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Resumen 

Las lacasas tienen gran importancia a nivel industrial debido a su alto potencial oxidativo e 

inespecificidad de sustrato, lo que permite su uso en procesos como el tratamiento de aguas 

residuales. El objetivo de este trabajo fue diseñar un medio económico para la producción de 

la lacasa rPOXA 1B de Pleurotus ostreatus en Pichia pastoris a escala de laboratorio. Se 

utilizaron dos Diseños Centrales Compuestos (DCC) con materias primas económicas con el 

fin disminuir los costos y producir enzima recombinante. La interacción de las variables mostró 

que la actividad lacasa máxima fue obtenida a las 168 horas (8771.605 ± 155.12 UL-1) cuando 

la concentración de glucosa USP, proteína de soya, extracto de malta, (NH4)2SO4, cloranfenicol 

y CuSO4 fue de 20, 40, 11.74, 4.72, 0.1 gL-1 y 1mM respectivamente.  La concentración 

obtenida para las variables (medio de cultivo de menor costo mejorado) fueron más altas en 

comparación a las previamente establecidas en el medio mejorado. La aplicación de la 

Metodología de Superficie Respuesta (MSR) resultó en un aumento del 69.94% de la actividad 

lacasa en comparación con el medio sin optimizar y 11.73% superior a la obtenida 

anteriormente en biorreactor de 10 L (VET 60%), además, se obtuvo una reducción de costos 

de 90.28%  y una disminución del valor de la unidad enzimática por litro de medio (UL-1) de 

91.43%, en comparación al medio previamente mejorado. 
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Diseño de un medio de cultivo de menor costo para la producción a escala de 

laboratorio de la lacasa recombinante POXA 1B de Pleurotus ostreatus en Pichia 

pastoris 

 

 

1. Introducción  

 

El desecho de efluentes industriales contaminados al ambiente es un problema de polución que 

se incrementa con el tiempo. Desde el descubrimiento del primer colorante sintético, más de 

100.000 nuevos colorantes han sido generados y actualmente, son usados por un amplio grupo 

de industrias, dentro de las que se incluyen: farmacéuticas, de cosméticos, de textiles, papeleras 

y de alimentos [1]. La gran mayoría de los compuestos producidos como los colorantes 

halógenos orgánicos adsorbibles y los compuestos fenólicos, tienen bajo rango de 

biodegradabilidad [2]; lo cual, hace difícil su control y aumenta la probabilidad de producir 

daños considerables por contaminación de los suelos [3] y aguas, debido a que la presencia de 

estos compuestos en los cuerpos de agua reduce la penetración de la luz, por consiguiente, los 

procesos fotosintéticos. Igualmente, se ha comprobado que algunos de los componentes de las 

aguas residuales han sido responsables de graves problemas de salud en animales y humanos y 

han afectado también las plantas, debido a sus efectos tóxicos y, carcinogénicos [4, 5]. 

 

Actualmente, se requieren tratamientos biológicos como alternativa económica y eco-

amigable, ya que, muchos de los métodos usados para el tratamiento de aguas tienen altos 

requerimientos de energía, son procedimientos complejos [4] y generan lodos conteniendo 

químicos tóxicos al finalizar el proceso [6]; lo que demuestra que las técnicas usadas son 

ineficientes y costosas [6].  La biotecnología propone respuestas a la necesidad de sustituir el 

uso de tratamientos químicos, al ser una alternativa para modificar y transformar materias 

primas [7]. 

 

El uso de microorganismos es una solución biotecnológica para el tratamiento de efluentes 

contaminados. Gran variedad de éstos, han sido reportados con la capacidad no sólo de 

degradación de algunos desechos como los colorantes, sino de detoxificarlos [1, 8], debido a la 

maquinaria enzimática con la que cuentan [7].  
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La producción de lacasas (EC 1.10.3.2), útiles para el biotratamiento de efluentes industriales 

contaminados con colorantes, se ha llevado a cabo utilizando hospederos heterólogos como 

Trichoderma reesei [9], Pichia methanolica [10], Yarrowia lipolytica [11], Saccharomyces 

cerevisiae [12] y Pichia pastoris [13]; sin embargo, para aumentar su producción y disminuir 

costos [14] se han tratado de sustituir los componentes usados en los medios de cultivo por ser 

reactivos de grado analítico (que en general son más costosos que los usados en otras 

industrias), por componentes económicos generalmente subproductos de otras industrias. 

 

Teniendo en cuenta que los costos de producción de un proceso a escala industrial son 

importantes [15]; el diseño de un medio de menor costo para la producción de la lacasa 

recombinante POXA 1B (rPOXA 1B) de Pleurotus ostreatus en P. pastoris hará más factible 

la producción de esta enzima y por lo tanto facilitará el desarrollo de un producto comercial (a 

escala industrial) que permita el tratamiento de efluentes industriales de una manera amigable 

con el medio ambiente. 

 

2. Marco teórico y antecedentes 

 

2.1. Lacasas 

 

Las lacasas también conocidas como p-benzodiol: dióxido oxidoreductasas son enzimas 

multicobre [16] capaces de oxidar compuestos fenólicos y sustratos similares, además, de 

reducir de manera simultánea el oxígeno molecular a agua [14]. En esta reacción, un electrón 

es eliminado del sustrato por un ion de cobre tipo 1 y es transferido a un grupo de cobre 

trinuclear; donde el oxígeno molecular es utilizado como aceptor de electrones [17], (Figura 

1). 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Ciclo catalítico de las lacasas. El sustrato es oxidado por el centro catalítico de cobre 

T1, el cual es reducido de cúprico a cuproso, luego, los electrones son transferidos al centro 
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trinuclear (T2 y T3) en donde se produce la reducción concomitante del oxígeno molecular a 

agua. Por cada 4 moléculas de sustrato a oxidar, se producen dos moléculas de agua. Tomada 

de [14].  

 

En la naturaleza, estas enzimas han sido aisladas de diversos organismos, en los cuales 

cumplen varias funciones biológicas, como participar en el proceso de esclerotización de la 

cutícula de los insectos, procesos de morfogénesis, homeostasis del cobre y biosíntesis de 

pigmentos en las bacterias [14]. Igualmente, en hongos, son responsables de la formación del 

cuerpo fructífero, pigmentación, morfogénesis, síntesis de sustancias húmicas en el suelo [7] 

y despolimerización de la lignina mediante la descomposición de la madera [17].  

 

Las lacasas son proteínas monoméricas con un peso molecular aproximado de 60 -70 kDa [7], 

pertenecen al grupo de enzimas ligninolíticas, las cuales se destacan por su baja especificidad 

por el sustrato [18]; razón por la cual, son usadas para un gran número de aplicaciones 

biotecnológicas, como deslignificación de la pulpa de celulosa, degradación de hidrocarburos 

policíclicos aromáticos, biorremediación de suelos, tratamiento de aguas, y decoloración y 

detoxificación de colorantes industriales [17]. Debido a que son producidas en organismos y 

microorganismos de forma natural y heteróloga, son relativamente económicas [8], lo que las 

hace una mejor alternativa frente a los procesos convencionales de tratamiento de desechos 

industriales.  

 

En el tratamiento de efluentes industriales, las lacasas fúngicas juegan un papel fundamental, 

debido a su gran potencial redox en comparación con las lacasas de plantas y bacterias [7], sus 

requerimientos básicos de funcionamiento, su alta estabilidad (en comparación a otras 

peroxidasas) y el amplio rango de aplicabilidad y uso especialmente en biorremediación [2, 19-

20]. Se ha reportado que estas moléculas son expresadas de manera extracelular [21-23] por 

diversos hongos de podredumbre blanca como Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor, 

Rigidoporus lignosus, Trametes villosa, Rhizoctonia solani y Ganoderma lucidum [14, 19, 24]; 

otorgándoles la capacidad de degradar lignina y ciertos compuestos xenobióticos [25]. 

 

Pleurotus ostreatus produce al menos 11 tipos de lacasas (isoenzimas), [14], dentro de las 

cuales, la POXA 1B ha sido ampliamente estudiada por su gran estabilidad a pH alcalino y alta 
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actividad enzimática en comparación con otras [2, 26]. Sin embargo, la obtención de esta 

enzima a partir del organismo nativo no cubre las necesidades de la industria, a causa de su 

producción en pocas cantidades y del tiempo prolongado que se requiere para el cultivo de 

hongos [21]. Así mismo, las técnicas de cultivo del microorganismo y purificación enzimática 

empleadas son costosas [16]. Por lo tanto, se ha optado por el uso de levaduras como Pichia 

pastoris para la expresión heteróloga de la enzima, ya que el crecimiento es rápido y pueden 

ser manipuladas genéticamente de manera sencilla, igualmente, el uso de estos 

microorganismos produce altos rendimientos y productividad; siendo este modelo de expresión 

heteróloga un sistema promisorio que puede ser escalado industrialmente [2].  

 

2.2. Pichia pastoris 

 

Pichia pastoris es una levadura usada como sistema de expresión de genes heterólogos 

altamente exitoso [27], debido a que puede ser fácilmente manipulada genéticamente, expresa 

altos niveles de proteínas extracelulares y realiza las modificaciones postraduccionales 

características de eucariotas, tales como glicosilaciones y formación de puentes disulfuro, entre 

otros [26, 28-29]. 

 

P. pastoris tiene la capacidad de crecer en medios básicos químicamente definidos, económicos 

y simples [28] y su preferencia por el metabolismo aerobio permite tener altas densidades 

celulares en comparación con otras levaduras fermentativas. Además, la secreción de las 

proteínas recombinantes [27] permite que el proceso de separación y purificación de la enzima 

sea mucho más sencillo [28, 30], por lo que el uso de esta levadura tiene algunas ventajas con 

relación a otros sistemas de expresión.  

 

Dado que la expresión de genes heterólogos requiere de un vector para la inserción del gen de 

interés, se hace necesario el uso de plásmidos con diferentes promotores [19]. En el Grupo de 

Biotecnología Ambiental e Industrial (GBAI) de la Pontificia Universidad Javeriana se usó el 

promotor de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (pGAP), (EC 1.2.1.12), para la 

expresión de la rPOXA 1B, ya que cuenta con beneficios al momento de la realización del 

proceso [13], los cuales serán enunciados en el numeral 2.3.  
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2.3. pGAP 

 

Actualmente, para la producción de proteínas recombinantes en organismos heterólogos se han 

utilizado diversos promotores según el tipo de proteína a producir y el organismo en el que se 

vaya a lleva a cabo. El promotor de la enzima alcohol oxidasa (AOX1), (EC 1.1.3.13) es uno 

de los más usados en P. pastoris por ser un promotor fuerte y altamente regulado [28], sin 

embargo, el promotor GAP es una excelente alternativa, dado que, no sólo se evita el uso 

reactivos tóxicos para el crecimiento celular, como el metanol [27, 28], (compuesto que en altas 

concentraciones es tóxico para las células), [31], sino que se eliminan los costos relacionados 

con el almacenamiento y control de estas sustancias [29]. Además, el uso del pGAP la favorece 

la expresión constitutiva del gen clonado [31]. 

 

Se ha reportado en varias investigaciones que el uso del sistema de expresión constitutivo 

usando el pGAPz aumenta el rendimiento y la eficiencia de la producción de proteínas 

recombinantes en comparación al sistema que utiliza el pAOX1 [26, 28]; siendo una estrategia 

promisoria para la producción en grandes cantidades de la proteína recombinante clonada. 

 

2.4. Medios de cultivo 

 

Los medios de cultivo aportan los requisitos nutricionales mínimos para el cultivo de un 

microorganismo, tales como una fuente de nitrógeno, una fuente de carbono y sales minerales 

[32], asegurando el funcionamiento de su maquinaria enzimática. Sin embargo, para propiciar 

las condiciones biofísicas y bioquímicas adecuadas para cada microorganismo, es necesario 

tener un balance apropiado de los componentes del medio de cultivo, teniendo en cuenta la 

selección de los nutrientes y sus concentraciones [33].  

 

Para la selección de fuentes de carbono y nitrógeno a utilizar en un medio de cultivo, se deben 

tener en cuenta al menos dos factores: los requerimientos nutricionales del microorganismo a 

cultivar [33] y los costos. El uso de materias primas económicas es uno de los aspectos 

fundamentales para disminuir costos en el momento de producir una molécula de interés, 

puesto que aproximadamente el 28% de los costos de operación son atribuidos a las materias 

primas [34]. 
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En varias investigaciones a partir de materias primas económicas se han producido proteínas 

recombinantes en Pichia pastoris bajo el control del promotor pGAP. Anane et al., (2016) 

demostraron la influencia de diferentes fuentes de nitr·geno para la producci·n de la ɓ-

fructofuranosidasa (EC 3.2.1.26), para ello evaluaron 3 medios de cultivo, un medio 

químicamente definido y los otros dos medios semidefinidos que contenían extracto de 

levadura en lugar de metales traza para Pichia (PTC), estos diferían entre si, en la concentración 

de sales basales usadas en el medio químicamente definido. Los autores encontraron que al 

usar el pGAP no hubo diferencias considerables en los valores de la actividad ɓ-

fructofuranosidasa entre los 3 medios empleados [35]. 

 

Mao et al., (2015), optimizaron las condiciones de expresión del péptido antimicrobiano 

sintético MP1102 proveniente de Pseudoplectania nigrella, para ello, los autores evaluaron 6 

medios de cultivo para seleccionar la fuente de carbono óptima para la producción de la 

proteína. Del medio escogido, se evaluó el efecto del extracto de levadura y la peptona de dos 

marcas: Oxoid y Hongrun Baoshun (grado industrial crudo). A partir de estos ensayos, se 

obtuvo mayor producción de proteína total, mayor rendimiento y actividad antimicrobiana, al 

usar el extracto de levadura y la peptona industriales (280.41 mgL-1, 120.57 mgL-1 y 12800 AU 

mL-1 respectivamente), en comparación al medio realizado con peptona y extracto de levadura 

de Oxoid (190.26 mgL-1, 78.01 mgL-1, 9600 AU mL-1 respectivamente), [36]. 

 

Zheng et al., (2012) desarrollaron un medio industrial con componentes simples y de bajo costo 

para la producción de la enzima Beta-mananasa (EC 3.2.1.78). Para este ensayo se usó pastel 

de maní en polvo (PCD), comida para peces (FMD), licor de macerado de maíz en polvo (CSD) 

y harina de soya (SMD) como fuente de nitrógeno, además, en el experimento se incluyeron 

los siguientes medios: medio extracto de levadura peptona dextrosa (YPD: 10 gL-1 extracto de 

levadura, 20 gL-1 peptona and 20 gL-1 glucosa)  y el medio de sales basales BSM (Medio de 

Sales Basales: 0.2 gL-1 CaCl2, 0.09767 gL-1 MgSO4, 0.4 gL-1 KCl. 2.2 gL-1  NaHCO3, 6.8 gL-1 

NaCl, 0.122 gL-1 NaH2PO4, 0.021 gL-1 L-Arginina Å HCl, 0.01565 gL-1  L-Cisteina Å 2HCl, 

0.292 gL-1 L-Glutamina, 0.008 gL-1 L-Histidina (base libre), 0.026 gL-1 L-Isoleucina, 0.026 gL-

1 L-Leucina, 0.03647 gL-1 L-Lysina Å HCl, 0.0075 gL-1 L-Metionina, 0.0165 gL-1 L-

Fenilalanina, 0.024 gL-1 L-Treonina, 0.004 gL-1 L-Triptofano, 0.02595 gL-1 L-Tirosina Å 2Na 

Å 2H2O, 0.0235 gL-1 L-Valina, 0.001 gL-1 D-Biotina, 0.001 gL-1 Cloruro de colina, 0.001 gL-1 

Ácido fólico, 0.002 gL-1 Inositol, 0.001 gL-1 Niacinamina, 0.001 gL-1 Ácido pantotéico, 0.001 

gL-1 Piridoxal Å HCl, 0.0001 gL-1 Rivoflavina, 0.001 gL-1 Tiamina Å HCl, 1 gL-1 Glucosa, 0.011 
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gL-1 Rojo de fenol Å HCl) producidos por Invitrogen. Se obtuvo que el mejor tratamiento fue 

el medio con licor de macerado de maíz en polvo (54 gL-1), en el que se obtuvo una actividad 

B-mananasa de 513.3 U mL-1, actividad que fue 1.7 - 2.5 veces mayor en comparación a los 

medios químicamente definidos [37].  

 

De igual manera, se han realizado investigaciones utilizando P. ostreatus para la producción 

de las lacasas en medio líquido, empleando diversas fuentes económicas, entre las que se puede 

citar el hidrolizado de caseína y el licor de maíz fermentado, con los cuales se obtuvieron 

actividades de lacasa de 401 ± 21.2 y 337 ± 15.9 UL-1 con el aislamiento No. 98, que fue 

considerablemente más alta que el control (139 ± 10.4 UL-1), [38]. Stajic et al., (2006) 

realizaron un ensayo similar, en el que también emplearon licor de maíz fermentado e 

hidrolizado de caseína libre de vitaminas, obteniendo de esta forma 292.0 ± 7.8 y 260.3 ± 8.3 

UL-1 de lacasas usando la cepa 494 [39]. 

 

Chiranjeevi et al., (2014) usaron salvado de trigo 3.47 % (p/v) como material ligninocelulósico 

en el medio de cultivo a partir del cual se obtuvo una actividad lacasa de 12.100 UL-1, después 

optimizar el medio [40]. Así como el salvado de trigo, se han ensayado numerosas fuentes 

económicas como extracto de malta [41] y el aserrín de uva [39] que son usados frecuentemente 

en fermentaciones sólidas o semisólidas. 

 

Por otro lado, factores como la temperatura, el pH, la relación carbono/nitrógeno y la aireación, 

pueden afectar el crecimiento del microorganismo y la producción de metabolitos de interés 

como lo es en este caso la lacasa [33, 42]. Por lo tanto, se hace necesario optimizar el medio 

de cultivo y las condiciones ambientales para garantizar de esta manera que el proceso sea lo 

más económico y productivo posible [33]. 

  

Por lo anterior, y con el fin de obtener mayor producción de lacasa, en el Grupo de 

Biotecnología Ambiental e Industrial (GBAI) de la Pontificia Universidad Javeriana mejoró 

previamente el medio y las condiciones de cultivo para la producción de la lacasa rPOXA 1B 

de Pleurotus ostreatus en Pichia pastoris. De esta manera, se diseñó un medio de cultivo con 

los siguientes componentes: CuSO4 1 mM, (NH4)2SO4 20 mM, glucosa 10 gL-1, peptona 20 gL-

1, extracto de levadura 15 gL-1 y las siguientes condiciones: 300 mL de volumen efectivo de 

trabajo (VET) en Erlenmeyers de 500 mL, 10% de inóculo (v/v), incubado a 30ºC, 180 rpm y 

168 horas de cultivo [43]. A partir de esta optimización se logró aumentar la actividad lacasa 
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de 451 ± 6.46 UL-1 obtenida en un trabajo previo [13] a 1343.52 ± 40.3 UL-1 [43]. El medio 

optimizado fue ensayado en biorreactor de 10L con VET de 60% y se logró incrementar la 

actividad enzimática a 7743.054 ± 1826.69 UL-1 a las 168h de cultivo (datos aún no 

publicados). Sin embargo, se requiere disminuir los costos de producción y se desconoce el 

efecto que pueda tener el uso de sustratos económicos en el medio de cultivo sobre la 

producción de la rPOXA 1B; por esta razón, en este trabajo se diseñó un medio de cultivo 

económico para la producción a escala de laboratorio de la lacasa rPOXA 1B.  

 

3. Objetivos  

 

3.1. Objetivo general 

 

Diseñar un medio económico para la producción de la lacasa rPOXA 1B de Pleurotus ostreatus 

en Pichia pastoris a escala de laboratorio. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

ǒ Seleccionar una fuente de nitrógeno orgánica económica para la producción de la lacasa 

rPOXA 1B de Pleurotus ostreatus en Pichia pastoris a escala de laboratorio. 

ǒ Optimizar la concentración de glucosa, (NH4)2SO4 y de las fuentes de nitrógeno 

orgánico seleccionadas. 

  

4. Materiales y métodos 

 

Este trabajo hace parte del proyecto de investigación (ID propuesta: 00007672; ID proyecto: 

00007885) ñEstudio de la estabilidad a tiempo real del concentrado de la lacasa rPOXA 1B 

de Pleurotus ostreatus producida en Pichia pastoris.ò Financiado por la Vicerrectoría de 

Investigaciones de la Pontificia Universidad Javeriana, Bogotá, D.C., Colombia.  

 

4.1.  Ubicación 

 

Este proyecto se realizó en el Laboratorio de Biotecnología Aplicada perteneciente al Grupo 

de Biotecnología Ambiental e Industrial (GBAI), Departamento de Microbiología, Facultad de 

Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana, Bogotá, D.C., Colombia. 
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 4.2. Cepa 

 

Durante el proyecto se empleó la cepa X33 de P. pastoris transformada con el constructo 

pGAPZŬA-LaccPost-Stop que contiene el gen sintético previamente optimizado que codifica 

para la lacasa POXA 1B de P. ostreatus, bajo el control del promotor constitutivo (pGAP) de 

la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (EC 1.2.1.12), [13]. El microorganismo se 

encuentra conservado en caldo YPD (2% (p/v) peptona, 1% (p/v) extracto de levadura, 2% 

(p/v) glucosa, suplementado con glicerol al 20%), [43], a -30°C en el Banco de Células 

Primario (BCP) del Laboratorio de Biotecnología Molecular perteneciente al Grupo de 

Biotecnología Ambiental e Industrial (GBAI), Departamento de Microbiología, Facultad de 

Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana, Bogotá, D.C., Colombia. 

. 

4.3. Reactivación de la cepa 

 

Se tomaron viales del BCP de la cepa P. pastoris X33/pGAPZŬA-LaccPost-Stop. Una vez 

descongelados, se inocularon en Erlenmeyer de 50 mL con 5 mL de caldo YPD y se incubaron 

durante 24 horas a 200 rpm y 30ºC. Se verificó la pureza morfológica del cultivo por medio de 

coloración de Gram. 

 

4.4. Producción del inóculo 

 

A partir de la cepa reactivada se preparó el inóculo. Para ello, se usó el medio mejorado (20 

gL-1 peptona, 10 gL-1 glucosa, 15 gL-1 extracto de levadura, 1mM CuSO4, 20mM (NH4)2SO4) 

[43]. El volumen del inóculo fue el 10% del VET; el volumen efectivo de trabajo fue 150 mL 

para cada Erlenmeyer de 250 ml. El inóculo se incubó a 200 rpm a 30ºC hasta alcanzar una 

densidad óptica (DO ɚ600) mínima de 1.015 a 600nm de longitud de onda. 

 

4.5. Selección de fuentes de nitrógeno económicas 

 

Se evaluaron 3 fuentes de nitrógeno económicas a diferentes concentraciones, las cuales fueron 

seleccionadas por costos: proteína aislada de soya al 90%, producida por Ciacomeq SAS, 

extracto de malta producido por Proquímicas JG SAS y suero de leche en polvo producido por 

ChemiPharma (Tabla 1). Teniendo en cuenta que el valor aproximado de proteína total para el 

medio previamente mejorado (que será usado como control) es 35 gL-1 (peptona 20 gL-1, 
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extracto de levadura 15 gL-1) [43], las concentraciones de las fuentes de nitrógeno a evaluar en 

cada tratamiento, fueron equivalentes a la concentración del control (35 gL-1). 

 

Tabla 1. Composición de los medios de cultivo con diferentes fuentes de nitrógeno 

económicas. 

Tratamiento 
Fuente de 

carbono/(gL-1) 

Fuente de Nitrógeno 

orgánico/(gL-1) 

Fuente de nitrógeno 

inorgánico/(mM) 

Otros 

/(mM) 

Control Glucosa/(10) 
Peptona/ (20)                                      

Extracto de levadura/(15) 

 

 

(NH4)2SO4 /(20) 

 

CuSO4/ (1) 

T1 

Glucosa USP/ 

(10) 

Proteína de soya/(20)  

Extracto de malta/(15) 

T2 Proteína de soya/ (35) 

T3 
Suero de leche/(20) 

Extracto de malta/(15) 

 

 

4.5.1. Condiciones de cultivo 

 

P. pastoris X33/pGAPZŬA-LaccPost-Stop se inoculó en medios económicos compuestos por 

Glucosa USP producida por ChemiPharma a 10 gL-1, fuente(s) de nitrógeno orgánico (Tabla 

1), CuSO4 1 mM, y (NH4)2SO4 20 mM. Cada tratamiento se realizó por triplicado en 

Erlenmeyer de 250 mL con VET de 150 mL y se incubó a 200 rpm, 30ºC, durante 168 horas. 

Como medio de cultivo control se usó el medio optimizado previamente [43].  

 

4.5.2. Muestreos 

 

Se realizaron muestreos de 2ml a las 0, 6, 12 y 168 h de cultivo. De cada muestreo se realizó 

coloración de Gram y se centrifugó durante 10 min a 4427 x g cada muestra, se determinó a 

partir del sobrenadante la concentración de azúcares reductores residuales (gL-1), [44] y la 

actividad lacasa (UL-1), [45]. 
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4.5.3. Análisis estadístico 

 

Se utilizó una prueba ANOVA de un factor seguida de una prueba Post-Hoc de Tukey para 

detectar la existencia de diferencias entre los tratamientos. Previamente la distribución normal 

de la variable de respuesta fue verificada con la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la 

homogeneidad de las varianzas con la prueba de Levene. El análisis estadístico fue realizado 

en el programa estadístico IBM SPSS Statistics® V. 21.0.  

 

4.6. Optimización del medio de cultivo 

 

 4.6.1. Determinación de factores predominantes  

 

Se realizó un primer Diseño Central Compuesto (DCC-1) de superficie con punto central (por 

triplicado) y dos puntos axiales (-1.5 y 1.5) con el fin de determinar las concentraciones óptimas 

de cada factor. Para la optimización del medio se evaluó la concentración de glucosa USP, 

extracto de malta, proteína aislada de soya y (NH4)2SO4 (Tabla 3) como                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

variables independientes, usando un Ŭ = 0.05. La Tabla 2 muestra los valores codificados de 

los niveles para cada factor y sus respectivos valores experimentales (-1.5, -1, 1, 1.5).  

 

Tabla 2. Factores evaluados en el Diseño Central Compuesto (DCC-1) y sus respectivos 

niveles.  

 Niveles 

Factores -1.5 -1 0 1 1.5 

Glucosa USP (gL-1) 0 3.3 6.65 10 13.35 

Proteína de soya (gL-1) 5 10 15 20 25 

Extracto de malta (gL-1) 3.5 7 10.5 14 17.5 

(NH4)2SO4 (gL-1) 1.3 2.6 3.9 5.2 6.5 
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Tabla 3. Composición de los medios de cultivo propuestos en el DCC-1. 

Tratamiento 
Glucosa USP 

(gL-1) 

Proteína aislada de 

soya al 90% (gL-1) 

Extracto de 

malta (gL-1) 

(NH4)2SO4  

(gL-1) 

1 3.3 10 7 2.6 

2 3.3 20 7 2.6 

3 10 20 14 5.2 

4 3.3 20 7 5.2 

5 6.65 5 10.5 3.9 

6 6.65 25 10.5 3.9 

7 3.3 10 14 2.6 

8 3.3 20 14 5.2 

9 6.65 15 17.5 3.9 

10 13.35 15 10.5 3.9 

11 3.3 10 14 5.2 

12 10 10 7 2.6 

13 6.65 15 10.5 1.3 

14 10 10 7 5.2 

15 -0.05 15 10.5 3.9 

16 6.65 15 10.5 6.5 

17               

(Punto Central) 
6.65 15 10.5 3.9 
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Tratamiento 
Glucosa USP 

(gL-1) 

Proteína aislada de 

soya al 90% (gL-1) 

Extracto de 

malta (gL-1) 

(NH4)2SO4  

(gL-1) 

18 

(Punto Central) 
6.65 15 10.5 3.9 

19 3.3 10 7 5.2 

20 6.65 15 3.5 3.9 

21 10 20 7 5.2 

22 10 20 7 2.6 

23 10 20 14 2.6 

24 10 10 14 2.6 

25 3.3 20 14 2.6 

26 10 10 14 5.2 

27 

(Punto Central) 
6.65 15 10.5 3.9 

 

 

4.6.1.1. Condiciones de cultivo 

 

Cada tratamiento se realizó en Erlenmeyer de 250 mL con VET de 150 mL, se incubó a 200 

rpm y 30ºC durante 168 horas. Adicionalmente, a cada medio de cultivo se le agregó CuSO4 

1mM y Cloranfenicol (0.1 gL-1). 

 

4.6.1.2. Muestreos 

 

Se realizaron muestreos de 2ml a las 0, 12, 72 y 168 h de cultivo. De cada muestreo se realizó 

coloración de Gram y se centrifugó durante 10 min a 4427 x g cada muestra, se determinó a 
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partir del sobrenadante la concentración de azúcares reductores residuales [44], la actividad 

lacasa [45] y la concentración de proteínas totales [46].  

 

4.6.2. Selección de la concentración óptima de los factores significativos  

 

Se realizó un segundo Diseño Central Compuesto (DCC-2) de superficie con punto central y 

dos puntos axiales para cada factor (cada uno realizado por triplicado), con el fin de determinar 

las concentraciones óptimas de los factores significativos obtenidos en el DCC-1, la Tabla 5 

muestra la composición de cada tratamiento propuesto en el diseño. Para la optimización del 

medio se evaluó la concentración de glucosa USP y proteína de soya como variables 

independientes usando un Ŭ = 0.05. La Tabla 4 muestra los valores codificados de los niveles 

para cada factor y sus respectivos valores experimentales (-1.5, -1, 1, 1.5), se obtuvieron 27 

experimentos en total.  

 

Tabla 4. Factores a evaluar en el Diseño Central Compuesto 2 y sus respectivos niveles. 

 Niveles  

Factores -1.5 -1 0 1 1.5 

Glucosa USP (g/L) 7.9 10 15 20 22.1 

Proteína de soya (g/L) 15.9 20 30 40 44.9 

 

 

Tabla 5. Composición de los tratamientos propuestos en el DCC-2. 

Tratamiento 
Glucosa USP 

(gL-1) 

Proteína aislada de 

soya al 90% (gL-1) 

Extracto de 

malta (gL-1) 

(NH4)2SO4  

(gL-1) 

1 7.9 30 11.74 4.91 

2 10 40 11.74 4.91 

3 10 20 11.74 4.91 

4 15 44.1 11.74 4.91 
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Tratamiento 
Glucosa USP 

(gL-1) 

Proteína aislada de 

soya al 90% (gL-1) 

Extracto de 

malta (gL-1) 

(NH4)2SO4  

(gL-1) 

5 15 15.9 11.74 4.91 

6 15 30 11.74 4.91 

7 20 20 11.74 4.91 

8 20 40 11.74 4.91 

9 22.1 30 11.74 4.91 

 

 

4.6.2.1. Condiciones de cultivo  

 

Cada tratamiento se realizó en Erlenmeyer de 250 mL con VET de 150 mL, y además, de los 

factores a evaluar en el diseño, a cada medio de cultivo se le agregó extracto de malta (10.28 

g/L), (NH4)2SO4 (2.714 g/L), CuSO4 1 mM y cloranfenicol (0.1 g/L). Se incubó a 200 rpm y 

30ºC durante 168 horas. 

 

4.6.2.2. Muestreos 

 

Se realizaron muestreos de 2ml a las 0, 12, 72 y 168 h de cultivo. De cada muestreo se realizó 

coloración de Gram y se centrifugó durante 10 min a 4427 x g cada muestra, se determinó a 

partir del sobrenadante la concentración de azúcares reductores residuales [44], la actividad 

lacasa [45] y la concentración de proteínas totales [46].  

 

4.6.3. Análisis estadístico  

 

El diseño factorial y el análisis estadístico (ANOVA y análisis de regresión) se realizaron con 

el programa Design Expert® 9.0.0, con el fin de establecer el efecto de la concentración de 

cada factor seleccionado (fuente de carbono y fuente de nitrógeno) y su interacción en el medio 

de cultivo. Previamente la distribución normal de la variable de respuesta fue verificada con la 

prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de las varianzas con la prueba de Levene. 
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4.7. Técnicas analíticas 

  

4.7.1. Determinación de Biomasa 

 

Para calcular la concentración de biomasa celular del inóculo se empleó la curva de calibración 

(X (g peso seco L-1) vs. DOɚ600nm) representada por la siguiente ecuación: 

 

ὢ ρȢρχςφz$/       Ὑό  πȢωψχπ      [Ec. I]  

 

Dónde: X = gL-1 de peso seco celular. El dato de X (gL-1), se transformó como Ln (X/X0) y se 

graficó vs. tiempo (h). 

 

4.7.2. Determinación de azúcares reductores residuales.  

 

Se determinó la concentración de azúcares reductores del sobrenadante de cada muestra por 

medio de la técnica del ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS), [44]. Durante el ensayo se usaron 

varias curvas de calibración para la realización de esta técnica (Ecuación II-V). Las diferentes 

curvas responden a la preparación de varios lotes del reactivo para la determinación.  

 

 ώ  πȢτωσυὼ  πȢπςχ     Ὑό  πȟωωτπ [Ec. II]  

 

 ώ πȢυφπωὼ πȢπππρ      Ὑ πȢωωως [Ec. III]  

 

 ώ πȢσωφὼ πȢπτω      Ὑ πȢωωτς [Ec. IV]  

 

ώ πȢυρψψὼ πȢπςρτ     Ὑ πȢωωωπ [Ec. V] 

 

 4.7.3. Ensayo actividad enzimática 

 

La medición de la actividad lacasa se realizó utilizando ABTS (ácido 2,2'-azino-bis (3-

etilbenzotiazolin-6-sulfónico)) como sustrato. En una cubeta de espectrofotómetro se 

agregaron 100ɛL de ABTS 2 mM, de 2 a 20 ɛL de sobrenadante centrifugado a temperatura 

ambiente (este volumen fue dependiente de la cantidad de enzima presente en la muestra) y el 
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volumen residual de Buffer citrato 0.1 M (pH 3.0 ± 0.2). Se midió el cambio de absorbancia 

ocurrido gracias a la oxidación del ABTS durante 1 minuto a 420 nm [45]. 

 

La unidad enzimática (U) está definida como la cantidad de enzima capaz de transformar 1 

µmol de sustrato (ABTS) por minuto, por litro y se calculó mediante la siguiente ecuación: 

 

ὟȾὒ ῳὉ ὠȾ‐ Ὠ ὠ  [Ec. VI]  

     

Dónde: ȹE corresponde a la absorbancia final menos la absorbancia inicial durante 1 min de 

reacción, Vt hace referencia al volumen total en mililitros utilizado en la reacci·n, Ů al 

coeficiente de extinción molar del ABTS (M-1 cm-1), d es la longitud de la cubeta en cm y Vs 

es el volumen de muestra (enzima) en mililitros que agregó en la reacción [46].  

 

 4.7.4. Determinación de proteínas totales  

 

La concentración de proteínas totales de cada muestra se determinó por absorbancia directa a 

280 nm usando el espectrofotómetro UV-Vis NanoDrop (Thermo Scientific),  [47]. 

 

5. Resultados 

 

5.1. Selección de fuentes de nitrógeno económicas 

 

La composición del medio es uno de los parámetros que puede afectar la calidad y rendimiento 

de la producción de las proteínas recombinantes [48], razón por la cual, en este ensayo, se 

evaluó el uso de diferentes fuentes económicas de carbono y nitrógeno orgánico para la 

producción de un medio de cultivo de menor costo, teniendo en cuenta la actividad lacasa como 

variable respuesta del ensayo. 
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Fig. 2. Efecto de distintas fuentes de nitrógeno económicas sobre la actividad lacasa (UL-

1). Cada barra corresponde a la media de la actividad lacasa determinada a las 168 h de cultivo. 

La letra a, corresponde al mejor resultado, seguido por b y c, respectivamente. Letras iguales 

no difieren significativamente según la prueba de Tukey ( = 0.05). 

 

Los tratamientos se agruparon en 3 subgrupos diferentes significativamente (p < 0.001) debido 

a los valores de actividad lacasa máxima obtenidos a las 168 h de cultivo (Figura 2). El control 

(grupo a), fue el medio de cultivo con mayor actividad lacasa obtenida (5583.33 ± 127.67), 

seguidos por T3 y T1 con una actividad máxima de 2636.57 ± 212.79 UL-1 y 2645.83 ± 62.2 

UL-1 (grupo b), cuyas diferencias no fueron significativas (p > 0.05). Por otro lado, la 

disminución de la actividad lacasa en el tratamiento 2 (953.33 А UL-1), (grupo c), fue 

considerablemente menor en comparación a los otros tratamientos. 

 

En este ensayo T1 (glucosa USP 10 gL-1, peptona 20 gL-1, extracto de malta 15 gL-1, (NH4)2SO4 

20 mM y CuSO4 1mM) fue el medio de cultivo elegido para la optimización de sus 

concentraciones (objetivo 2). 

 

5.2. Optimización del medio de cultivo 

 

5.2.1. Determinación de factores predominantes 

 

El efecto de la concentración de la fuente de carbono (glucosa, gL-1), en combinación con la 

fuente de nitrógeno orgánico (proteína de soya, gL-1 y extracto de malta, gL-1) e inorgánico 
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(sulfato de amonio, gL-1) sobre la actividad específica (Umg-1) y actividad lacasa máxima (UL-

1) producida fue evaluado durante 168 horas de cultivo con el fin de encontrar la concentración 

óptima de cada componente.  

 

Se evidenció que los mejores tratamientos fueron T21 y T22 (Figura 3) en los que se obtuvo 

4812.50 ± 9.8 UL-1 y 4743.05 ± 29.46 UL-1 a las 72 horas; sin embargo, estos valores de 

actividad lacasa disminuyeron al cabo de las 168 horas a 1777.78 ± 60.54 UL-1 y 3569.44 ± 

96.23 UL-1. Este comportamiento también se evidenció con la actividad específica obtenida, 

T21 alcanzó un valor máximo de 472.91 ± 4.47 Umg-1 y T22 471.32 ± 3.37 Umg-1 a las 168h, 

estos valores disminuyeron a las 168 h a 165.92 ± 6.62 Umg-1 y 332.81 ± 9.11 Umg-1. Por otro 

lado, se observó una tendencia de la disminución de la concentración de los azúcares reductores 

en el medio de cultivo hasta la hora 12, no obstante, no hubo consumo total de los mismos 

(Figura 3).  
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Fig. 3. Actividad lacasa, actividad específica y azúcares reductores residuales obtenidos en los 

mejores tratamientos desarrollados en el DCC-1. (A) T21 y (B) T22. 
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Los resultados del DCC-1, arrojaron que el modelo fue significativo tanto para la actividad 

específica (p = 0.0170) como para la actividad lacasa (p = 0.0284), (Tabla 6). Los datos fueron 

ajustados usando la regresión cuadrática y se obtuvieron ecuaciones en donde cada variable de 

respuesta (actividad específica (AE)  y actividad lacasa máxima (AL)) se evaluaron en función 

de la concentración de glucosa (A), de proteína de soya (B), de extracto de malta (C) y de 

sulfato de amonio (D) y calculada como la suma de una constante, cuatro efectos de primer 

orden (A, B, C, D), seis  efectos de interacción (AB, AC, AD, BC, BD, CD) y cuatro efectos 

de segundo orden (A2, B2, C2, D2) de acuerdo a las ecuaciones (VI y VII) 

 

ὃὉ σρσȢρψ  ςτȢφφὃ  τπȢψωὄ  ρφȢχτὅ  ρρȢσσὈ  ςρȢπωὃὄ  

                 ρρȢστὃὅ  ρπȢωτὃὈ  ρωȢσφὄὅ  ςχȢρψὄὈ  υȢχωὅὈ  σπȢυυὃ   

                σπȢςρὄ ρχȢτυςὅ  ρπȢρφὈ                     [Ec. VII]  

 

             ὃὒ ττωψȢτυ  σψσȢψχὃ  τπφȢφτὄ  ρψχȢσρὅ  ςτωȢφρὈ  ςψσȢυχὃὄ    

         ςρυȢυχὃὅ  ρςπȢωυὃὈ  ρρȢψφὄὅ  ψωȢρςὄὈ  ςωȢψπὅὈ  τφςȢυψὃ  

              ρςωȢψςὄ ρσσȢςωὅ  ςυρȢσυὈ                           [Ec. VIII]  

                  

 

Tabla 6. Resultados del análisis de varianza de la evaluación de la fuente de carbono y 

diferentes fuentes de nitrógeno sobre la actividad específica y actividad lacasa producida en 

medio líquido a 168 h. A) Glucosa, B) Proteína de soya, C) Extracto de malta, D) Sulfato de 

amonio.  

 

Factor  

Actividad específica (Umg-1) Actividad lacasa (UL-1) 

Valor P Valor P 

A 0.0327* 0.0112 * 

B 0.0018* 0.0081 * 

C 0.1270 0.1700 

D 0.2890 0.0755 

AB 0.1176 0.0963 
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Factor  

Actividad específica (Umg-1) Actividad lacasa (UL-1) 

Valor P Valor P 

AC 0.3825 0.1952 

AD 0.3992 0.4564 

BC 0.1477 0.9411 

BD 0.0505 0.5810 

CD 0.6518 0.8527 

A2 0.0155* 0.0053 * 

B2 0.0164 * 0.3589 

C2 0.1332 0.3467 

D2 0.3671 0.0895 

Modelo  0.0170* 0.0284* 

R2 0.8055 0.7833 

R2 Ajustado  0.5786 0.5305 

Con * se destacan los valores significativos 

 

En el análisis de varianza (ANOVA), (Tabla 6) la glucosa y la proteína de soya fueron los 

factores significativos (p < 0.05) para las dos variables respuesta, con R2 de 0.8055 para AE y 

0.7833 para AL. La Figura 4 evidencia la interacción de las dos variables significativas sobre 

la actividad específica (1) y actividad lacasa (2), al aumentar la concentración de glucosa y 

proteína de soya simultáneamente se aumentan las variables respuesta.  
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Fig. 4. Gráfico de superficie (1) y de contornos (2) del efecto de la interacción de los factores 

glucosa (A) y proteína de soya (B) sobre la actividad específica (a) y actividad lacasa (b) 

obtenida en el Diseño Central Compuesto 1.  

 

La concentración óptima de la glucosa USP, la proteína de soya, el extracto de malta y el sulfato 

de amonio basado en la predicción del modelo fue 9.531 gL-1, 19.253 gL-1, 11.737 gL-1 y 4.917 

gL-1 respectivamente para obtener una actividad lacasa máxima de 5005.177 UL-1. 

 

5.2.2. Selección de la concentración óptima de los factores significativos 

 

El efecto de la concentración de glucosa USP (gL-1) y la proteína de soya (gL-1) fue evaluado 

en el medio de cultivo en combinación con las concentraciones fijas de extracto de malta (11.74 

gL-1) y sulfato de amonio (4.92 gL-1) sobre la actividad específica (Umg-1) y actividad lacasa 

máxima (UL-1) producida durante 168 h de cultivo. 

 

En este diseño los tratamientos T8 y T9 (Figura 5) tuvieron los valores más altos de actividad 

lacasa: 8771.605 ± 155.12 UL-1 y 8944.44 ± 60.54 UL-1, y actividad específica: 971.92 ± 17.61 
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Umg-1 y 956.12 ± 43.01 6g-1 respectivamente. Se evidenció el mayor consumo de azúcares 

reductores residuales a las 12 h de cultivo, y se mantuvo constante en los dos tratamientos 

desde las 72 a las 168 horas, en una concentración alrededor de 5 gL-1. 
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Fig. 5. Actividad lacasa, actividad específica y azúcares reductores residuales obtenidos en los 

mejores tratamientos (T8 - T9) desarrollados en el DCC-2. 

 

Los datos del modelo fueron ajustados usando la regresión cuadrática para la actividad 

específica (AE) y la actividad lacasa (AL) en función de la concentración de glucosa (A) y de 

proteína de soya (B); el resultado del modelo aparece en las Ecuaciones (IX y X). 

 

    ὃὉ χςςȢσρ ρυυȢςυὃ  ρπυȢωψὄ  ψςȢψψὃὄ  τȢφρὃ  υτȢρπὄ      [Ec. IX]  

 

ὃὒ φςφψȢυς  ρςρπȢσχὃ  ωωςȢπυὄ  φρχȢφχὃὄ  σπσȢστὃ  συπȢφπὄ  [Ec. X] 

 

 

 

Tabla 7. Resultados del análisis de varianza del efecto de la concentración de A) Glucosa y B) 

Proteína de soya sobre la actividad específica y la actividad lacasa máxima producida en medio 

líquido al cabo de 168 h. 
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Factor  

Actividad específica (Umg-1) Actividad lacasa máxima (UL-1) 

Valor P Valor  P 

A <0.0001* <0.0001* 

B <0.0001* <0.0001* 

AB <0.0001* <0.0001* 

A2 0.7841 0.0110 

B2 0.0038 0.0041 

Modelo  <0.0001* <0.0001* 

R2 0.9504 0.7833 

R2 Ajustado  0.9386 0.5305 

Con * se destacan los valores significativos 

 

El análisis de varianza (ANOVA) en la Tabla 7 muestra que el modelo fue estadísticamente 

significativo para las dos variables respuesta; sin embargo, el R2 de actividad específica fue 

superior (R2 = 0.9504) en comparación al R2 de la actividad lacasa (R2 = 0.7833). Por otro lado, 

los dos factores evaluados y su interacción tienen influencia sobre la actividad específica y la 

actividad lacasa, dado que, a medida que se aumente la concentración de glucosa y proteína de 

soya, se aumenta la actividad (Figura 6). 
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Fig. 6. Gráfico de superficie (1) y de contornos (2) del efecto de la interacción de los factores 

glucosa (A) y proteína de soya (B) sobre la actividad específica (a) y actividad lacasa (b) 

obtenida en el cultivo líquido de Pichia pastoris. 

 

La concentración óptima de glucosa USP y de proteína de soya según la predicción del modelo 

para obtener una actividad lacasa máxima de 9041.343 UL-1 y una actividad específica de 

1007.720 Umg-1 es 20 gL-1 y 40 gL-1 respectivamente. La composición final del medio de 

cultivo económico mejorado determinado a partir de los ensayos realizados se presenta a 

continuación (Tabla 8). 

 

Tabla 8. Composición final del medio económico mejorado. 

Componente Concentración (gL-1)  

Glucosa USP  20 

Proteína de soya 40 

Extracto de Malta  11.74 

Sulfato de amonio ((NH4)2SO4) 4.72 

 Cloranfenicol  0.1 

Sulfato de cobre (CuSO4)  (1mM) 

 

5.3. Costos 

 

El medio de cultivo económico optimizado tuvo un costo total de $3523.13 por litro, que es 

alrededor de $90.28% menos en comparación al medio previamente mejorado, además, el valor 

de la unidad enzimática por litro de medio (UL-1), se redujo 91.43% en comparación al medio 

previamente mejorado usado en biorreactor de 10 L (Tabla 10). La Tabla 9 muestra el análisis 

de costos, incluyendo 10 % de imprevistos y el 19% de IVA (Impuesto al Valor Agregado), 

que es el actualmente establecido en Colombia [49].  
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Tabla 9. Comparación de costos del medio de cultivo previamente mejorado vs., el medio 

económico optimizado.  

Medio previamente mejorado Medio mejorado de menor costo  

Componente 
(gL-1) o 

L  

Precio/ 

(g-1) o (L -1) 
Componente 

(gL-1) o 

L  

Precio/ 

(g-1) o (L -1) 

Glucosa anhidra 

(Merck)  
10 $1,920.00 

Glucosa USP 

(ChemiPharma) 
20 $110.00 

Peptona  

(Oxoid)  
20 $20,220.00 

Proteína de soya 

(Ciacomeq SAS) 
40 $480.00 

Extracto de levadura 

(Oxoid) 
15 $4,455.00 

Extracto de malta 

(Proquímicas JG SAS) 
10.28 $190.18 

Sulfato de cobre 

(Scharlau)  
0.16 $231.68 

Sulfato de cobre 

(Scharlau) 
0.16 $231.68 

Sulfato de amonio 

(Merck)  
2.6 $720.20 

Sulfato de amonio 

(Merck)  
4.21 $1,166.17 

Cloranfenicol 

(SIGMA) 
0.1 $551.00 

Cloranfenicol 

 (SIGMA) 
0.1 $551.00 

Agua de disolución* 1 $3.47 Agua de disolución* 1 $3.47 

Total  $28,101.35 Total  $2,732.50 

10% imprevistos  $2,810.13 10% imprevistos  $273.25 

19% IVA  $5,339.26 19% IVA  $519.17 

Grand total $36,250.74 Grand total  $3,524.92 

*El valor de agua de disolución fue obtenido a partir del valor por m3 de agua establecido por la empresa de 

Acueducto y alcantarillado desde Julio de 2018 para la zona industrial de Bogotá D.C., Colombia [50].  

 

 

Tabla 10. Comparación de la actividad lacasa, los costos del medio cultivo, el precio de la 

unidad enzimática por L de medio y el porcentaje de disminución o aumento de cada elemento 

presentado con el uso del medio de menor costo mejorado, en comparación al medio 

previamente mejorado.  
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 Medio mejorado 

 (6L VET)  

Medio de menor costo 

mejorado (150mL VET) 

Aumentó (A)/ 

Disminuyó (D) 

Porcentaje 

(%) 

UL -1 a las 168h  7743.05 ± 1826 8771.605 ± 155.12 A 11.73 

Precio L-1 

medio ($ COP) 
36,248.95 3,523.13 D 90.28 

Precio UL-1 

 ($ COP) 
4.68 0.401 D 91.43 

 

6. Discusión 

 

6.1. Selección de las fuentes de nitrógeno económicas 

  

En el presente trabajo se evaluaron varias fuentes de nitrógeno económicas y se evidenció que 

el uso de diferentes sustratos depende de la asimilación de estos por parte del microorganismo 

[51], lo que repercute en la producción de los metabolitos de interés [52]. En la Figura 2 se 

observa que el uso de proteína de soya como única fuente de nitrógeno orgánico en el medio 

de cultivo (T2) no es apropiada para la producción de esta enzima, debido a la baja actividad 

lacasa obtenida (958,33 ± 26,19 UL-1), en comparación a T1 y T3 con 2636.57 ± 212.79 UL-1 

y 2645.83 ± 62.20 UL-1 respectivamente; sin embargo, ninguno de los tratamientos propuestos 

superó el medio de cultivo control (5583.33 ± 314.27 UL-1).  

 

En los medios de cultivo con mayor actividad uno de los componentes compartidos es el 

extracto de malta (fuente de nitrógeno orgánico), este sustrato es rico en promotores de 

crecimiento [53], y además de su suministro proteico, tiene 77.34 % (base seca) de azúcares 

reductores como maltosa en su composición (Anexo 1), lo que lo hace un sustrato bastante 

nutritivo para la célula. P. pastoris es capaz de producir energía a través de la fermentación de 

diversos carbohidratos, y se conoce que esta levadura tiene una alta afinidad por la maltosa 

[48], lo que haría que extracto de malta fuera un sustrato de reserva con respecto a fuente de 

carbono en dado caso que hubiera agotamiento de glucosa.  

 

Por otro lado, considerando que los aminoácidos en el medio de cultivo son incorporados por 

la célula [54] para producir las proteínas necesarias [55], se escogió la proteína de soya como 
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mejor tratamiento (T1), pues a pesar de que el suero de leche es rico en vitaminas y minerales, 

contiene alrededor de 11% de proteína en su composición (Anexo 1). En cambio, la proteína 

de soya tiene como ~90% de proteína (base seca), además, la adición de vitaminas y otros 

compuestos no reemplazan el requerimiento de nitrógeno orgánico para el microorganismo 

[55]. 

 

Con respecto a la fuente de carbono, no se evaluaron diferentes fuentes económicas dado que, 

los niveles de expresión del promotor pGap varían dependiendo la fuente de carbono empleada 

[56] y se ha demostrado que se obtienen altos niveles de expresión cuando se usa glucosa o 

glicerol [48, 56]; sin embargo, el glicerol es difícil de manejar en procesos de ultrafiltración, 

método que será empleado para la concentración del sobrenadante en el futuro, por lo tanto, 

sólo se usó glucosa USP en la misma concentración determinada en el medio previamente 

mejorado (10 gL-1), [43].  

 

La glucosa agregada en el medio puede entrar a la vía glucolítica, acelerando el metabolismo 

celular, pues al igual que otras levaduras, P. pastoris tiene la capacidad de detectar el tipo y la 

cantidad de los nutrientes externos a través de múltiples rutas permitiendo la regulación de su 

metabolismo y perfil transcripcional [48]. Una de las rutas más importantes en la respuesta de 

la célula a carbohidratos es la ruta: Ras/PKA (del inglés Protein Kinase A), (EC 2.7.11.11); la 

adición de glucosa permite la activación de Ras y la subsecuente producción de cAMP y 

activación de PKA. La proteína quinasa A sirve como un regulador central del metabolismo y 

del estado transcripcional de la célula, ya que tiene un rol crítico en el crecimiento celular, 

algunos de sus sustratos son enzimas involucradas en el metabolismo de almacenamiento de 

carbohidratos, de la vía glucolítica y gluconeogénesis, además de factores reguladores de la 

respuesta a estrés y biogénesis ribosomal [57]. De esta manera, la glucosa como fuente de 

carbono usada en este medio de cultivo cumple un factor clave en la regulación celular. 

 

6.2. Optimización del medio de cultivo 

  

6.2.1. Determinación de factores predominantes 

 

A partir del medio escogido (T1) en el objetivo 1, se decidió optimizar las concentraciones de 

las fuentes de nitrógeno orgánico elegidas y adicionalmente la fuente de carbono y nitrógeno 

inorgánico, ya que este es un paso fundamental en los procesos biotecnológicos [58] para 
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explotar el potencial de las cepas de producción; garantizando que el proceso sea más 

económico y productivo [33] al alcanzar altos niveles de producción de proteínas [59]. 

 

Se ha reportado que el uso de fuentes orgánicas puede aumentar la producción de proteínas en 

comparación a las fuentes inorgánicas [60], sin embargo, la adición de una fuente de nitrógeno 

extra en el medio de cultivo (fuente inorgánica) puede aumentar la producción de proteínas 

recombinantes [61], lo que fue evidente en los resultados del DCC-1, ya que según la 

predicción del modelo se debía aumentar la concentración de sulfato de amonio a 4.21 gL-1 

desde el punto central (3.9 gL-1); de hecho, las levaduras pueden usar el nitrógeno en forma de 

ion amonio, cloruros, nitratos, sulfatos y fosfatos para la síntesis de algunos aminoácidos. 

Wang X, et al., (2017) reportaron una correlación entre la concentración de NH4
+ y la 

concentración de proteínas totales encontradas en el sobrenadante. Estos investigadores 

obtuvieron un aumento de 1.48 veces la actividad la propil endopeptidasa (EC 3.4.21.26), 

usando una concentración óptima de NH4
+ de 300 mmolL-1 y 1% (p/v) de casaminoácidos [62], 

lo cual sugiere que el aporte de otra fuente de nitrógeno en el medio de cultivo aparte de las 

fuentes escogidas en el primer objetivo, puede traer un efecto benéfico para la producción de 

la enzima de interés, pese a esto, como este factor no fue significativo en el diseño (p = 0.0755), 

se decidió no seguir aumentando su concentración. 

 

Por otro lado, los resultados del DCC-1 muestran que tanto la actividad lacasa como la 

actividad específica disminuyeron después de las 72 horas de cultivo (Figura 3), lo que pudo 

deberse al agotamiento de la fuente de nitrógeno, ya que la limitación de nitrógeno en el medio 

de cultivo induce la acción de las proteasas [63, 64], provocando la degradación de la proteína 

recombinante [62]. Se conoce que la degradación de las proteínas recombinantes es un 

problema presentado generalmente en Pichia pastoris [62] y se han llevado a cabo varios 

ensayos para ajustar la concentración de la fuente de nitrógeno en el medio de cultivo con el 

fin de reducir la actividad proteolítica, como es el caso de Yang J, et al., (2004), quienes 

observaron que hubo degradación del polipéptido Hir65 (Huridina-65) y una fase lag corta de 

P. pastoris con una concentración inicial baja de NH4
+ (0.025 M), lo contrario ocurrió con una 

concentración inicial de NH4
+ alta en el medio de cultivo (0.6 M) [65]. De igual manera, 

Kobayashi K, et al., (2000) concluyeron que el nivel del ion amonio en el medio de cultivo 

tuvo una alta correlación con la actividad proteasa en la producción de la Albúmina Sérica 

Humana [64]. Según lo anterior y teniendo en cuenta que el nitrógeno obtenido del 

metabolismo de las proteínas es excretado en forma de amonio [66], esto explicaría por qué la 
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proteína de soya es un factor estadísticamente significativo (p = 0.0081) en el diseño y se 

propone el aumento de su concentración, de manera que, a menor concentración de proteína en 

el medio se aumenta la actividad proteolítica. 

 

La glucosa fue un factor significativo (p = 0.0112) para la producción de la lacasa rPOXA 1B 

en este medio de cultivo (Tabla 6), lo que pudo deberse a que la síntesis de proteínas 

recombinantes aumenta la demanda energética durante el crecimiento celular [67] y la 

compensación de ATP en la célula es adquirida principalmente por la respiración celular, dado 

que, a partir de una molécula de glucosa se pueden obtener 36 moléculas de ATP (si se lleva a 

cabo de manera aerobia en células eucariotas), [51], adicionalmente, la lacasa de interés fue 

producida bajo la dirección del pGAP (promotor constitutivo), a partir del cual la producción 

de proteínas recombinantes se comportan como metabolitos primarios [48]. La relevancia de 

la glucosa se evidenció en los resultados del DCC-1 (Figura 6), en donde, a mayor 

concentración de glucosa se aumenta la actividad específica y actividad lacasa. 

  

Según lo anterior, la glucosa y la proteína de soya fueron los únicos factores significativos en 

el diseño para las variables respuesta actividad lacasa y actividad específica, por tal motivo se 

decidió seguir optimizando el medio de cultivo, teniendo en cuenta las concentraciones 

predichas por el modelo, como el nivel -1 del DCC-2 y dejando fijos los valores de la 

concentración de extracto de malta y sulfato de amonio en 11.74 gL-1 y 4.72 gL-1 

respectivamente. 

 

6.2.2. Selección de la concentración óptima de los factores significativos 

  

En este diseño (DCC-2) el modelo fue significativo para la actividad lacasa (p < 0.0001) y para 

la actividad específica (p < 0.0001), no obstante, el R2 para la actividad específica fue mayor 

(R2 = 0.9504) por lo que se decidió optimizar teniendo en cuenta esta variable. Asimismo, tanto 

la glucosa (p < 0.0001), la proteína de soya (p < 0.0001) y su interacción (p < 0.0001) fueron 

significativos (Tabla 7).   

 

Según la Figura 5, se observa que en comparación con el DCC-1, tanto la actividad lacasa como 

la actividad específica aumentaron, y al cabo de las 168 horas no disminuyó la actividad, lo 

que puedo deberse a que la concentración de glucosa y proteína de soya aumentó 52.34% y 
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51.87% respectivamente en relación con el medio sin optimizar, supliendo las necesidades de 

carbono y nitrógeno para la levadura. Por otro lado, aunque se evidencia que el óptimo de 

actividad lacasa y actividad específica puede ser alcanzado con el incremento de la 

concentración de glucosa y proteína de soya (Figura 6), (ampliando la superficie de navegación 

del modelo) se decidió no seguir con la optimización del medio de cultivo, ya que un medio de 

cultivo rico en proteínas (40 gL-1 de proteína de soya) genera la formación excesiva de espuma 

debido a los cambios estructurales y moleculares producidos por la hidrólisis de las proteínas 

[68]; lo que produce derrame del medio de cultivo durante la esterilización.  

 

Según lo anterior, a pesar de que no se llegó al óptimo para la producción de la lacasa rPOXA 

1B, se mejoraron las concentraciones de la fuente de carbono y de las fuentes de  nitrógeno 

orgánica e inorgánica (Tabla 9), alcanzando una actividad lacasa máxima de 8771.605 ± 

155.12 UL-1 y una actividad específica de 971.92 ± 17.61 Umg-1-1; lo que significa 69.94% más 

actividad enzimática con respecto a la obtenida en el primer objetivo. De igual manera, se 

evidenció un incremento de la actividad lacasa obtenida en el trabajo previo por Albarracín 

(2016), (VET de 300 mL) de 84.68%; sin embargo, hay que tener en cuenta que la medición 

de la actividad lacasa en este ensayo fue medida por una técnica menos sensible a la usada en 

este trabajo.  

 

6.2.3. Costos          

  

Con el medio de cultivo final (Tabla 8) se logró aumentar la actividad lacasa 11.73% a las 

168h en un volumen efectivo de trabajo 40 veces menor al ensayado con el medio mejorado en 

biorreactor de 10 L, de igual manera, se redujo en 90.28% el valor del medio de cultivo debido 

al uso de materias primas económicas (Glucosa USP, proteína aislada de soya al 90% y extracto 

de malta), (Tabla 9) y por lo tanto se redujo el costo de la unidad enzimática en 91.43% (Tabla 

10). 

 

7. Conclusiones 

  

Se alcanzó una actividad enzimática (rPOXA 1B) elevada en 168h de cultivo en Erlenmeyer 

agitado, después de la modificación de la concentración de la fuente de carbono y de la fuente 

de nitrógeno orgánico e inorgánico en el medio de cultivo. La actividad lacasa alcanzó un valor 

de 8771.605 ± 155.12 UL-1, lo cual fue 11.73 % más alto en comparación al medio mejorado 
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anteriormente ensayado en biorreactor de 10 L (VET 60%), y fue también 84.68% más alto en 

comparación a los resultados obtenidos por Albarracín (2016). Adicionalmente, el nuevo medio 

de cultivo y las condiciones propuestas en este estudio (glucosa USP 20 gL-1, proteína de soya 

40 gL-1, extracto de malta 11.74 gL-1, sulfato de amonio 4.72 gL-1 a 200 rpm, 30ºC, 168 horas, 

en Erlenmeyer de 250 mL, con 150 mL de medio), para la producción de la rPOXA 1B en P. 

pastoris, redujo en 91.43% el costo de la unidad enzimática por litro de cultivo.  

 

8. Recomendaciones 

  

Se recomienda la validación del medio de cultivo económico mejorado en este estudio (glucosa 

USP 20 gL-1, proteína de soya 40 gL-1, extracto de malta 11.74 gL-1, sulfato de amonio 4.72 

gL-1 a 200 rpm, 30ºC, 168 horas, en Erlenmeyer de 250 mL, con 150 mL de medio), probando 

los valores óptimos de las variables en la ecuación del modelo y llevando a cabo al menos 5 

repeticiones a las condiciones establecidas para respaldar la reproducibilidad de los resultados 

obtenidos; para lo cual se debe realizar el análisis cinético y el cálculo de los parámetros 

cinéticos más frecuentes: velocidad específica de crecimiento (mx, h-1), tiempo de duplicación 

(td, h), velocidad volumétrica de crecimiento (k0, h
-1), tiempo de duplicación volumético (td, 

h), rendimiento biomasa/sustrato (Yx/s, gg-1), productividad de la biomasa (Px, gL-1h-1), 

rendimiento enzima/sustrato ñbasado en actividad enzim§ticaò (Yòpò/s, UL-1g-1) y productividad 

de la enzima ñbasada en actividad enzim§ticaò (Pòpò, UL-1h-1). Posterior a la validación, se 

recomienda escalar a biorreactor de 10 L y 50 L para estudiar el VET más adecuado 

considerando que la composición del medio favorece la formación de espuma y la posibilidad 

de ampliar la superficie de navegación considerando las proporciones de las fuentes de 

nitrógeno y carbono. 
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¶ Ficha técnica Suero de leche en polvo  
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ǒ Ficha técnica Proteína aislada de soya al 90%                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            
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ǒ Ficha técnica extracto de malta  

 

 

 

 

 


