía en hielo. 

El clarificado obtenido se purificó por IMAC y las fracciones obtenidas se analizaron por 

SDS-PAGE 12% (Figura 34). En el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular, 

en el carril 2 el clarificado de CusF3H+_MCL, en el carril 3 los restos celulares, en el carril 
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4 el percolado, en el carril 5 el lavado y en los carriles 6 – 10 las fracciones de elución de 

CusF3H+_MCL. Se puede observar que incluso en esta cepa, añadiendo lisozima y 

aumentando el tiempo de lisis, la proteína permanece en los restos celulares.  

 

 
Figura 34. Purificación de CusF3H+_MCL (32.07 kDa) expresada en Origami2(DE3) mediante SDS-PAGE al 

12%. Carril 1: Marcador de peso molecular, carril 2: Clarificado, carril 3: Restos celulares después de lisis 

con perlas de vidrio y lisozima, carril 4: percolado, carril 5: fracción de lavado, carril 6-10: fracciones de 

elución de CusF3H+_MCL. 

 

5.14 Expresión en NativeFolder™ 
 

Para la expresión en el medio NativeFolder™ se prepararon 30 mL del medio y se 

incularon con células de E. coli SHuffle transformadas con CusF3H+_MCL y SmbP_MCL. 

Se llevó a cabo la expresión a 20 oC por 16 horas y se analizó 1 mL de la expresión. La 

Figura 35 muestra los resultados de esta expresión, en la que el carril 2 muestra el 

marcador de peso molecular, el carril 3 SmbP_MCL antes de la inducción, el carril 4 

SmbP_MCL después de la inducción, el carril 5 CusF3H+_MCL antes de la inducción, el 

carril 6 CusF3H+_MCL después de la inducción. Estas muestras se prepararon mediante 

calentamiento a 95 oC por 5 minutos. Las muestras de los carriles 8 y 9 se lisaron con 

perlas de vidrio, en el carril 8 se encuentra SmbP_MCL después de la inducción y en el 

carril 9 CusF3H+_MCL después de la inducción. Se puede observar la aparición de una 
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banda entre los 25 y 35 kDa que corresponde a SmbP_MCL (31.72 kDa) y CusF3H+_MCL 

(32.07 kDa). Esto significa que en este medio de cultivo es posible obtener SmbP_MCL 

y/o CusF3H+_MCL  en la fracción soluble. Posteriormente el proceso se escaló a 500 mL. 

 

 
Figura 35. Análisis de microexpresión de SMbP_MCL(31.72 kDa) y CusF3H+_MCL (32.07 kDa) en medio 

Native Folder mediante SDS-PAGE 15%. Carril 2: marcador de peso molecular, carril 3: SmbP_MCL antes 

de la inducción con calentamiento a 95oC, carril 4: SmbP_MCL después de la inducción con 

calentamiento a 95oC, carril 5: CusF3H+_MCL antes de la inducción con calentamiento a 95oC, carril 6: 

CusF3H+_MCL después de la inducción con calentamiento a 95oC, carril 8: SmbP_MCL después de la 

inducción por lisis con perlas de vidrio, carril 9:  CusF3H+_MCL después de la inducción por lisis con 

perlas de vidrio. 

 

5.15 Purificación de SmbP_MCL expresada en Native Folder™ 

5.15.1 Purificación IMAC 
 

Se purificaron 30 mL del clarificado de proteína utilizando una columna HiTrap™ 

IMAC FF. En la Figura 36 se muestra el cromatograma de purificación por afinidad a Ni(I)) 

de  SmbP_MCL. Una vez que la muestra se unió a la resina de la columna, ésta fue lavada 

con el buffer de unión (50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, pH 8) hasta que la 
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absorbancia disminuyó, posteriormente se realizó la elución en un solo paso con 50 mM 

Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol pH 8 en fracciones de 1 mL cada una.  

 

 
Figura 36. Cromatograma de purificación por afinidad a Ni(II) para SmbP_MCL expresada en Native Folder. 

Solución amortiguadora de lisis y lavado: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, pH 8 y solución 

amortiguadora de elución: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol, pH 8. El pico de elución se obtuvo 

a los 59.28 mL de elución con una absorbancia de 191.73 mAu. 

 

En la Figura 37 se observa el análisis de las fracciones de elución obtenidas. En los 

carriles 1 y 11 se encuentra el marcador de peso molecular, seguido del lisado de E. coli 

en el carril 2, el percolado en el carril 3 y la fracción de lavado en el carril 4, a partir del 

carril 5 – 10 y 12 – 20 se muestran las fracciones de elución obtenidas de la purificación. 

Como se puede observar en el lisado se aprecia una banda entre los 15 y 35 kDa que 

corresponde a SmbP_MCL (31.72 kDa), así mismo se observa la misma banda en el 

percolado, lo que significa que no la proteína no se unió por completo a la resina, 

también se puede observar que a partir del carril 7 aparece la banda en las fracciones 

de elución, en donde los carriles 8 – 10 muestran una mayor cantidad de proteína eluída.  
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Figura 37. Análisis de fracciones de elución de SmbP_MCL (31.72 kDa) expresada en Native Folder 

mediante SDS-PAGE 15%.  Carriles 1 y 11: marcador de peso molecular, carril 2: lisado, carril 3: percolado, 

carril 4: lavado, carriles 5-10 y 12-20: fracciones de elución.  

 

5.16 Remoción del tag: cromatografía por intercambio aniónico 
 

Las fracciones anteriores se recolectaron y se dializaron con 50 mM Tris, pH 8 y se 

cuantificaron por el método Bradford obteniendo una concentración de 0.26 mg/mL 

dando un total de 2.06 mg/0.5L. Posteriormente se llevó a cabo la reacción con 

enteroquinasa agregando 8 μL (41.2 U) a los 2.06 mg de SmbP_MCL. La reacción se llevó 

a cabo a 22 oC durante 20 horas. 

 

Una vez terminada la reacción de digestión, la muestra se desgasificó y se purificó 

por intercambio aniónico usando una columna HiTrap™ Q FF, una presión de 0.5 MPa, 

flujo de 0.3 mL/min y se recolectaron fracciones de 500 μL. En la Figura 38 se observa el 

cromatograma de elución en el cual se obtuvieron 4 picos de elución. 
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Figura 38. Cromatograma de purificación por intercambio aniónico para SmbP + MCL después de digerir 

con enteroquinasa. Buffer de equilibrio: 50 mM Tris, pH 8, y buffer de elución: 50 mM Tris, 1M NaCl, pH 8. 

El pico 1 se obtuvo a los 45.18 mL de elución con una absorbancia de 54.38 mAu y una concentración de 

256 mM de NaCl (25.6%). El pico 2 se obtuvo a los 47.38 mL de elución con una absorbancia de 64.22 mAu 

y una concentración de 311 mM de NaCl (31.1%). El pico 3 se obtuvo a los 48.64 mL de elución con una 

absorbancia de 77.64 mAu y una concentración de 343 mM de NaCl (34.3%). El pico 4 se obtuvo a los 51.04 

mL de elución con una absorbancia de 73.81 mAu y una concentración de 403 mM de NaCl (40.3%). 

 

Todas las fracciones de los picos de elución 1-4 se analizaron por SDS-PAGE 15%. Los 

resultados se muestran en la Figura 39, en donde los carriles 1 y 16 corresponden al 

marcador de peso molecular, en el carril 2 la muestra sin digerir en donde se puede 

observar la banda característica por debajo de los 35 kDa; en el carril 3 la muestra 

digerida con enteroquinasa por 20 horas en donde se aprecia la aparición de MCL (31.72 

kDa) y SmbP (9.8 kDa) aunque también se observa que no se completó la digestión al 

100%; a partir del carril 4 comienzan las fracciones de elución. Se puede observar 

también que solo en las fracciones 12 – 15 se observa la banda de MCL y a partir de la 

fracción 17 a la 25 se aprecian las bandas de MCL y SmbP, lo que significa que no se 

obtuvieron en fracciones separadas. Finalmente debido a la que digestión no se llevó 

por completo, aparece la banda de la quimera en las fracciones 26 – 30. En esta misma 
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Figura, se puede apreciar la presencia de otras bandas contaminantes que no pudieron 

ser removidas. 

 
Figura 39. Análisis de fracciones de elución de la separación de SmbP (9.8 kDa) + MCL (21.35 kDa) por IA 

mediante SDS-PAGE 15%. Carriles 1 y 16: marcador de peso molecular, carril 2: SmbP_MCL sin digerir, 

carril 3: Digestión de SmbP_MCL con enteroquinasa, carriles 12-15: fracciones de elución de MCL, carriles 

17-25: fracciones de elución de MCL + SmbP y carriles 26-30: fracciones de elución de SmbP_MCL. 

 

5.17 Evaluación de la actividad de MCL 
 

Las fracciones que solo contenían la proteína MCL, se dializaron en 170 mM NaCl, 

pH 3.7 y se evaluaron mediante un análisis sensorial. 5 individuos que reportan buena 

salud colocaron 500 μL en la boca de cada estándar de sacarosa, entre cada uno se 

enjuagaron la boca con agua. Se colocaron 500 μL (0.150 mg) la proteína en la boca y la 

mantuvieron por 3 minutos, se enjuagaron la boca con agua y se aplicaron 2 mL de 20 

mM citrato de sodio y evaluaron la presencia o ausencia de sabor. Ninguno de los 

individuos detectó actividad alguna. 
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5.18     Clonación  

5.18.1 CusF3H+_Scygonadin, SmbP_Scygonadin y PelB_SmbP_Scygonadin 
 

Las construcciones CusF3H+_Scygonadin, SmbP_Scygonadin y 

PelB_SmbP_Scygonadin se llevaron a cabo utilizando la metodología de los puntos 4.4 

y 4.5. Una vez confirmada la presencia de inserto se evaluó la expresión de esta proteína 

mediante una microexpresión con previa transformación en la cepa E. coli SHuffle. 

 

5.19 Microexpresión de CusF3H+_Scygonadin, SmbP_Scygonadin y 
PelB_SmbP_Scygonadin 

 
 

La Figura 40 representa las microexpresiones de PelB_SmbP_Scygonadin (21.1 kDa), 

CusF3H+_Scygonadin (21.4 kDa) y SmbP_Scygonadin (21.1 kDa). Para las proteínas 

CusF3H+_Scygonadin y SmbP_Scygonadin se evaluaron dos condiciones de expresión, 

la primera a 17 oC por 16 horas con una concentración final de IPTG 0.1 mM y la segunda 

condición a 37 oC por 16 horas con una concentración final de IPTG 0.01 mM.  Para la 

expresión con PelB_SmbP se utilizaron las siguientes condiciones 17 oC por 16 horas con 

una concentración final de IPTG 0.1 mM. En la Tabla 16 se resume cada una de las 

muestras evaluadas junto con las condiciones de expresión y los pesos esperados. Los 

resultados a 17 oC con CusF3H+ y SmbP muestran una banda de expresión mucho más 

grande que a 37 oC que coinciden con los pesos esperados de la proteína. Si bien hay 

expresión a 37 oC esta es mucho más baja. Para el caso de PelB_SmbP se logra observar 

la aparición de una banda en la fracción hipotónica que corresponde con el peso 

deseado (21.1 kDa) y que comparandola con la expresión citoplasmática con CusF3H+ y 

SmbP se logra observar una menor contaminación con proteínas de la bacteria. 
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Figura 40. Microexpresión a diferentes condiciones de PelB_SmbP_Scygonadin (21.1 kDa), 
CusF3H+_Scygonadin (21.4 kDa) y SmbP_Scygonadin (21.1 kDa). Carril 1: F- Hiper. E. coli BL21(DE3), carril 2: 
F. hipo E. coli BL21(DE3), carril 3: F. Hiper PelB_SmbP_Scygonadin, carril 4: F. Hipo. PelB_SmbP_Scygonadin, 
carril 5: marcador de peso molecular, carril 6: control negativo E. coli Shuffle T7 express a 17 oC /16 horas/0.1 
mM IPTG, carril 7: CusF3H+_Scygonadin, carril 8: SmbP_Scygonadin, carril 9: control negativo E. coli Shuffle 
T7 express a 37 oC /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 10: CusF3H+_Scygonadin y carril 11: SmbP_Scygonadin. 

 

Tabla 16. Muestras de microexpresión a diferentes condiciones de 
PelB_SmbP_Scygonadin, CusF3H+_Scygonadin y SmbP_Scygonadin. 

Carril Muestra Condiciones de expresión kDa 
1 Fracción hipertónica E. coli BL21(DE3)  

17 oC /16 horas/0.1 mM IPTG 

----- 
2 Fracción hipotónica E. coli BL21(DE3)  ----- 
3 F. Hiper. PelB_SmbP_Scygonadin  

21.1 kDa 
4 F. Hipo. PelB_SmbP_Scygonadin  
5 Marcador de peso molecular  ----- 
6 E. coli Shuffle T7 express 

17 oC /16 horas/0.1 mM IPTG 
----- 

7 CusF3H+_Scygonadin  21.4 kDa 
8 SmbP_Scygonadin  21.1 kDa 
9 E. coli Shuffle T7 express 

37 oC /16 horas/0.1 mM IPTG 
----- 

10 CusF3H+_Scygonadin  21.4 kDa 
11 SmbP_Scygonadin 21.2 kDa 
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5.20 Expresión y purificación IMAC: CusF3H+_Scygonadin y 
SmbP_Scygonadin. 

 
 

Se expresó 1L de medio LB con cada una de las proteínas con las siguientes 

condiciones de expresión 17 oC por 16 horas con una concentración final de 0.1 mM 

IPTG. Las células se recolectaron y se lisaron y se purificaron con una columna His-Trap 

FF de 1 mL. Las Figuras 41 y 42 muestran el cromatograma de purificación con elución 

en un paso y el análisis de la purificación de CusF3H+_Scygonadin respectivamente, en 

donde se observa una alta concentración de proteínas en las fracciones de elución 

(carriles 8 – 15) puesto que se observa una gran banda entre los 20 y 25 kDa que 

corresponde con el peso deseado de 21.4 kDa. Las fracciones de juntaron y se 

cuantificaron por BCA obteniendo 6.23 mg/L de resina, un total 49.84 mg/L de 

expresión. 

 

 
Figura 41. Cromatograma de purificación por afinidad a Ni(II) para CusF3H+_Scygonadin. Solución 
amortiguadora de lisis y lavado: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, pH 8 y solución amortiguadora de 
elución: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol, pH 8. 
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Figura 42. Análisis de fracciones de purificación IMAC de CusF3H+_Scygonadin (21.4 kDa) por SDS-PAGE 12%. 
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fracción no unida, carriles 
4 – 7: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 8 – 15: fracciones de elución de 
CusF3H+_Scygonadin.  

 

Al igual que con CusF3H+, se expresó 1L de SmbP_Scygonadin, para ambas proteínas 

se usaron las mismas condiciones de expresión y purificando con resina. En las Figuras 

43 y 44 se logra observar el cromatograma de purificación y los resultados de la 

purificación de SmbP_Scygonadin. En las fracciones de elución (Figura 44) se logra 

observar una banda ancha de SmbP_Scygonadin que corresponde al peso deseado 21.1 

kDa. También es posible observar que una gran parte de la muestra se pierde (carril 3) 

ya que no se unió a la resina y en comparación con CusF3H+_Scygonadin se logra 

observar una mayor pérdida de proteína en las fracciones de lavado. Las fracciones de 

elución se juntaron y se cuantificaron por BCA obteniendo 4.04 mg/mL de resina un 

total de 38.38 mg/L de expresión de SmbP_Scygonadin. 
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Figura 43. Cromatograma de purificación por afinidad a Ni(II) para SmbP_Scygonadin. Solución amortiguadora 
de lisis y lavado: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, pH 8 y solución amortiguadora de elución: 50 mM 
Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol, pH 8. 

 

 
Figura 44. Análisis de fracciones de purificación IMAC de SmbP_Scygonadin (21.1 kDa) por SDS-PAGE 12%. 
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fracción no unida, carriles 
4 y 5: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 6 – 15: fracciones de elución de 
SmbP_Scygonadin. 

 

 

 



 95 

5.21 Digestión con enteroquinasa y remoción del tag: 
CusF3H+_Scygonadin y SmbP_Scygonadin. 

 
Para la digestión de CusF3H+_Scygonadin con enteroquinasa se digirieron 3.13 mg 

de quimera con 10 μL de enzima (3.2 μL de enzima/mg de proteína); la reacción se llevó 

a cabo a 25 oC durante 16 horas. El proceso se replicó para SmbP_Scygonadin en donde 

se digirieron 2.02 mg de quimera con 6.5 μL de enzima. 

 

Al finalizar la reacción las muestras digeridas de CusF3H+_Scygonadin y 

SmbP_Scygonadin se purificaron con la resina HisPur Ni-NTA y las fracciones se 

analizaron por SDS-PAGE al 15%. Los resultados se presentan en las Figuras 45 y 46. 

Como se puede observar (Figura 45) la digestión con enteroquinasa permitió la 

separación de CusF3H+ (10.15 kDa) y Scygonadin (11.27 kDa). Dado que CusF3H+ posee 

la habilidad de unirse a la resina, Scygonadin se pudo recuperar en la fracción no unida 

y en las fracciones de lavado.  

 

 
Figura 45. Reacción con enteroquinasa (EK) para la remoción del tag de CusF3H+_Scygonadin (21.4). Carril 1: 
marcador de peso molecular, carril 2: CusF3H+_Scygonadin (21.4 kDa) sin digerir, carril 3: CusF3H+ (10.15 kDa) 
+ Scygonadin (11.27 kDa) después de la digestión con enteroquinasa, carril 4: percolado/fracción no unida, 
carriles 5 – 7: fracciones de lavado, carriles 8 – 10: fracciones de elución. 
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Los resultados para fueron muy similares para la quimera con SmbP. La Figura 46 

muestra la separación de SmbP (9.8 kDa) y Scygonadin (11.27 kDa); en donde 

igualmente se pudo recuperar la proteína de interés (Scygonadin) en la fracción no 

unida y en las fracciones de lavado. 

 

 
Figura 46. Reacción con enteroquinasa (EK) para la remoción del tag de SmbP_Scygonadin (21.1 kDa). Carril 1: 
SmbP_Scygonadin (21.1 kDa) sin digerir, carril 2: SmbP (9.8 kDa) + Scygonadin (11.27 kDa) después de la 
digestión con enteroquinasa, carril 3: marcador de peso molecular, carril 4: percolado/fracción no unida, 
carriles 5 – 7: fracciones de lavado, carriles 8 – 10: fracciones de elución. 

 

5.22 Evaluación de la actividad de Scygonadin 
 

Las fracciones que solo contenían la proteína Scygonadin que fueron obtenidas de 

su expresión con CusF3H+ y SmbP se dializaron por separado en 50 mM Tris, pH 8.05 y 

se evaluaron mediante un ensayo en placa (ensayo preliminar). Las placas con LB se 

sembraron con E. coli y S. aureus y a cada una se le añadieron discos de papel filtro con 

la proteína absorbida, las placas se incubaron a 37 oC durante 16 horas. Después de la 

incubación se analizaron las placas en busca de halos de inhibición. Los resultados no 

mostraron la presencia de halo.  
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Al no observar halo de inhibición en la prueba preeliminar, se llevó a cabo un análisis 

de concentración mínima inhibitoria. Se evaluó Scygonadin obtenida con CusF3H+ y 

SmbP contra Staphylococcus aureus. Los resultados de scygonadin obtenida con 

CusF3H+ no mostraron inhibición del crecimiento de la cepa. Por otra parte, la 

Scygonadin obtenida con SmbP se envaluó contra S. aureus, se utilizaron una serie de 

concentraciones del antimicrobiano (8.0, 4.0, 2.0, 1.0, and 0.5 μM) los resultados 

mostraron una MIC de 4.23 μM como se muestra en la Figura 47.  

 
Figura 47. Actividad antimicrobiana de Scygonadin contra 1 x10 5 UFC/mL de Staphylococcus aureus. Los 
puntos en la gráfica representan cada concentración de Scygonadin evaluada a las 24 h de incubación. Las 
barras de error representan la desviación estándar entre las tres replicas. El resultado de la prueba T de 
Student reveló diferencias significativas contra el control negativo (p<0.05).  

 

5.23   Clonación por tándems: Brazzein3xNG, Rattusin2xNG y 
Rattusin3xNG 

5.23.1 Síntesis de genes y clonación 
 

La secuencia de aminoácidos que codifica para las proteínas Brazzein3xNG, 

Rattusin2xNG y Rattusin3xNG se diseñaron colocando los aminoácidos NG, los cuales 

son el sitio de corte para la hidroxilamina. Las Tablas 17, 18 y 19 muestran las secuencias 

de aminoácidos, la secuencia de ADN y el peso de cada gen; el sitio NG se representa en 
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verde. Los tres genes se clonaron con las proteínas de fusión CusF3H+, SmbP y 

PelB_SmbP.  

 

Tabla 17. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Brazzein3xNG 

Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Brazzein3xNG 
CCATGGCT AAC GGT GAC AAG TGC AAG AAA GTG TAC GAG AAC TAT CCG GTT AGC  

NcoI N G D K C K K V Y E N Y P V S 15 

AAA TGC CAG CTG GCG AAC CAA TGC AAC TAC GAC TGC AAG CTG GAT AAA CAC  

K C Q L A N Q C N Y D C K L D K H 32 

GCG CGT AGC GGC GAG TGC TTC TAT GAT GAA AAG CGT AAC CTG CAG TGC ATC  

A R S G E C F Y D E K R N L Q C I 49 

TGC GAC TAC TGC GAG TAT AAC GGC GAT AAA TGC AAG AAA GTG TAT GAA AAT  

C D Y C E Y N G D K C K K V Y E N 66 

TAC CCG GTG AGC AAG TGC CAA CTG GCG AAT CAG TGC AAT TAT GAT TGC AAA  

Y P V S K C Q L A N Q C N Y D C K 83 

CTG GAC AAG CAT GCG CGC AGC GGC GAA TGC TTT TAT GAC GAA AAA CGT AAC  

L D K H A R S G E C F Y D E K R N 100 

CTG CAA TGC ATT TGC GAT TAT TGC GAA TAC AAC GGC GAT AAG TGC AAG AAA  

L Q C I C D Y C E Y N G D K C K K 117 

GTG TAT GAG AAT TAC CCG GTG AGC AAA TGC CAA CTG GCG AAT CAA TGC AAT  

V Y E N Y P V S K C Q L A N Q C N 134 

TAT GAT TGC AAG CTG GAC AAG CAT GCG CGT AGC GGT GAG TGC TTC TAC GAC  

Y D C K L D K H A R S G E C F Y D 151 

GAA AAG CGT AAC CTG CAG TGT ATC TGC GAT TAC TGC GAA TAT TAA CTCGAG  

E K R N L Q C I C D Y C E Y Stop XhoI 165 

Pares de bases Aminoácidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (PI) 

495 165 19.58 6.88 
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Tabla 18. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Rattusin2xNG 

Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Rattusin2xNG 
CCATGGCT AAC GGT CTG CGT GTG CGT CGT ACC CTG CAG TGC AGC TGC CGT CGT  

NcoI N G L R V R R T L Q C S C R R 15 

GTT TGC CGT AAC ACC TGC AGC TGC ATC CGT CTG AGC CGT AGC ACC TAC GCG  

V C R N T C S C I R L S R S T Y A 32 

AGC AAC GGC CTG CGC GTT CGT CGT ACC CTG CAA TGC AGC TGC CGT CGT GTG  

S N G L R V R R T L Q C S C R R V 49 

TGC CGC AAT ACC TGC AGC TGC ATT CGC CTG AGC CGT AGC ACC TAT GCG AGC  

C R N T C S C I R L S R S T Y A S 66 

TAA CTCGAG                

Stop XhoI                

Pares de bases Aminoácidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (PI) 

198 66 7.62 11.38 
 

Tabla 19. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Rattusin3xNG 

Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Rattusin3xNG 
CCATGGCT AAC GGT CTG CGT GTG CGT CGT ACC CTG CAG TGC AGC TGC CGT CGT  

NcoI N G L R V R R T L Q C S C R R 15 

GTT TGC CGT AAC ACC TGC AGC TGC ATC CGT CTG AGC CGT AGC ACC TAC GCG  

V C R N T C S C I R L S R S T Y A 32 

AGC AAC GGC CTG CGC GTT CGT CGT ACC CTG CAA TGC AGC TGC CGT CGT GTG  

S N G L R V R R T L Q C S C R R V 49 

TGC CGC AAT ACC TGC AGC TGC ATT CGC CTG AGC CGT AGC ACC TAT GCG AGC  

C R N T C S C I R L S R S T Y A S 66 

AAC GGC CTG CGC GTT CGT CGT ACC CTG CAA TGC AGC TGC CGT CGT GTG TGC  

N G L R V R R T L Q C S C R R V C 83 

CGC AAT ACC TGC AGC TGC ATT CGC CTG AGC CGT AGC ACC TAT GCG AGC TAA 
 

R N T C S C I R L S R S T Y A S Stop 99 

CTCGAG 
                

XhoI 
                

Pares de bases Aminoácidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (PI) 

297 99 11.42 11.44 
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5.23.2 Confirmación de insertos: construcciones con CusF3H+ y SmbP 
 

Para confirmar la presencia de los insertos en el plásmido pET30a(+)_CusF3H+ se 

realizó un análisis de restricción utilizando las enzimas NcoI y XhoI. En el carril 1 se 

muestra el marcador de peso molecular, en el carril 2 ADN plasmídico de 

CusF3H+_Brazzein3xNG, en el carril 3 ADN plasmídico de CusF3H+_Rattusin2xNG y en 

el carril 4 ADN plasmídico de CusF3H+_Rattusin3xNG. Los pesos esperados eran de 495 

pb, 198 pb y 297 pb, respectivamente. En la Figura 48 se puede observar que las tres 

construcciones son positivas, ya que las bandas de cada gen aparecen en el tamaño 

correcto. 

 
Figura 48. Análisis de restricción con NcoI y XhoI para la confirmación de las construcciones en tándem 

con CusF3H+ en gel de agarosa al 0.7%.  Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: 

CusF3H+_Brazzein3xNG (495 pb), carril 3: CusF3H+_Rattusin2xNG (198 pb) y carrill 4: 

CusF3H+_Rattusin3xNG (297 pb). 

 

Los insertos de las construcciones con el plásmido pET30a(+)_SmbP se confirmaron 

mediante PCR utilizando los oligonucléotidos T7 delantero y T7 reverso. Para esta PCR 

se utilizaron los ADNs plasmídicos que se obtuvieron a partir de las clonas resultantes 

de la transformación de los productos de ligación. La Figura 49 se observan los 

resultados de la PCR, en el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular, en los 

carriles 2, 3 y 4 los ADNs plasmídicos de SmbP_Brazzein3xNG (989 pb) analizados, los 

carriles 5, 6 y 7 los ADNs plasmídicos de SmbP_Rattusin3xNG (791 pb), en los carriles 8, 
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9 y 10 los ADNs plasmídicos de SmbP_Rattusin2xNG (692 pb) y en el carril 11 el control 

negativo con enzima sin ADN molde. Se puede observar que todas las construcciones 

son positivas ya que se obtuvieron los amplicones en el peso deseado. 

 

 
Figura 49. Productos de PCR para la confirmación de las construcciones en tándem con SmbP en gel de 

agarosa al 0.7%.  Carril 1: marcador de peso molecular, carriles 2, 3 y 4: SmbP_Brazzein3xNG (989 pb), 

carriles 5, 6 y 7: SmbP_Rattusin3xNG (791 pb), carriles 8,9 y 10: SmbP_Rattusin2xNG (692 pb). 

 

5.24 Microexpresion de tándems  
 

La Figura 50 representa las microexpresiones a (25 oC, 0.1 M IPTG por 16 horas) de 

los tándems con CusF3H+ como proteína de fusión. Las muestras se lisaron con perlas 

de vidrio en vórtex por 4 minutos. En el carril 1 se encuentra el marcador de peso 

molecular, en el carril 2 el control negativo e de E. coli SHuffle, en el carril 3 el control 

positivo de CusF3H+_STOP, en el carril 4 CusF3H+_Brazzein3xNG  (30.31 kDa), en el carril 

5 CusF3H+_Rattusin2xNG (18.34 kDa), y en el carril 5 CusF3H+_Rattusin3xNG (22.14 

kDa). Se logra visualizar solo se expresa la proteína CusF3H+_Brazzein3xNG debido a la 

aparición de una banda cercana a los 35 kDa, que corresponde con el peso esperado de 

30.31 kDa. Sin embargo, no se logra apreciar la expresión de CusF3H+_Rattusin2xNG y 

CusF3H+_Rattusin3xNG. 
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Figura 50. Microexpresión en E. coli SHuffle de tandems con CusF3H+ por SDS-PAGE 15%. Carril 1: 

marcador de peso molecular, carril 2: control negativo de E. coli SHuffle, carril 3: control positivo de 

CusF3H+_STOP (10.15), carril 4: CusF3H+_Brazzein3xNG (30.31 kDa), carril 5: CusF3H+_Rattusin2xNG 

(18.34 kDa), carril 5: CusF3H+_Rattusin3xNG (22.14 kDa). 

 

Ya que los tándems de Rattusin no se expresaron con CusF3H+ se llevó a cabo la 

expresión con SmbP, en este experimento se varió la temperatura de expresión y los 

tiempos de expresión; los cuales fueron: 25 oC por 16 horas, 37 oC por 4 horas y 37 oC 

por 16 horas, en todas las expresiónes se indujo con 0.1 M de IPTG y las muestras se 

prepararon con lisis por calentamiento (95 oC/10 minutos) y lisis con perlas de vidrio. La 

Figura 51 muestra los resultados de este experimento en la cepa E. coli SHuffle los cuales 

se decriben en la Tabla 20. 
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Figura 51. Análisis de expresión de los tándems SmbP_Brazzein3xNG (30.02 kDa), SmbP_Rattusin 

2xNG (18.05 kDa) y SmbP_Rattusin3xNG (21.86 kDa) en E. coli SHuffle por SDS-PAGE 15%. Carril 1: 

marcador de peso molecular, carril 2: control negativo E. coli SHuffle, carriles 3, 4, 5 y 6: 

SmbP_Brazzein3xNG, carriles: 7, 8 9 y 10: SmbP_Rattusin2xNG, carriles 11, 12, 13 y 14: 

SmbP_Rattusin3xNG.  

 

Tabla 20. Tratamientos de expresión en E. coli SHuffle y lisis celular para las proteínas 
SmbP_Brazzein3xNG, SmbP_Rattusin2xNG y SmbP_Rattusin3xNG. 

Carril Muestra Tratamiento 
1 Marcador de peso molecular No aplica 
2 Control negativo E. coli SHuffle No aplica 
3 SmbP_Brazzein3xNG (30.02 kDa) 25 oC/16 horas con lisis por calentamiento 
4 SmbP_Brazzein3xNG 25 oC/16 horas con lisis con perlas de vidrio 
5 SmbP_Brazzein3xNG 37 oC/4 horas con lisis con perlas de vidrio 
6 SmbP_Brazzein3xNG 37 oC/16 horas con lisis con perlas de vidrio 
7 SmbP_Rattusin2xNG (18.05 kDa) 25 oC/16 horas con lisis por calentamiento 
8 SmbP_Rattusin2xNG 25 oC/16 horas con lisis por calentamiento 
9 SmbP_Rattusin2xNG 37 oC/4 horas con lisis con perlas de vidrio 

10 SmbP_Rattusin2xNG 37 oC/16 horas con lisis con perlas de vidrio 
11 SmbP_Rattusin3xNG (21.86 kDa)  25 oC/16 horas con lisis por calentamiento 
12 SmbP_Rattusin3xNG  25 oC/16 horas con lisis con perlas de vidrio 
13 SmbP_Rattusin3xNG  37 oC/4 horas con lisis con perlas de vidrio 
14 SmbP_Rattusin3xNG  37 oC/16 horas con lisis con perlas de vidrio 
15 Nada Nada 
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En el caso del tándem SmbP_Brazzein3xNG se observa que hay mayor expresión a 

los 25 oC/16 horas ya se aprecia una banda mucho más grande en esas condicones que 

a los 37 oC.  En el caso de los tándems de Rattusin2xNG y 3xNG, no hay aparición de una 

banda proteínica, lo que significa que no se están expresando. 

 

El experimento anterior se realizó de la misma manera, pero ahora en la cepa de E. 

coli Origami2(DE3), las muestras y condiciones se describen en la Tabla 21. 

 

Tabla 21. Tratamientos de expresión en E. coli Origami2(DE3) y lisis celular para las 
proteínas SmbP_Brazzein3xNG, SmbP_Rattusin2xNG y SmbP_Rattusin3xNG. 

Carril Muestra Tratamiento 
1 Nada Nada 
2 Marcador de peso molecular No aplica 
3 SmbP_STOP 25 oC/16 horas con lisis por calentamiento 
4 SmbP_Brazzein3xNG (30.02 kDa) 25 oC/16 horas con lisis por calentamiento 
5 SmbP_Brazzein3xNG 25 oC/16 horas con lisis con perlas de vidrio 
6 SmbP_Brazzein3xNG 37 oC/4 horas con lisis con perlas de vidrio 
7 SmbP_Brazzein3xNG 37 oC/16 horas con lisis con perlas de vidrio 
8 SmbP_Rattusin2xNG (18.05 kDa) 25 oC/16 horas con lisis por calentamiento 
9 SmbP_Rattusin2xNG 25 oC/16 horas con lisis por calentamiento 

10 SmbP_Rattusin2xNG 37 oC/4 horas con lisis con perlas de vidrio 
11 SmbP_Rattusin2xNG 37 oC/16 horas con lisis con perlas de vidrio 
12 SmbP_Rattusin3xNG (21.86 kDa)  25 oC/16 horas con lisis por calentamiento 
13 SmbP_Rattusin3xNG  25 oC/16 horas con lisis con perlas de vidrio 
14 SmbP_Rattusin3xNG  37 oC/4 horas con lisis con perlas de vidrio 
15 SmbP_Rattusin3xNG  37 oC/16 horas con lisis con perlas de vidrio 

 

 

En este caso (Figura 52) se puede observar que hay una menor expresión de 

SmbP_Brazzein3xNG en comparación con la cepa E. coli SHuffle; por otro lado, los 

tándems de Rattusin siguen sin expresarse. 
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Figura 52. Análisis de expresión de los tándems SmbP_Brazzein3xNG (30.02 kDa), SmbP_Rattusin2xNG 

(18.05 kDa) y SmbP_Rattusin3xNG (21.86 kDa) en E. coli Origami2(DE3) por SDS-PAGE 15%. Carril 2: 

marcador de peso molecular, carril 3: control positivo SmbP_STOP (9.8 kDa), carriles 4, 5, 6 y 7: 

SmbP_Brazzein3xNG, carriles: 8, 9, 10 y 11: SmbP_Rattusin2xNG, carriles 12, 13, 14 y 15: 

SmbP_Rattusin3xNG. 

 

Al observar que los tándems de Rattusin no se expresaban, se llevaron a cabo otros 

experimentos en los cuales se aumentaba la masa celular, el medio de cultivo y la 

concentración de inductor, sin embargo, todos los resultados fueron negativos. 

 

5.25 Purificación SmbP_Brazzein3xNG 

5.25.1 Cromatografía IMAC  
 

Se expresó 1L de SmbP_Brazzein3xNG a 25 oC por 16 horas con 0.1 M de IPTG. Se 

purificaron 30 mL del clarificado de proteína utilizando una columna HiTrap™ IMAC FF. 

En la Figura 53 se muestra el cromatograma de purificación por afinidad a Ni(I)) de  

SmbP_Brazzein3xNG. Una vez que la muestra se unió a la resina de la columna, ésta fue 

lavada con la solución amortiguadora de unión (50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM 

imidazol, pH 8) hasta que la absorbancia disminuyó, posteriormente se realizó la elución 

por gradiente con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol pH 8 en fracciones de 1 

mL cada una.  

SmbP_Brazzein3xNG  
(30.02 kDa) 
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Figura 53. Cromatograma de purificación por afinidad a Ni(II) para SmbP_Brazzein_NG3X con gradiente de 

elución. Solución amortiguadora de lisis: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, solución 

amortiguadora de lavado: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol y solución amortiguadora de elución: 

50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol pH 8. El pico de elución más alto se obtuvo a los 77.7 mL de 

elución con una absorbancia de 132.09 mAu. 

 

En la Figura 54 se muestra el análisis de las fracciones de elución. Los carriles 1 y 17: 

muestran el marcador de peso molecular, el carril 2 el clarificado, seguido del percolado 

en el carril 3 y el lavado en el carril 4, los carriles 5 – 16 y 18 – 30 muestran las fracciones 

de elución. Se puede observar que una parte de la proteína se encuentra en el 

percolado, lo que significa que no se unió a la resina, incluso hay un poco de proteína 

en el lavado. De esta purificación se obtuvo la proteína bastante pura puesto que no se 

observan muchos contaminantes extras.  
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Figura 54. Análisis de fracciones de elución de SmbP_Brazzein3xNG (30.02 kDa) mediante SDS-PAGE 15%.  

Carriles 1 y 17: marcador de peso molecular, carril 2: clarificado, carril 3: percolado, carril 4: lavado, carriles 

5-16 y 18-30: fracciones de elución.  

 

5.26 Digestión química con hidroxilamina 
 

Para separar los monómeros de brazzein de la proteína SmbP_Brazzein3xNG se llevó 

a cabo una reacción con hidroxilamina (NH2OH). Se preparó una solución de 4 M NH2OH, 

50 mM Tris, pH 8.54 y en un tubo eppendorf se colocaron 300 μL (160 μg) de proteína 

con 100 μL de la solución de NH2OH/Tris obteniendo una concentración final de 1M 

NH2OH; en otro tubo se colocaron 300 μL (160 μg) de proteína con 300 μL de la solución 

de NH2OH/Tris obteniendo una concentración final de 2M NH2OH. Ambas reacciones se 

incubaron a 45 oC con agitación a 50 rpm por 20 horas. Se tomaron muestras a 1, 2, 3, 

4, 17 y 20 horas de reacción.  

 

En la Figura 55 se observa la digestión de SmbP_Brazzein3xNG a diferentes tiempos 

de reacción y con concentraciones de NH2OH de 1M y 2M.  En el carril 1 se encuentra el 

marcador de peso molecular, en el carril 2 SmbP_Brazzein3xNG sin digerir, en los carriles 

3-8 la digestión con 1M NH2OH a la 1, 2, 3, 4, 17 y 20 horas, en los carriles 9-14 a 

digestión con 2M NH2OH a la 1, 2, 3, 4, 17 y 20 horas. Se puede observar que en las 

muestras con 1M a las 17 y 20 horas de reacción, desaparece la banda que corresponde 

a la quimera (30.02 kDa) sin embargo no se logra apreciar SmbP (9.8 kDa) ni el 
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monómero de Brazzein (6.37 kDa). Este fenómeno se presentó de la misma manera en 

las reacciones con 2 M de NH2OH 

 

 
Figura 55. Análisis de digestión con hidroxilamina a 1M y 2M para SmbP_Brazzein3xNG (30.02 kDa) 

mediante Tricina-SDS-PAGE 15%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: SmbP_Brazzein3xNG sin 

digerir, carriles 3-8: digestión con 1 M NH2OH a 1, 2, 3, 4, 17 y 20 horas de reacción, carriles 9-14: digestión 

con 1 M NH2OH a 1, 2, 3, 4, 17 y 20 horas de reacción. 

 

Este ensayo se repitió varias veces, pero en ninguno se pudo observar la aparición 

de las bandas que corresponden a SmbP y a Brazzein. Por lo tanto, se continuaron los 

experimentos para separar SmbP del tándem Brazzein3xNG y evaluar la actividad del 

tándem completo. 

 

5.27 Remoción del tag: cromatografía por intercambio aniónico 
 

Las fracciones anteriores se recolectaron y se dializaron con 50 mM Tris, pH 8 y se 

cuantificaron por el método BCA obteniendo una concentración de 0.209 mg/mL dando 

un total de 6.27 mg/L. Posteriormente se llevó a cabo la reacción con enteroquinasa 

agregando 3 μL (1.5 U) por mg de proteína. La reacción se llevó a cabo a 22 oC durante 

22 horas. 
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Una vez terminada la reacción de digestión, la muestra se desgasificó y se purificó 

por intercambio aniónico usando una columna HiTrap™ Q FF, una presión de 0.3 MPa, 

flujo de 0.2 mL/min y se recolectaron fracciones de 500 μL. En la Figura 56 se observa el 

cromatograma de elución en el cual se obtuvieron 3 picos de elución. 

 

 

 
Figura 56. Cromatograma de purificación por intercambio aniónico para SmbP + Brazzein3xNG después de 

digerir con enteroquinasa. Buffer de equilibrio: 50 mM Tris, pH 8, y buffer de elución: 50 mM Tris, 1M 

NaCl, pH 8. El pico 1 se obtuvo a los 43.89 mL de elución con una absorbancia de 67.94 mAu y una 

concentración de 224 mM de NaCl (22.4%). El pico 2 se obtuvo a los 45.23 mL de elución con una 

absorbancia de 56.97 mAu y una concentración de 258 mM de NaCl (25.8%). El pico 3 se obtuvo a los 49.24 

mL de elución con una absorbancia de 115.34 mAu y una concentración de 358 mM de NaCl (35.8%).  

 

En la Figura 57 se presenta el análisis de las fracciones de elución obtenidas de la 

cromatografía por intercambio aniónico. En los carriles 1 y 17 se observa el marcador 

de peso molecular, las fracciones de elución del pico 1 se observan en los carriles 2 – 14, 
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las del pico de elución 2 se encuentran en los carriles 15 – 21 y las eluciones de pico 3 

en los carriles 22 – 26. En el carril 27 se muestra la proteína sin digerir con enteroquinasa 

y en los carriles 28, 29 y 30 la digestión a las 16, 20 y 22 horas de reacción 

respectivamente. Con respecto a la digestión con enteroquinasa se puede observar que 

a las 22 horas de reacción no se logró un 10% de digestión puesto que a parte de las 

bandas de Brazzein3xNG (19.58 kDa) y de SmbP (9.8 kDa) se sigue observando la banda 

de la quimera. Además, en esta misma Figura se puede observar que en las fracciones 

de los carriles 5 – 14 se obtuvo la proteína Brazzein3xNG pura; mientras que en los otros 

carriles se mantienen juntas tanto la proteína de fusión SmbP como la proteína de 

interés y la quimera. 

 
Figura 57. Análisis de fracciones de elución de la separación de SmbP (9.8 kDa) + Brazzein3xNG (19.58 kDa) 

por IA mediante SDS-PAGE 15%. Carriles 1 y 17: marcador de peso molecular, carriles 2-15: fracciones de 

elución de Brazzein3xNG, carriles 18-26: fracciones de elución de Brazzein3xNG + SmbP + quimera, carril 

27: SmbP_Brazzein3xNG sin digerir, carriles 28, 29 y 30: digestión de SmbP_Brazzein3XNG con 

enteroquinasa a las 16, 20 y 22 horas de reacción respectivamente. 

 

5.28 Evaluación de la actividad: Brazzein3xNG 
 

Para la evaluación de la actividad se recolectaron las fracciones de Brazzein3xNG y 

se dializaron con agua. Se cuantificaron con el método BCA y se obtuvo una 

concentración de 0.450 mg/mL. La actividad la evaluaron 5 individuos tomando 200 μL 

de una solución de sacarosa al 1% para determinar si percibían la dulzura, una vez que 

la percibieron, se enjugaron la boca con agua y posteriormente se colocaron 200 μL de 

la proteína, sin embargo, no se detectó dulzura.  
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5.29 Clonación por tándems con uniones flexibles: Brazzein FLEX, 
Scygonadin FLEX y Hepcidin FLEX 

 

5.29.1 Síntesis de genes y clonación 
 
 

La secuencia de aminoácidos que codifica para las proteínas Brazzein FLEX, 

Scygonadin FLEX y Hepcidin FLEX se enviaron a la empresa GenScript y fueron 

optimizadas para su expresión en E. coli. Para las secuencias se utilizaron los sitios de 

restricción NcoI (CCATGGCT) y XhoI (CTCGAG) entre cada repetición de la secuencia se 

colocaron los aminoácidos GGGGSGGGGSGGGGS las secuencias seleccionadas como 

uniones flexibles.  

 

En las Tablas 22, 23 y 24 se muestran las secuencias de aminoácidos, la secuencia 

de ADN y el peso de cada gen. En azul se señalan los sitios de restricción y en verde los 

aminoácidos de las uniones flexibles. Los tres genes se clonaron en los plásmidos 

pET30a(+)_SmbP y pET30a(+)_CusF3H+ y pET30a(+)_PelB_SmbP. Para los procesos de 

clonación se utilizaron las metodologías establecidas en la sección 4.5. 
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Tabla 22. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Brazzein FLEX 

Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Brazzein FLEX 

CCATGGCT GAC AAG TGC AAG AAA GTG TAC GAG AAC TAT CCG GTT AGC AAA TGC  
NcoI D K C K K V Y E N Y P V S K C 15 

CAG CTG GCG AAC CAA TGC AAC TAC GAC TGC AAG CTG GAT AAA CAC GCG CGT  
Q L A N Q C N Y D C K L K D H A R 32 

AGC GGC GAG TGC TTC TAT GAC GAA AAG CGT AAC CTG CAG TGC ATC TGC GAT  
S G E C F Y D E K R N L Q C I C D 49 

TAC TGC GAG TAT GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT  
Y C E Y G G G G S G G G G S G G G 66 

GGC AGC GAT AAA TGC AAG AAA GTG TAT GAA AAT TAC CCG GTG AGC AAG TGC  

G S D K C K K V Y E N Y P V S K C 83 

CAG CTG GCG AAT CAG TGC AAT TAT GAT TGC AAG CTG GAC AAG CAT GCG CGT  
Q L A N Q C N Y D C K L K D H A R 100 

AGC GGT GAA TGC TTT TAT GAC GAA AAA CGT AAC CTG CAA TGC ATT TGC GAC  
S G E C F Y D E K R N L Q C I C D 117 

TAT TGC GAA TAC GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT  
Y C E Y G G G G S G G G G S G G G 134 

GGC AGC GAC AAA TGC AAG AAA GTG TAC GAA AAT TAC CCG GTT TCT AAG TGT  

G S D K C K K V Y E N Y P V S K C 151 

CAG CTG GCG AAT CAA TGC AAT TAT GAC TGC AAG CTG GAC AAG CAC GCG CGT  
Q L A N Q C N Y D C K L K D H A R 165 

AGC GGC GAA TGC TTC TAC GAT GAA AAG CGT AAC CTG CAG TGC ATC TGC GAC  
S G E C F Y D E K R N L Q C I C D 182 

TAC TGC GAA TAT TAA CTCGAG 
           

Y C E Y Stop XhoI           186 

Pares de bases Aminoácidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (PI) 

558 186 20.96 6.88 
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Tabla 23. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Scygonadin FLEX 

Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Scygonadin FLEX 
CCATGGCT GGT CAG GCG CTG AAC AAG CTG ATG CCG AAA ATC GTG AGC GCG ATC  

NcoI G Q A L N K L M P K I V S A I 15 

ATT TAC ATG GTT GGT CAA CCG AAC GCG GGC GTG ACC TTC CTG GGT CAC CAG  

I Y M V G Q P N A G V T F L G H Q 32 

TGC CTG GTG GAG AGC ACC CGT CAA CCG GAC GGT TTT TAT ACC GCG AAG ATG  

C L V E S T R Q P D G F Y T A K M 49 

AGC TGC GCG AGC TGG ACC CAC GAT AAC CCG ATC GTT GGT GAA GGC CGT AGC  

S C A S W T H D N P I V G E G R S 66 

CGT GTG GAG CTG GAA GCG CTG AAA GGC AGC ATT ACC AAC TTC GTG CAG ACC  

R V E L E A L K G S I T N F V Q T 83 

GCG AGC AAC TAC AAG AAA TTT ACC ATC GAC GAG GTT GAA GAT TGG ATT GCG  

A S N Y K K F T I D E V E D W I A 100 

AGC TAT GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT GGC AGC  

S Y G G G G S G G G G S G G G G S 117 

GGG CAG GCG CTG AAT AAG CTG ATG CCG AAA ATT GTT AGC GCG ATT ATC TAC  

G Q A L N K L M P K I V S A I I Y 134 

ATG GTG GGC CAA CCG AAC GCG GGT GTT ACC TTC CTG GGC CAC CAG TGC CTG  

M V G Q P N A G V T F L G H Q C L 151 

GTT GAG AGC ACC CGC CAG CCG GAT GGC TTC TAC ACC GCG AAA ATG TCT TGT  

V E S T R Q P D G F Y T A K M S C 168 

GCG AGC TGG ACC CAT GAC AAC CCG ATC GTG GGC GAG GGC CGT AGC CGT GTT  

A S W T H D N P I V G E G R S R V 185 

GAG CTG GAA GCG CTG AAG GGC AGC ATC ACC AAT TTC GTG CAA ACC GCG AGC  

E L E A L K G S I T N F V Q T A S 202 

AAT TAT AAA AAG TTC ACC ATT GAT GAA GTG GAG GAC TGG ATC GCG AGC TAT  

N Y K K F T I D E V E D W I A S Y 219 

TAA CTCGAG                

Stop XhoI                

Pares de bases Aminoácidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (PI) 
657 219 23.47 6.11 
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Tabla 24. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Hepcidin FLEX 

Secuencia de nucleótidos y aminoácidos que codifican para Hepcidin FLEX 
CCATGGCT GAC ACC CAC TTC CCG ATC TGC ATC TTC TGC TGC GGT TGC TGC CAC  

NcoI D T H F P I C I F C C G C C H 15 

CGT AGC AAG TGC GGC ATG TGC TGC AAG ACC GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC  

R S K C G M C C K T G G G G S G G 32 

GGT GGC AGC GGT GGC GGT GGC AGC GAT ACC CAT TTT CCG ATC TGC ATC TTC  

G G S G G G G S D T H F P I C I F 49 

TGC TGT GGC TGC TGC CAT CGT AGC AAA TGC GGT ATG TGT TGT AAG ACC GGT  

C C G C C H R S K C G M C C K T G 66 

GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT GGC AGC GAC ACT CAT  

G G G S G G G G S G G G G S D T H 83 

TTT CCG ATC TGC ATC TTC TGC TGT GGG TGC TGC CAT CGT AGC AAG TGT GGC  

F P I C I F C C G C C H R S K C G 100 

ATG TGC TGC AAA ACC TAA CTCGAG           

M C C K T Stop XhoI          105 

Pares de bases Aminoácidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (PI) 
315 105 10.24 8.42 

 

5.30 Microexpresión en E. coli SHuffle de proteínas FLEX 
 

Para todas las microexpresiones de las construcciones con uniones flexibles 

(denominadas FLEX) se llevaron a cabo se evaluaron dos condiciones de expresión, a 17 
oC por 16 horas con una concentración final de IPTG 0.1 mM y a 37 oC por 16 horas con 

una concentración final de IPTG 0.01 mM.  Para la expresión con PelB_SmbP se 

utilizaron las siguientes condiciones 17 oC por 16 horas con una concentración final de 

IPTG 0.1 mM. 
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5.30.1 CusF3H+_Brazzein FLEX, SmbP_Brazzein FLEX, PelB_SmbP_Brazzein 
FLEX 

 
La Figura 58 representa las microexpresiones de PelB_SmbP_Brazzein FLEX (31.4 

kDa), CusF3H+_Brazzein FLEX (31.68 kDa) y SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa). En la Tabla 

25 se resume cada una de las muestras evaluadas junto con las condiciones de expresión 

y los pesos esperados. Los resultados a 17 oC con CusF3H+ y SmbP muestran una banda 

de expresión que corresponde con el peso esperado con la proteína, sin embargo, se 

logra observar una mayor expresión con SmbP.  A diferencia con la condición de 37 oC 

en donde no se logra observar expresión con CusF3H+, y aunque hay algo de expresión 

con SmbP, esta es menor que a 17 oC. La expresión periplásmica con PelB no mostró 

ninguna banda. 

 

 
Figura 58. Microexpresión a diferentes condiciones de PelB_SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa), 
CusF3H+_Brazzein FLEX (31.68 kDa) y SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa). Carril 1: marcador de peso molecular, 
carril 2: control negativo E. coli SHuffle a 17 oC /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 3: CusF3H+_Brazzein FLEX, carril 
4: SmbP_Brazzein FLEX, carril 5: control negativo E. coli SHuffle a 37 oC /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 6: 
CusF3H+_Brazzein FLEX, carril 7: SmbP_Brazzein FLEX, carril 11: marcador de peso molecular, carril 12: F. 
Hiper. E. coli BL21(DE3), carril 13: F. Hipo E. coli BL21(DE3), carril 14: F. Hiper PelB_SmbP_Scygonadin FLEX, 
carril 15: F. Hipo PelB_SmbP_Brazzein FLEX. 
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Tabla 25. Muestras de microexpresión a diferentes condiciones de 
PelB_SmbP_Brazzein FLEX, CusF3H+_Brazzein FLEX y SmbP_Brazzein FLEX. 

Carril Muestra Condiciones de expresión kDa 
1 Marcador de peso molecular  ----- 
2 E. coli SHuffle  

17 oC /16 horas/0.1 mM IPTG 
----- 

3 CusF3H+_Brazzein FLEX 31.68 kDa 
4 SmbP_Brazzein  FLEX 31.4 kDa 
5 E. coli SHuffle  

37 oC /16 horas/0.1 mM IPTG 

----- 

6 CusF3H+_Brazzein FLEX 31.68 kDa 

7 SmbP_Brazzein FLEX 31.4 kDa 
11 Marcador de peso molecular  ----- 

12 Fracción hipertónica E. coli BL21(DE3)  

17 oC /16 horas/0.1 mM IPTG 

----- 

13 Fracción hipotónicaa E. coli 
BL21(DE3)  ----- 

14 F. Hiper. PelB_SmbP_Brazzein FLEX 
31.4 kDa 

15 F. Hipo. PelB_SmbP_Brazzein FLEX 
 

 

5.30.2 CusF3H+_Scygonadin FLEX, SmbP_Scygonadin FLEX, 
PelB_SmbP_Scygonadin FLEX 

 
La Figura 59 representa las microexpresiones de PelB_SmbP_Scygonadin FLEX (33.9 

kDa), CusF3H+_Scygonadin FLEX (34.19 kDa) y SmbP_Scygonadin FLEX (33.9 kDa). En la 

Tabla 26 se resume cada una de las muestras evaluadas junto con las condiciones de 

expresión y los pesos esperados. Los resultados a 17 oC con CusF3H+ y SmbP muestran 

una banda de expresión que corresponde con el peso esperado con la proteína, a 

diferencia con la condición de 37 oC en donde no hay expresión alguna. Para el caso de 

PelB_SmbP se logra observar la aparición de una banda en la fracción hipotónica que 

corresponde con el peso deseado (33.9) y que comparandola con la expresión 

citoplasmática con CusF3H+ y SmbP es mucho más pequeña. 
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Figura 59. Microexpresión a diferentes condiciones de PelB_SmbP_Scygonadin FLEX (33.9 kDa), 
CusF3H+_Scygonadin FLEX (34.19 kDa) y SmbP_Scygonadin FLEX (33.9 kDa). Carril 1: marcador de peso 
molecular, carril 2: control negativo E. coli SHuffle a 17 oC /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 3: 
CusF3H+_Scygonadin FLEX, carril 4: SmbP_Scygonadin FLEX, carril 5: control negativo E. coli SHuffle a 37 oC 
/16 horas/0.1 mM IPTG, carril 6: CusF3H+_Scygonadin FLEX, carril 7: SmbP_Scygonadin FLEX, carril 8: F. Hiper. 
E. coli BL21(DE3), carril 9: F. Hipo E. coli BL21(DE3), carril 10: F. Hiper PelB_SmbP_Scygonadin FLEX, carril 11: 
F. Hipo PelB_SmbP_Scygonadin FLEX. 

 
Tabla 26. Muestras de microexpresión a diferentes condiciones de 
PelB_SmbP_Scygonadin FLEX, CusF3H+_Scygonadin FLEX y SmbP_Scygonadin 
FLEX. 

Carril Muestra Condiciones de expresión kDa 
1 Marcador de peso molecular  ----- 
2 E. coli SHuffle  

17 oC /16 horas/0.1 mM IPTG 
----- 

3 CusF3H+_Scygonadin FLEX 34.19 kDa 
4 SmbP_Scygonadin FLEX 33.9 kDa 
5 E. coli SHuffle  

37 oC /16 horas/0.1 mM IPTG 
----- 

6 CusF3H+_Scygonadin FLEX 34.19 kDa 

7 SmbP_Scygonadin FLEX 33.9 kDa 

8 Fracción hipertónica E. coli BL21(DE3)  

17 oC /16 horas/0.1 mM IPTG 

----- 

9 Fracción hipotónicaa E. coli 
BL21(DE3)  ----- 

10 F. Hiper. PelB_SmbP_Sygonadin FLEX 
33.9 kDa 

11 F. Hipo. PelB_SmbP_Sygonadin FLEX 
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5.30.3 CusF3H+_Hepcidin FLEX, SmbP_Hepcidin FLEX, PelB_SmbP_Hepcidin 
FLEX 

 
Los resultados de la microespresión de PelB_SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa), 

CusF3H+_Hepcidin FLEX (20.97 kDa) y SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa) fueron los más 

diferentes de las construcciones FLEX. En la Tabla 27 se resume cada una de las muestras 

evaluadas junto con las condiciones de expresión y los pesos esperados. Los resultados 

a 17 oC con CusF3H+ y SmbP (Figura 60) muestran una banda de expresión que 

corresponde con el peso esperado, se puede observar que la banda de expresión es 

mayor con SmbP que con CusF3H+, a diferencia con la condición de 37 oC en donde solo 

hay expresión con SmbP, y comparándolas (carriles 4 y 7) la expresión a ambas 

concentraciones se observa muy parecida. Para el caso de PelB_SmbP no se logra 

observar una banda de expresión en ninguno de los carriles (carriles 11 y 12). 

 
Tabla 27. Muestras de microexpresión a diferentes condiciones de 
PelB_SmbP_Hepcidin FLEX, CusF3H+_Hepcidin FLEX y SmbP_Hepcidin FLEX. 

Carril Muestra Condiciones de expresión kDa 
1 Marcador de peso molecular  ----- 
2 E. coli SHuffle  

17 oC /16 horas/0.1 mM IPTG 
----- 

3 CusF3H+_Hepcidin FLEX 20.97 kDa 
4 SmbP_Hepcidin  FLEX 20.68 kDa 
5 E. coli SHuffle  

37 oC /16 horas/0.1 mM IPTG 

----- 

6 CusF3H+_Hepcidin FLEX 20.97 kDa 
7 SmbP_Hepcidin FLEX 20.68 kDa 

11 Marcador de peso molecular  ----- 

12 Fracción hipertónica E. coli BL21(DE3)  

17 oC /16 horas/0.1 mM IPTG 

----- 

13 Fracción hipotónicaa E. coli 
BL21(DE3)  ----- 

14 F. Hiper. PelB_SmbP_Hepcidin FLEX 
20.68 kDa 

15 F. Hipo. PelB_SmbP_Hepcidin FLEX 
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Figura 60. Microexpresión a diferentes condiciones de PelB_SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa), 
CusF3H+_Hepcidin FLEX (20.97 kDa) y SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa). Carril 1: marcador de peso molecular, 
carril 2: control negativo E. coli SHuffle a 17 oC /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 3: CusF3H+_Hepcidin FLEX, carril 
4: SmbP_Hepcidin FLEX, carril 5: control negativo E. coli SHuffle a 37 oC /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 6: 
CusF3H+_Hepcidin FLEX, carril 7: SmbP_Hepcidin FLEX, carril 8: marcador de peso molecular, carril 9: F. Hiper. 
E. coli BL21(DE3), carril 10: F. Hipo E. coli BL21(DE3), carril 11: F. Hiper PelB_SmbP_Hepcidin FLEX, carril 12: F. 
Hipo PelB_SmbP_Hepcidin FLEX. 

 

5.31 Expresión y purificaciones de proteínas FLEX: IMAC 
 

Dado que en todas las microxpresiones de las construcciones FLEX se observó una 

mejor expresión a 17 oC por 16 horas con una concentración final de 0.1 mM IPTG, se 

expresó 1 L de cada una de las proteínas y se purificaron por resina (HisPur Ni-NTA, 

Thermo Scientific) 

 

5.31.1 CusF3H+_Brazzein FLEX y SmbP_Brazzein FLEX 
 
 

La Figura 61 muestra el análisis de la purificación de CusF3H+_Brazzein FLEX (31.68 

kDa) en donde se observa que las fracciones de elución (carriles 6-15) aparece una 

banda entre los 25 y 37 kDa que corresponde con el peso deseado de 31.68 kDa, ahí 
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mismo podemos observar que la proteína tiene una pureza alta al no mostrar tantas 

bandas distintas a la esperada en las fracciones de elución. Así mismo vemos que toda 

la proteína se unió a la resina ya que no hay bandas en las fracciones de lavado. Las 

fracciones de elución se juntaron y se cuantificaron por BCA obteniendo 1.11 mg/mL un 

total 10.54 mg/L de expresión. 

 

 
Figura 61. Análisis de fracciones de purificación IMAC de CusF3H+_Brazzein FLEX (31.68 kDa) por SDS-PAGE 
12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fracción no unida, 
carriles 4 – 5: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 6 – 15: fracciones de elución 
de CusF3H+_Brazzein FLEX. 

 

Al igual que con CusF3H, se expresó 1L de SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa). En la 

Figura 62 se logra observar los resultados su purificación, en donde se observa que las 

fracciones de elución (carriles 6 – 15) aparece una banda entre los 25 y 37 kDa que 

corresponde con el peso deseado de 31.4 kDa, ahí mismo podemos observar que la 

proteína a diferencia de la obtenida con CusF3H+ muestra la presencia de otras bandas 

que no corresponden a la proteína de interés. De la misma manera se observa que toda 

la proteína se unió a la resina ya que no hay bandas en las fracciones de lavado. Las 

fracciones de elución se juntaron y se cuantificaron por BCA obteniendo 1.01 mg/mL un 

total 9.09 mg/L de expresión. 
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Figura 62. Análisis de fracciones de purificación IMAC de SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa) por SDS-PAGE 12%. 
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fracción no unida, carriles 
4 y 5: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 6 – 15: fracciones de elución de 
SmbP_Brazzein FLEX 

 

5.31.2 CusF3H+_Hepcidin FLEX y SmbP_Hepcidin FLEX 
 
 

La Figura 63 muestra el análisis de la purificación de CusF3H+_Hepcidin FLEX, sin 

embargo, no se logra observar la banda de la proteína en ninguno de los carriles, 

indicando que la proteína no se expresó.  

 
Figura 63. Análisis de fracciones de purificación IMAC de CusF3H+_Hepcidin FLEX (20.97 kDa) por SDS-PAGE 
12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fracción no unida, 
carriles 4 – 7: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 8 – 15: fracciones de elución 
de CusF3H+_Hepcidin FLEX. 
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En la Figura 64 se logra observar los resultados de la purificación de SmbP_Hepcidin 

FLEX. A diferencia de la expresión con CusF3H+, en las fracciones de elución (carriles 7 

– 14) se logra observar una banda entre los 20 y 25 kDa que corresponde con el peso 

esperado de 20.68 kDa. Las fracciones de elución se juntaron y se cuantificaron por BCA 

obteniendo 0.66 mg/mL un total de 2.64 mg/L de expresión de SmbP_Hepcidin FLEX. 

 

 
Figura 64. Análisis de fracciones de purificación IMAC de SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa) por SDS-PAGE 12%. 
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fracción no unida, carriles 
4 y 5: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 6 – 15: fracciones de elución de 
SmbP_Hepcidin FLEX. 

 

5.31.3 CusF3H+_Scygonadin FLEX y SmbP_Scygonadin FLEX 
 
 

La Figura 65 muestra el análisis de la purificación de CusF3H+_Scygonadin FLEX 

(34.19 kDa) en donde se observa una alta concentración de proteína en las fracciones 

de elución (carriles 6-15) puesto que se observa una gran banda entre los 25 y 37 kDa 

que corresponde con el peso deseado de 34.19 kDa. Las fracciones de juntaron y se 

cuantificaron por BCA obteniendo 4.03 mg/mL de resina un total de 36.35 mg/L de 

expresión de CusF3H+_Scygonadin FLEX. 
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Figura 65. Análisis de fracciones de purificación IMAC de CusF3H+_Scygonadin FLEX (34.19 kDa) por SDS-PAGE 
12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fracción no unida, 
carriles 4 – 7: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 8 – 15: fracciones de elución 
de CusF3H+_Scygonadin FLEX.  

 

En las Figuras 66 y 67 se muestra el cromatograma de purificación y el análisis de las 

fracciones obtenidas de la purificación de SmbP_Scygonadin FLEX (33.9 kDa) 

respectivamente. En las fracciones de elución se logra observar una banda ancha de 

SmbP_Scygonadin FLEX que corresponde al peso deseado 33.9 kDa. También es posible 

observar que una gran parte de la muestra se pierde (carril 3) ya que no se unió a la 

resina y en comparación con CusF3H+_Scygonadin se logra observar una menor pérdida 

de proteína en las fracciones de lavado. Las fracciones de elución se juntaron y se 

cuantificaron por BCA obteniendo 6.05 mg de proteína por mL de resina un total de 

42.35 mg/L de expresión de SmbP_Scygonadin FLEX. 
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Figura 66. Cromatograma de purificación por afinidad a Ni(II) para SmbP_Scygonadin FLEX. Solución 
amortiguadora de lisis y lavado: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, pH 8 y solución amortiguadora de 
elución: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol, pH 8. 

 

 
Figura 67. Análisis de fracciones de purificación IMAC de SmbP_Scygonadin FLEX (33.9 kDa) por SDS-PAGE 
12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fracción no unida, 
carriles 4 y 5: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 6 – 15: fracciones de elución 
de SmbP_Scygnadin FLEX 
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5.32 Digestión con enteroquinasa y remoción del tag. 

5.32.1 CusF3H+_Brazzein FLEX y SmbP_Brazzein FLEX     
 
 

Para la digestión de CusF3H+_Brazzein FLEX con enteroquinasa se digirieron 2.22 mg 

de quimera con 6.4 μL de enzima (3.2 μL de enzima/mg de proteína); la reacción se llevó 

a cabo a 25 oC durante 16 horas. El proceso se replicó para SmbP_Brazzein FLEX en 

donde se digirieron 2.02 mg de quimera con 6.4 μL de enzima. Al finalizar la reacción las 

muestras digeridas de CusF3H+_Brazzein FLEX y SmbP_Brazzein FLEX se purificaron con 

la resina HisPur Ni-NTA y las fracciones se analizaron por SDS-PAGE al 15%. Los 

resultados se presentan en las Figuras 68 y 69. 

 

Como se puede observar (Figura 68) la digestión con enteroquinasa durante 16 

horas no digirió por completo la quimera ya que se logra observan (carril 3) una banda 

entre los 25 y 37 kDa que corresponde a la quimera de 31.68 kDa. Brazzein FLEX se 

recolectó en la fracción no unida y en las fracciones de lavado (carriles 4 – 7) de acuerdo 

con el análisis por SDS-PAGE no hay presencia de otras proteínas en estos carriles por lo 

que se obtuvo Brazzein FLEX pura. En los carriles 8 -10 se logra observar la presencia de 

CusF3H+ como una banda sobre los 10 kDa.  
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Figura 68. Reacción con enteroquinasa (EK) para la remoción del tag de CusF3H+_Brazzein FLEX (31.68 kDa). 
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: CusF3H+_Brazzein FLEX (31.68 kDa) sin digerir, carril 3: CusF3H+ 
(10.15 kDa) + Brazzein FLEX (20.96 kDa) después de la digestión con enteroquinasa, carril 4: 
percolado/fracción no unida, carriles 5 – 7: fracciones de lavado, carriles 8 – 10: fracciones de elución. 

 

Los resultados para fueron muy similares para la quimera con SmbP. La Figura 69 

muestra la separación de SmbP (9.8 kDa) y brazzein FLEX (20.96 kDa); en donde 

igualmente se pudo recuperar la proteína de interés (Brazzein FLEX) en la fracción no 

unida y en las fracciones de lavado con un alto grado de pureza. En los carriles 8 -10 se 

logra observar la presencia de SmbP como una banda sobre los 10 kDa. 
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Figura 69. Reacción con enteroquinasa (EK) para la remoción del tag de SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa). Carril 
1: SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa) sin digerir, carril 2: SmbP (9.8 kDa) + Brazzein FLEX (20.96 kDa) después de 
la digestión con enteroquinasa, carril 3: marcador de peso molecular, carril 4: percolado/fracción no unida, 
carriles 5 – 7: fracciones de lavado, carriles 8 – 10: fracciones de elución. 

 
 

5.32.2 SmbP_Hepcidin FLEX     
 

Para la digestión de SmbP_Hepcidin FLEX con enteroquinasa se digirieron 0.66 mg 

de quimera con 1.2 μL de enzima (3.2 μL de enzima/mg de proteína); la reacción se llevó 

a cabo a 25 oC durante 16 horas. Al finalizar la reacción la muestra digerida de 

SmbP_Hepcidin FLEX se purificaron con la resina HisPur Ni-NTA y las fracciones se 

analizaron por SDS-PAGE al 17%. Los resultados se presentan en la Figura 70. 

 

En análisis mostró la presencia de una banda sobre los 25 kDa lo cual no corresponde 

con el peso de SmbP_Hepcidin FLEX que es de 20.68 kDa además vemos que no hay 

digestión de la quimera por lo que estos resultados se descartaron. Al no obtener 

Hepcidin FLEX en ninguna de las fracciones no se realizó análisis de actividad. 
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Figura 70. Reacción con enteroquinasa (EK) para la remoción del tag de SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa). 
Carril 1: SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa) sin digerir, carril 2: SmbP (9.8 kDa) + Hepcidin FLEX (10.24 kDa) 
después de la digestión con enteroquinasa, carril 3: marcador de peso molecular, carril 4: percolado/fracción 
no unida, carriles 5 – 7: fracciones de lavado, carriles 8 – 10: fracciones de elución. 

 

5.32.3 CusF3H+_Scygonadin FLEX y SmbP_Scygonadin FLEX     
 
 

Para la digestión de CusF3H+_Scygonadin FLEX con enteroquinasa se digirieron 1.95 

mg de quimera con 7 μL de enzima (3.2 μL de enzima/mg de proteína); la reacción se 

llevó a cabo a 25 oC durante 16 horas. El proceso se replicó para SmbP_Scygonadin FLEX 

en donde se digirieron 2.89 mg de quimera con 9 μL de enzima. Al finalizar la reacción 

las muestras digeridas de CusF3H+_Scygonadin FLEX y SmbP_Scygonadin FLEX se 

purificaron con la resina HisPur Ni-NTA y las fracciones se analizaron por SDS-PAGE al 

15%. Los resultados se presentan en las Figuras 71 y 72. 
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Como se puede observar en la Figura 71 la digestión con enteroquinasa permitió la 

separación de CusF3H+ (10.15 kDa) y Scygonadin FLEX (23.47 kDa). Dado que CusF3H+ 

posee la habilidad de unirse a la resina, Scygonadin FLEX se pudo recuperar en la 

fracción no unida y en las fracciones de lavado. Aunque se logra observar en los carriles 

8 – 10 que una parte de Scygonadin FLEX eluyó en esas fracciones al igual que la proteína 

de fusión CusF3H+. 

 

 
Figura 71. Reacción con enteroquinasa (EK) para la remoción del tag de CusF3H+_Scygonadin FLEX (34.19). 
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: CusF3H+_Scygonadin FLEX (34.19 kDa) sin digerir, carril 3: 
CusF3H+ (10.15 kDa) + Scygonadin FLEX (23.47 kDa) después de la digestión con enteroquinasa, carril 4: 
percolado/fracción no unida, carriles 5 – 7: fracciones de lavado, carriles 8 – 10: fracciones de elución. 

 

Los resultados para fueron muy similares para la quimera con SmbP. La Figura 72 

muestra la separación de SmbP (9.8 kDa) y Scygonadin FLEX (23.37 kDa); en donde 

igualmente se pudo recuperar la proteína de interés en la fracción no unida y en las 

fracciones de lavado. En esta misma figura podemos observar que al igual que con 

CusF3H+ la proteína Scygonadin FLEX eluyó junto con SmbP. 
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Figura 72. Reacción con enteroquinasa (EK) para la remoción del tag de SmbP_Scygonadin FLEX (33.9 kDa). 
Carril 1: SmbP_Scygonadin (33.9 kDa) sin digerir, carril 2: SmbP (9.8 kDa) + Scygonadin (23.47 kDa) después 
de la digestión con enteroquinasa, carril 3: marcador de peso molecular, carril 4: percolado/fracción no 
unida, carriles 5 – 7: fracciones de lavado, carriles 8 – 10: fracciones de elución. 

 

5.33 Evaluación de la actividad de Scygonadin FLEX 
 

Las fracciones que solo contenían la proteína Scygonadin FLEX que fueron obtenidas 

de su expresión con CusF3H+ y SmbP se dializaron por separado en 50 mM Tris, pH 8.05 

y se evaluaron mediante un ensayo en placa (ensayo preliminar). Las placas con LB se 

sembraron con E. coli y S. aureus y a cada una se le añadieron discos de papel filtro con 

la proteína absorbida, las placas se incubaron a 37 oC durante 16 horas. Después de la 

incubación se analizaron las placas en busca de halos de inhibición. Los resultados no 

mostraron la presencia de halo.  

La Scygonadin obtenida con SmbP se envaluó contra S. aureus, se utilizaron una 

serie de concentraciones del antimicrobiano (40, 20, 10, 5, and 2.5 μM), el efecto 

antimicrobiano se observó a la concentración de 40 μM. 

 

 A continuación, se muestra un resumen de las proteínas y péptidos reportados en 

este proyecto:
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Tabla 28. Resumen de resultados reportados en el proyecto. 

Proteína Tag Sistema de expresión Método de 
purificación Evaluación de actividad 

Brazzein 

CusF3H+ 

Como monómero en E. coli SHuffle 

IMAC + AE Sin actividad detectable. 

SmbP IMAC + AE 
IMAC + SEC 

Sin actividad detectable 
a una concentración de 

0.147 mg/mL. 

MCL 

CusF3H+ 
Como monómero en E. coli SHuffle y Origami. Se 

expresó como cuerpos de inclusión. N/A N/A SmbP 
PelB_SmbP 

SmbP Como monómero en E. coli SHuffle utilizando el medio 
Native Folder. IMAC + AE Sin actividad detectable 

a 0.150 mg/mL. 

Scygonadin 

CusF3H+ 

Como monómero en E. coli SHuffle 

IMAC N/A 

SmbP IMAC 
Actividad 

antimicrobiana a 4.23 
μM contra S. aureus. 

PelB_SmbP N/A N/A 

Brazzein3XNG 

CusF3H+ Como tándem de expresión en E. coli SHuffle. Con 3 
repeticiones de brazzein separados por el sitio de 

hidroxilamina. Al observase una mejor expresión con 
SmbP, se continuó solo con este sistema. 

N/A N/A 

SmbP IMAC + AE Sin actividad detectable 
a 0.450 mg/mL. 

Rattusin2XNG 
CusF3H+ Como tándem de expresión en E. coli SHuffle y Origami. 

Con 2 repeticiones de rattusin separados por el sitio de 
hidroxilamina. Se expresó como cuerpos de inclusión. 

N/A N/A 
SmbP 

Rattusin3XNG 
CusF3H+ Como tándem de expresión en E. coli SHuffle y Origami. 

Con 3 repeticiones de rattusin separados por el sitio de 
hidroxilamina. Se expresó como cuerpos de inclusión. 

N/A N/A 
SmbP 
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Proteína Tag Sistema de expresión Método de purificación Evaluación de 
actividad 

Brazzein Flex 

CusF3H+ Como tándem de expresión en E. 
coli SHuffle. Con 3 repeticiones de 

brazzein separadas cada una por una 
secuencia flexible (GGGGS)3. En la 

microexpresión o se detectó 
expresión con PelB_SmbP. 

IMAC Sin actividad 
detectable. 

SmbP IMAC 

Sin actividad 
detectable a una 

concentración de 0.147 
mg/mL. 

PelB_SmbP N/A N/A 

Scygonadin FLEX 

CusF3H+ Como tándem de expresión en E. 
coli SHuffle. Con 2 repeticiones de 

Scygonadin separadas cada una por 
una secuencia flexible (GGGGS)3. 
Solo se continuó con el sistema 

SmbP. 

IMAC N/A 

SmbP IMAC 
Actividad 

antimicrobiana a 40 
μM contra S. aureus. 

PelB_SmbP N/A N/A 

Hepcidin FLEX 

CusF3H+ Como tándem de expresión en E. 
coli SHuffle. Con 3 repeticiones de 
Hepcidin separadas cada una por 

una secuencia flexible (GGGGS)3. En 
la microexpresión no se detectó 

expresión con PelB_SmbP. 

IMAC, sin aparición de 
banda esperada. N/A 

SmbP 

IMAC, después de la 
remoción del tag, la 

banda no coincidió con 
el peso esperado. 

N/A 

PelB_SmbP N/A N/A 
IMAC: Cromatografía por afinidad a iones metálicos; AE: Cromatografía por Intercambio aniónico; SEC: Cromatografía de exclusión por tamaño. 
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CAPÍTULO 6 

 

6. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

En este proyecto se propuso un sistema de expresión en el citoplasma de Escherichia 

coli de proteínas que contienen múltiples enlaces disulfuro y que se expresaron con la 

ayuda de las proteínas de fusión CusF3H+ y SmbP. 

 

Utilizando la base de datos UNIPROT se obtuvo la secuencia de aminoácidos que 

codifican para la proteína Brazzein (UNIPROT P56552). De los 54 aminoácidos que la 

conforman se decidió tomar la forma menor que consta de 53 aminoácidos y que carece 

del ácido piroglutámico en su extremo N-terminal ya que esta forma ha demostrado un 

mayor poder edulcorante [15,44]. Además en la secuencia se respetaron los 

aminoácidos His30, Glu40 y Glu35 ya que en el 2015 Kwang-Hoon y colaboradores 

indicaron que estos aminoácidos son críticos para la dulzura de la proteína y que el 

aminoácido Gln16 es necesario para la integridad estructural de la proteína [45]. En el 

caso de Miraculin la secuencia se obtuvo de la misma base de datos (UNIPROT P13087) 

respetando los 121 aminoácidos que la conforman. La secuencia de Scygonadin y 

Hepcidin se obtuvieron de la base de datos DBAASP y se confirmaron con la base de 

datos UNIPROT las cuales están identificadas con los siguientes números de 

identificación DBAASP 8766 y UNIPROT Q5D710 para Scygonadin; DBAASP 2042 y 

UNIPROT Q8MJ80 para Hepcidin [28]. 
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La secuencia de aminoácidos que codifica para todos los genes fue optimizada y 

sintetizada para su expresión en E. coli; ya que la optimización permite que la secuencia 

de ADN tenga los codones más comunes utilizados por el microorganismo hospedero y 

conlleva al aumento en los niveles de expresión de la proteína [46]. 

 

Una de las desventajas de E. coli es que aquellas proteínas que necesiten 

modificaciones post-traduccionales como la formación de puentes disulfuro se 

formarán como proteína insoluble, sobre todo si el ambiente en el que producen no es 

adecuado. Por lo anterior para la expresión de las proteínas se utilizó la cepa E. coli 

SHuffle. Ya que al tener inhibidas las vías de glutatión reductasa y tiorredoxina reductasa 

permite que el citoplasma mantenga un estado oxidado lo que propicia la formación de 

los enlaces disulfuro tal como lo probó Lobstein en el 2009 para las proteínas luciferasa 

y uroquinasa. Además, esta cepa al contar con la enzima disulfuro isomerasa DsbC 

mezcla los enlaces disulfuro mal oxidados permitiendo que la proteína en cuestión se 

plegue correctamente como en el caso de vtPA [5]. El uso de esta cepa es una ventaja, 

ya que al estar genéticamente modificada establece un ambiente favorable para 

aquellas proteínas que contienen enlaces disulfuro. De otra manera se tendría que llevar 

a cabo una co-expresión de las enzimas necesarias para la formación de los enlaces, tal 

y como lo probó Nguyen en el 2011 [3].  

 

Por otra parte, se ha reportado que E. coli es incapaz de realizar modificaciones post-

traduccionales como las N-glicosilaciones, lo que da a lugar a la formación de cuerpos 

de inclusión que tendrían que ser replegados de manera in vitro para poder obtener la 

proteína [47]. Miraculin posee 2 sitios de glicosilación, sin embargo, en el 2013 Takai y 

colaboradores reportaron que estas modificaciones no son esenciales para la actividad 

de la proteína, a diferencia de los puentes disulfuro los cuáles sí son necesarios para la 

actividad [20]. 
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Tomando en cuenta los resultados obtenidos por Vargas-Cortez y colaboradores en 

el 2017, el uso CusF3H+ como proteína de fusión permite la obtención de proteína 

altamente soluble, facilita la etapa de purificación, permite una rápida remoción de la 

etiqueta de afinidad y aumenta los rendimientos de la proteína de interés[8]. La 

producción de proteína altamente soluble se puede observar en la Figura 13, carriles 5 

y 7 para CusF3H+_Brazzein; y carriles 9 y 11 para CusF3H+_MCL en donde se aprecia 

una gran banda de expresión en la fracción soluble y prácticamente una nula formación 

de cuerpos de inclusión (carriles 6, 8, 10 y 12). La baja formación de cuerpos de inclusión 

se debe a varios factores; el principal es el uso de la proteína de fusión, sin embargo, 

esto también se debe a la temperatura de inducción de la proteína y a la optimización 

de la secuencia [5,48]. 

 

La Figura 15 muestra la primera purificación por afinidad a Ni(II) de 

CusF3H+_Brazzein, en donde el imidazol solo se utilizó en la solución amortiguadora de 

elución (200 mM) y en la que se puede notar que no hay pérdida de la proteína en el 

percolado y la fracción de lavado lo que indica que la proteína es altamente afín a la 

resina cargada con Ni(II), sin embargo se puede apreciar la unión de otras proteínas de 

E. coli. De ahí se decidió hacer una segunda purificación pero utilizado concentraciones 

de imidazol desde la lisis (5 mM), en el lavado (10 mM) ya que el imidazol compite con 

los sitios de coordinación presentes en el Ni(II) y desplaza a aquellas proteínas que no 

son tan afines al metal [8]. Es por lo que en la Figura 17 se logra apreciar la disminución 

de las proteínas contaminantes, sobre todo en las últimas fracciones de elución, 

obteniendo un % de pureza del 85% lo que es muy similar con los resultados de 

CusF3H+_GFP con un 74% de pureza [8]. 

 

Debido a que se pretende que la proteína Brazzein sea una alternativa de 

edulcorante natural para los humanos, la inocuidad de la proteína es necesaria; por lo 

que es de suma importancia la remoción de cualquier endotoxina que pueda estar 

presente. Tomando en cuenta lo anterior una de las técnicas cromatográficas más 
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empleadas para la remoción de endotoxinas es la cromatografía por intercambio 

aniónico ya que es una técnica de separación rápida y no requiere el uso de solventes. 

CusF3H+_Brazzein al tener una caga negativa compite con las endotoxinas por los sitios 

de unión, los cuales eventualmente se saturan. Aquellas proteínas que no interaccionan 

con la resina capturan a las endotoxinas y por lo tanto eluyen de la columna [49]. Una 

vez realizada esta técnica se pudo apreciar en el gel de poliacrilamida (Figura 19) la 

disminución de contaminantes proteínicos de entre los cuales se pudieron encontrar las 

endotoxinas.  

 

Una dificultad que se presentó con esta proteína (CusF3H+_Brazzein) fue en la 

digestión con la enzima enteroquinasa, ya que no se lograba la digestión de la proteína, 

e incluso se llegó a observar la aparición varias bandas que no coincidían con el peso de 

SmbP ni de Brazzein (Figura 21).  Aunque el sitio de reconocimiento de la enteroquinasa 

es DDDDK, se sabe que la enzima no exhibe alta rigurosidad en su especificidad para 

esta secuencia [50]. Lo que podría explicar que la digestión no se lleve al 100% y que 

haya aparición de otras bandas. 

 

Con base en los resultados anteriores, se decidió probar con la proteína de fusión 

SmbP (Small metal-binding Protein) la cual, al igual que CusF3H+ posee capacidad de 

unión a iones Ni (II) y su bajo peso molecular (9.8 kDa) permite el aumento en los 

rendimientos de la proteína de interés [10].  La microexpresión de SmbP_Brazzein fue 

muy similar a la de CusF3H+_Brazzein, en donde toda la proteína se obtuvo en la 

fracción soluble. En la purificación se siguieron las mismas condiciones utilizadas con 

CusF3H+ en donde las soluciones amortiguadoras contenían 5 mM, 10 mM y 200 mM 

de imizadol para así aumentar la pureza en las fracciones de elución (Figura 24), 

obteniendo un 87% de pureza de la proteína y un rendimiento de 6.56 mg/mL. Estos 

resultados son muy parecidos a los que se obtuvieron en el 2010 por Hoog Kong y 

colaboradores quienes reportaron un rendimiento de 6.7 mg/L de Brazzein al expresarla 

en E. coli con PelB como péptido señal [15]. En este proyecto también se analizó la 
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expresión utilizando PelB como péptido señal, la construcción se realizó utilizando SmbP 

como proteína de fusión (PelB_SmbP). Es importante que la expresión con PelB_SmbP 

es favorable pero no se compara con la expresión citoplasmática de CusF3H+_Brazzein 

y SmbP_Brazzein. 

 

Para separar Brazzein de la proteína de fusión SmbP de utilizaron dos técnicas, la 

primera fue una cromatografía de exclusión por tamaño, una técnica que además de 

separar ambas proteínas, permite la remoción de otras impurezas e indica la estructura 

cuaternaria que éstas pueden formar [51]. De acuerdo con los tamaños de ambas 

proteínas, SmbP de 9.8 kDa eluye primero ya que es más grande que Brazzein (6.37 

kDa); las proteínas eluyeron a los 19.27 mL y 20.31 mL (Figura 25) respectivamente, lo 

que coincide con los volúmenes de elución esperados, ya que un estándar de Citocromo 

C (12.4 kDa), eluye a los 18.033 mL, por lo que se esperaba que SmbP y Brazzein eluyeran 

después de este volumen. En el caso de Brazzein se concluye que es un monómero de 

6.37 kDa, lo que coincide con lo reportado en el 2016 por Neiers y colaboradores [52]. 

 

La segunda técnica fue la cromatografía por intercambio aniónico, que como se 

mencionó anteriormente es una técnica utilizada para remover endotoxinas, pero que 

además permite separar las proteínas de acuerdo a su punto isoeléctrico (pI) [49]. En 

este caso el pI de Brazzein es de 6.71 mientras que el de SmbP es de 6.11. Al estar en 

una solución de 50 mM Tris, pH 8 las proteínas se encuentran cargadas positivamente 

por lo que la adición de 50 mM Tris, 1 M NaCl desplaza las proteínas cuyo pI se encuentra 

más cercano al pH de la solución, es por eso que Brazzein eluye primero que SmbP [53]. 

 

Con base en los resultados de actividad de Brazzein, no fue posible detectar la 

actividad dulce similar a la dulzura de la sacarosa, pero si se percibió un sabor diferente. 

La falta de similitud con la dulzura de la sacarosa se puede deber a que 0.147 mg/mL de 

proteína solo representan una concentración de 0.02 mM de Brazzein. En el 2006, Berlec 

y colaboradores produjeron Brazzein en E. coli y determinaron que 0.1 mM de Brazzein 
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fue detectada por el panel y comparable a una solución de sacarosa entre 0.1 – 0.5 M 

[54]. De acuerdo con lo anterior se piensa que la actividad pudiera ser detectada si se 

obtuviera al menos 1 mg/mL de Brazzein.  

 

  En el caso de MCL, ésta fue expresada tanto en CusF3H+ como en SmbP, como ya 

se mencionó anteriormente en la Figura 13 (carriles 9 y 11) se obtuvo una banda de 

proteína soluble y del peso esperado (32.07 kDa). Sin embargo, en el proceso de 

purificación no se obtuvo la proteína. Analizando el SDS-PAGE (Figura 30) nos dimos 

cuenta de que la proteína no estaba presente desde el paso de la obtención del 

clarificado. Por lo anterior, se tomó una muestra de los restos celulares y se analizó por 

SDS-PAGE y fue ahí en donde se encontraba la proteína.  

 

Cuando la proteína se localizó en los restos celulares, se pensó que podía deberse 

a una lisis insuficiente de la bacteria, por lo que se decidió utilizar una combinación de 

métodos para la lisis celular que incluyen la incubación con lisozima, la cual hidroliza la 

pared celular;  y el Triton X-100, un detergente no-iónico que ayuda en la lisis celular, y 

un método físico como la lisis con perlas de vidrio [55,56]. A pesar de la combinación 

de estos métodos, la proteína permaneció en el residuo celular. 

 

Otro método que se llevó a cabo para recuperar CusF3H+_MCL de los restos 

celulares fue aumentar la concentración de NaCl, ya que las proteínas son más estables 

en altas concentraciones de NaCl a 4 °C y continuando con la adición de tritón por lo 

mencionado anteriormente [57]. Nuevamente el resultado fue negativo como se puede 

apreciar en la Figura 32.  

 

Cómo ultima opción se decidió llevar a cabo la extracción con detergentes iónicos. 

El sarcosil es un agente solubilizante que ayuda en el replegamiento de proteínas, la 

concentración más utilizada es de 0.3%, que fue la utilizada en este experimento. A 

parte del sarcosil, se agregó un surfactante switteriónico como el CHAPS, el cual 
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también es muy utilizado para solubilizar proteínas en una concentración de 1% del 

volumen total [58].  Al igual que con los otros métodos, la proteína sigue en los residuos 

celulares. 

 

Estos resultados desfavorecedores indican que la proteína se encuentra como 

cuerpos de inclusión. Analizando los resultados de la microexpresión de CusF3H+_MCL 

parecía que la proteína se encontraba en la fracción soluble, esto se pudo deber a que 

la preparación de la muestra se llevó a cabo a 100°C por 10 minutos con buffer de carga 

que contiene SDS. Analizando la literatura se ha descrito que el SDS es un detergente 

que solubiliza y desnaturaliza las proteínas [58]. Todos los métodos anteriores también 

se probaron con SmbP_MCL sin embargo de igual manera los resultados fueron 

negativos. 

 

El porqué de la expresión de CusF3H+_MCL como cuerpos de inclusión aún no se 

sabe. Por lo que se llegó a pensar que el sistema de expresión en E. coli SHuffle no estaba 

funcionando para esta proteína en particular. Se decidió utilizar otra cepa de E. coli que 

también tiene la capacidad de formar cuerpos de inclusión en el citoplasma: 

Origami2(DE3). Origami2(DE3) es una cepa de E. coli que esta modificada 

genéticamente, la cual tiene inhibidas las vías de la glutatión y tiorredoxina reductasa y 

a diferencia de SHuffle, Origami no tiene la disulfuro isomerasa DsbC [59]. Para este 

experimento se utilizaron las condiciones para la extracción de MCL reportadas en el 

2009 por Matsumaya y colaboradores, en donde el sedimento celular se incuba con 

lisozima y después lisa por sonicación durante 16 minutos, en nuestro caso la lisis se 

hizo con perlas de vidrio durante 20 minutos, sin embargo no se logró la extracción de 

la proteína [60].  

 

Al seguir obteniendo los resultados negativos se realizó una construcción con 

PelB_SmbP_MCL ya que de acuerdo con los resultados obtenidos por Pérez y 

colaboradores (2021) es posible expresar proteínas eucariotas con puentes disulfuro 
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utilizando el péptido PelB y la proteína de fusión SmbP y lo más importante obtenerlas 

en forma soluble [12]. Al analizar las microexpresiones de PelB_SmbP_MCL expresadas 

en BL21(DE3) mostraron una banda que coincidía con el peso esperado (32.07 kDa) lo 

que resultó ser positivo, sin embargo, al escalar la expresión a 500 mL la proteína 

permaneció en los restos celulares. 

 

Finalmente se llevó la expresión en un nuevo medio de cultivo Native Folder™, es 

un medio de cultivo para bacterias que fue formulado especialmente para promover el 

plegamiento y la expresión de proteínas recombinantes solubles en E. coli. Este medio 

contiene compuestos que previenen la agregación y el mal plegamiento de las proteínas 

durante la expresión. Las especificaciones del medio consistían en un crecimiento a 37 

°C hasta una DO600 de 0.9, una vez alcanzada esta densidad óptica se bajó la temperatura 

a 20 °C y se continuó el crecimiento hasta una DO600 1.4; la inducción se llevó con 0.1 

M IPTG a 20 °C por 16 horas. Después de la expresión las muestras se calentaron con 

buffer de carga a 95 °C por 5 minutos y se analizaron por SDS-PAGE. Dado los falsos 

positivos que se habían presentado anteriormente al calentar las muestras, se decidió 

tomar una muestra y lisarla con perlas de vidrio. Como se pudo apreciar en la Figura 35, 

CusF3H+_MCL y SmbP_MCL se expresan en este medio pero más importante se 

lograron obtener de forma soluble. Cabe mencionar que se obtiene una mayor cantidad 

de proteína soluble con SmbP. 

Aunque no se conocen exactamente los componentes del medio de cultivo Native 

Folder™, se han reportado algunos aditivos para el plegamiento de las proteínas entre 

los cuales destacan: agentes caotrópicos como la urea o clorhidrato de guanidina en 

bajas concentraciones, aminoácidos como glicina, arginina y prolina, alcoholes 

polihídricos y azúcares como el polietilenglicol, glicerol, sorbitol y sacarosa, entre otros 

[61,62].  

Al poder obtener SmbP_MCL de forma soluble se llevó a cabo la expresión, 

purificación y evaluación de la actividad de MCL. Antes de la evaluación de la actividad 
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de Miraculin, la proteína se dializó con una solución de 170 mM NaCl, ya que en el 2009 

Matsumaya y colaboradores reportaron que MCL no es soluble en agua, lo que indica 

una inestabilidad estructural debido a la falta de glicosilaciones, además también 

reportaron que el NaCl a esa concentración no tiene un efecto en la actividad 

modificadora del sabor de MCL [60]. Al hacer el ensayo no se detectó actividad 

modificadora del sabor. Con los resultados obtenidos no se puede saber si esto se debe 

a la poca concentración de proteína, al sistema de expresión o a la falta de 

modificaciones post-traduccionales de la proteína.  

Scygonadin ha sido previamente expresada en E. coli BL21(DE3) utilizando el vector 

de expresión pTRc-CKS y purificándola por IMAC en donde obtuvieron 97. 5 mg/L de 

cultivo celular [29]. Sin embargo, no se menciona la formación de los enlaces disulfuro, 

ya que esta cepa de expresión no puede formarlos en el citoplasma. En este proyecto 

se obtuvieron casi 40 mg/L de SmbP_Scygonadin y 50 mg/L de CusF3H+_Scygonadin 

utilizando una columna de 1 mL, esto puede deberse a que la columna solo puede unir 

alrededor de 40 mg de proteína, por lo cual ésta se saturó. Esto se puede comprobar en 

las Figuras 42 y 44 en donde se puede apreciar que hay pérdida de la proteína en la 

fracción no unida y en las fracciones de lavado. Por lo tanto, el uso de una columna más 

grande pudiera aumentar la cantidad final de proteína. Este mismo sistema de expresión 

ha sido evaluado con otros péptidos catiónicos como SmbP_Bin1b (4.4 mg/L), 

SmbP_VpDef (5.28 mg/L), and SmbP_LL-37 (3.6 mg/L) [39–41] En este proyecto se 

obtuvo casi 10 veces más proteína (SmbP_Scygonadin) que los otros antimicrobianos lo 

cual puede deberse a la naturaleza de cada péptido. 

El análisis de la actividad de Scygonadin obtenida con CusF3H+ y SmbP se realizó en 

dos partes. La primera con un análisis de inhibición del crecimiento con filtros 

embebidos con antimicrobiano y colocados en placas de Petri con LB y los 

microorganismos de prueba: E. coli y S. aureus; y la segunda prueba se realizó mediante 

el análisis de la concentración mínima inhibitoria (MIC) contra S. aureus. Con la primera 

prueba no se observó un halo de inhibición, pero cabe mencionar que la proteína 
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evaluada no era recién obtenida lo que pudo influir en los resultados. Se llevó a cabo un 

segundo lote de expresión y purificación de SmbP_Scygonadin y al obtener la proteína 

separada de la de fusión se realizó el análisis MIC, para esta prueba se utilizó una 

concentración inicial de 8 μM y a partir de ella se hicieron diluciones hasta una 

concentración final de 0.5 μM aproximadamente. El resultado de este experimento 

mostró inhibición de la actividad antimicrobiana de Scygonadin contra S. aureus a 4.23 

μM, cabe mencionar que anteriormente se ha reportado actividad bactericida de 

Scygonadin contra S. aureus a una concentración entre 7.5 – 15 μM al ser expresada en 

E. coli por lo que en este proyecto se ha detectado el mismo efecto a una concentración 

mucho menor [29].   

Varios factores pueden contribuir a este resultado; la influencia de la proteína de 

fusión en el plegamiento y la estabilidad es un aspecto crucial, donde los cambios 

pueden conducir a un plegamiento incorrecto, agregación o degradación proteolítica, 

impactando así la actividad biológica [63]. La ruptura proteolítica completa también es 

importante ya que la separación parcial del péptido de interés de la proteína de fusión 

produce una interferencia con la función del péptido o el enmascaramiento de su sitio 

de unión [64]. El procesamiento posterior, incluida la purificación, puede inducir estrés 

en el péptido, afectando su actividad [65]. 

Una de las estrategias para aumentar la cantidad de proteína es mediante tándems 

multiméricos, en donde una secuencia de interés se repite varias veces. En el caso de 

Brazzein se diseñó un tándem con 3 repeticiones de la secuencia y entre cada secuencia 

se colocaron los residuos N y G ya que son el sitio de reconocimiento de la hidroxilamina 

[66].  

En el caso de los péptidos antimicrobianos ya se han reportado expresiones en 

forma de tándem, por ejemplo en el 2008 Zhou y colaboradores expresaron el péptido 

CM4 en E. coli con 3 repeticiones; en el 2006 Zhon y colaboradores expresaron en E. coli 

un tándem de 2 repeticiones con el péptido hBD2; Rao y colaboradores en el 2005 

expresaron en E. coli el péptido hPAB-β con 3 repeticiones y en el 2004 Sun y 
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colaboradores el péptido Bin1B en E. coli con 2 repeticiones [31,67–69].  

La expresión de los tándems es a prueba y error, un mayor número de repeticiones 

no garantiza una mayor expresión del péptido como lo reportó Zhon en el 2006 con el 

péptido hBD2 en donde un tándem de dos repeticiones del péptido se expresaba más 

que el péptido solo, pero menos que un tándem de tres y cuatro repeticiones [68]. 

Tomando en cuenta lo anterior, se diseñaron dos tándems de Rattusin, uno que 

contenía 2 repeticiones de la secuencia y otro con 3 repeticiones. 

En el caso de Brazzein3xNG se pudo expresar y purificar, sin embargo, cuando se 

hizo la reacción con hidroxilamina no se lograba visualizar las bandas de cada proteína, 

por lo que se decidió evaluar su actividad en forma de tándem, sin embargo, al igual que 

el monómero evaluado anteriormente, no tuvo actividad. 

Rattusin2xNG y Rattusin2xNG fueron incapaces de expresarse tanto en E. coli 

SHuffle como en Origami2(DE3), con las proteínas de fusión CusF3H+ y SmbP. Incluso se 

evaluaron diferentes condiciones de expresión (25 °C/16 horas, 37 °C/4 horas y 37°C/16 

horas). Estas proteínas también se expresaron en E. coli BL21(DE3) con PelB_SmbP sin 

embargo no se observó expresión de los tándems. 

La última estrategia de expresión consistió en el uso de uniones flexibles y tándems. 

Como se mencionó con anterioridad el uso de tándems multiméricos se utiliza para 

aumentar la cantidad de proteína traducida por los ribosomas, además el uso de 

uniones flexibles permite el plegamiento de cada monómero al disminuir la velocidad 

con la que se traduce cada proteína o péptido [21,36].  

Brazzein es una proteína con la que se obtuvieron muy buenos resultados de 

expresión y purificación utilizando cualquiera de las estrategias antes mencionadas 

(expresión monomérica y por tándem con sitios NG) por lo que la expresión en tándem 

con uniones flexibles no fue la excepción. La Figura 58 mostró que efectivamente es 

posible obtener Brazzein FLEX con CusF3H+ y SmbP como porteínas de fusión y que 

además es posible expresarla a 17 °C y a 37 °C, sin embargo, los resultados se ven 
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favorecidos con SmbP.  

En cuanto a la expresión de CusF3H+_Scygonadin FLEX y SmbP_Scygonadin FLEX las 

condiciones que favorecieron ambas expresiones fueron a bajas temperaturas (17°C) ya 

que como se ha mencionado anteriormente por Francis y colaboradores la disminución 

de la temperatura de expresión entre los 18 y 25 °C mejora la solubilidad de las proteínas 

recombinantes ya que las células disminuyen la velocidad con la que las proteínas están 

siendo traducidas [70]. Esta tendencia también se obtuvo al expresar Hepcidin FLEX 

(Figura 64) en donde la banda que representa su expresión es más intensa a esta 

temperatura al estar fusionada con SmbP.  

Analizando los resultados de la purificación por tándems con uniones flexibles de 

CusF3H+_Scygonadin FLEX y SmbP_Scygonadin FLEX se obtuvieron 36.35 mg/L y 42.35 

mg/L respectivamente, comparándolos con las expresiones de sus monómeros se 

obtuvo una concentración de proteína muy similar (CusF3H+_Scygonadin: 49.84 mg/L y 

SmbP Scygonadin: 38.38 mg/L). Cabe mencionar que, aunque las concentraciones son 

muy parecidas entre la proteína purificada como monómero y la purificada en tándem 

FLEX al separarlas los rendimientos son más altos para las construcciones FLEX.  

Finalmente, se evaluó Scygonadin FLEX producida con SmbP como porteína de 

fusión. Al obtener la proteína separada de la de fusión se realizó el análisis MIC, la 

concentración inicial fue de 40 μM y a partir de ella se hicieron diluciones hasta una 

concentración final de 2.5 μM aproximadamente. El resultado de este experimento 

mostró inhibición de la actividad antimicrobiana de Scygonadin FLEX contra S. aureus a 

40 μM, 10 veces más concentrada de Scygonadin. Incluso cuando se obtuvo más 

Scygonadin FLEX después de la purificación con IMAC se necesita una mayor 

concentración de esta para alcanzar la actividad antimicrobiana. Una MIC más alta 

observada en un péptido antimicrobiano dimérico en comparación con su homólogo 

monomérico puede atribuirse a varios mecanismos potenciales [71]. El aumento del 

tamaño del dímero puede impedir la penetración efectiva y la alteración de la 

membrana bacteriana, disminuyendo en última instancia su eficacia antimicrobiana. 
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Además, la estructura dimérica puede proteger a grupos funcionales cruciales 

responsables de la interacción con la membrana, como los residuos hidrofóbicos o 

catiónicos, reduciendo así su afinidad de unión a la membrana [72]. No existen reportes 

previos sobre la expresión de Scygonadin como una repetición en tándem utilizando 

secuencias flexibles y los efectos sobre su actividad antimicrobiana. Los resultados de 

este trabajo podrían ayudar a otros a decidir si la estrategia de repetición en tándem es 

el método adecuado para la producción de péptidos antimicrobianos, ya que aumenta 

la cantidad de proteína, pero disminuye un poco su actividad. 
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CAPÍTULO 7 

 

7. CONCLUSIONES 

 

• Se logró la construcción de los plásmidos con las proteínas de fusión CusF3H+, SmbP 

y PelB_SmbP y las proteínas de interés Brazzein, Miraculin, Scygonadin, 

Brazzein3xNG, Rattusin2xNg, Rattusin 3xNG, Brazzein FLEX, Scygonadin FLEX y 

Hepcidin FLEX. 

• Se obtuvo la correcta expresión en E. coli de las proteínas CusF3H+_Brazzein y 

SmbP_Brazzein, puesto que se observa la aparición de nuevas bandas que 

corresponden al peso molecular deseado. 

• Se logró la purificación de la proteína CusF3H+_Brazzein mediante cromatografía 

por afinidad a Ni(II), con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol como solución 

amortiguadora de lisis, 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol como solución 

amortiguadora de lavado y 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol como 

solución amortiguadora de elución. 

• Se purificó la proteína CusF3H+_brazzein mediante cromatografía de intercambio 

aniónico, permitiendo la obtención de proteína altamente pura. 

• No fue posible separar la proteína de fusión CusF3H+ de Brazzein 

• Se logró la purificación de la proteína SmbP_Brazzein mediante cromatografía por 

afinidad a Ni(II), con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol como solución 

amortiguadora de lisis, 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol como solución 
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amortiguadora de lavado y 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol como 

solución amortiguadora de elución. 

• Se separaron las proteínas SmbP y Brazzein mediante cromatografía de intercambio 

aniónico. 

• No se detectó actividad dulce de Brazzein a una concentración de 0.02 mM. 

• CusF3H+_MCL y SmbP_MCL se expresan como cuerpos de inclusión en E. coli SHuffle 

y en E. coli Origami2(DE3). 

• No es posible recuperar SmbP_MCL expresándola con PelB como péptido señal en 

la cepa E. coli BL21(DE3). 

• Es posible obtener proteína soluble de CusF3H+_MCL y SmbP_MCL solo si se expresa 

en el medio de cultivo Native Folder. 

• No se detectó actividad modificadora del sabor de MCL a una concentración de 

0.0065 mM. 

• Se logró la purificación de las proteínas CusF3H+_Scygonadin y SmbP_Scygonadin 

mediante cromatografía por afinidad a Ni(II), con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH. 

8.05 como solución amortiguadora de lisis y de lavado y 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 

200 mM imidazol como solución amortiguadora de elución. 

• La reacción con enteroquinasa permitió la separación de Scygonadin de ambas 

proteínas de fusión. 

• No se detectó halo de inhibición con la proteína Scygonadin contra E. coli y S. aureus. 

• Scygonadin expresada con SmbP mostró una actividad bactericida a una 

concentración de 4.23 μM. 

• Es posible expresar Brazzein en forma de tándem multimérico sin embargo no es 

posible separar los monómeros de Brazzein al digerir con hidroxilamina.  

• Brazzein3X no tiene actividad si se evalúa como tándem multimérico. 

• No es posible expresar los tándems multiméricos de Rattusin con ninguna de las dos 

proteínas de fusión ni en dos cepas diferentes de E. coli, ni utilizando el péptido señal 

PelB. 
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• La estrategia de tándems multiméricos con uniones flexibles evidenció que Brazzein 

FLEX se expresa correctamente tanto a 17 oC como a 37 oC. Sin embargo, las mejores 

condiciones son a 17 oC expresándola con SmbP como proteína de fusión. 

• No se detectó actividad dulce de Brazzein FLEX a una concentración de 0.147 

mg/mL. 

• Hepcidin FLEX se expresa a 17 oC con ambas proteínas de fusión, pero a 37 oC solo se 

expresa con SmbP. 

• Scygonadin FLEX solo se expresa a 17 oC con ambas proteínas de fusión, aunque la 

mejor expresión se da con SmbP. 

• Scygonadin FLEX no mostró halo de inhibición al evaluarse contra Escherichia coli y 

Staphylococcus aureus. 

• Scygonadin FLEX expresada con SmbP mostró una actividad bactericida a una 

concentración de 40 μM. 

• Aunque no se obtuvo actividad de todas las proteínas expresadas y purificadas en 

este proyecto, se acepta la hipótesis de que el uso de CusF3H+ y SmbP como 

proteínas de fusión aumentan la solubilidad y facilitan el proceso de purificación de 

proteínas recombinantes con enlaces disulfuro expresadas en el citoplasma de 

Escherichia coli. 
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CAPÍTULO 8 

8. PERSPECTIVAS 
 

Dentro de las perspectivas de este proyecto se sugiere volver a producir las 

proteínas para evaluar nuevamente la actividad de cada una. 

 

Otra de las perspectivas es comenzar con la expresión utilizando las fermentaciones 

FED-BATCH o la fermentación continua para aumentar la biomasa y por lo tanto 

aumentar la concentración de proteínas. 

 

En el caso de las proteínas dulces, sería interesante utilizar otros hospederos como 

Bacillus subtilis el cual forma parte de la lista GRAS o incluso el uso de levaduras como 

Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris. 

 

Finalmente, para los péptidos antimicrobianos se sugiere evaluar contra otras 

bacterias patógenas como todo el grupo ESKAPE, además de bacterias resistentes 

aisladas de ambientes clínicos. 
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