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RESUMEN

Las porinas, proteinas de la membrana externa de Salmonella typhi son usadas como base de una vacuna
tentativa contra fiebre tifoidea, tres etapas del proceso de produccion de estas proteinas se abordaron:
1) La formulacién de un medio de cultivo sintético, 2) La produccién de la biomasa en biorreactor (4 1) bajo
condiciones controladas (37°C, 200 rpm, 0.5vwm y pH7) con el medio sintético disefiado, y 3)La
implementacion del homogenizador para la ruptura celular del microorganismo fueron las etapas mejoradas

del proceso de produccién.

Se logré equivalencia del desarrollo cinético entre los medios sintético y complejo para el cultivo del

microorganismo  ( £4geico = 0-060 h-1; =0.059h"), en biorreactor se determind que la

Heomplejo
transferencia de oxigeno no es una limitante del crecimiento y se obtuvo una cantidad de biomasa
semejante a la del cultivo en matraz (10 1) en medio complejo. Finalmente la caida de la viabilidad celular,
el incremento en la concentracion de proteina liberada y la granularidad como medida equivalente de
complejidad celular evidenciaron que con dos pases de la suspension bacteriana por el homogenizador se

obtuvo el grado més conveniente de ruptura celular.



ABSTRACT

Porins are outer membrane proteins of Salmonella typhi that are isolated in order to include them in a
candidate vaccine formulation against typhoid fever. Porins production involves three stages: 1) The
preparation of synthetic culture media, 2) The biomass production in bioreactor (4 1) under controlled
conditions (37°C, 200 rpm, 0.5vvm. and pH7) with chemically defined culture media, and 3) The
implementation of an homogenizer to achieve cell disruption. The improvement of certain aspects in the

production process was the aim of this work.

Kinetic development, considered as microbial growth and substrate consumption, was evaluated for
Salmonella typhi growing on synthetic and complex culture media. The kinetic parameters resulted
practically identical in both experiments. An estimation of volumetric oxygen transfer coefficient allows us to
affirm that that oxygen would not be a growth limiting factor. Finally, the fall of cell viability, the increase of
protein released and the granularity as equivalent measure of cellular complexity showed that two passes of

the cell suspension through the homogenizer are a virtually optimal condition for cell disruption.
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INTRODUCCION GENERAL

Salmonella typhi (Salmonella enterica serovar Typhi) no se trata estrictamente de una especie sino de un
serotipo dentro de una subespecie (Brenner et al., 2000). Es una enterobacteria gram-negativa, movil,
aerobia facultativa y es un patdgeno intracelular causante de la fiebre tifoidea, bioquimicamente, produce
H.S, es lactosa negativa, ureasa positiva y es indol negativa (Koneman et al., 1999). La infeccion se
adquiere mediante la ingestion de alimentos o0 agua contaminados con la bacteria, no existen reservorios

animales y la principal fuente de infeccidn son los portadores asintomaticos.

Fiebre tifoidea
La fiebre tifoidea (salmonelosis) causada por Salmonella typhi afecta a 21.6 millones de personas
mundialmente cada afio, con aproximadamente 220,000 casos de muerte (Crump et al., 2004; Bhan et al.,
2005). La enfermedad se caracteriza por la aparicion subita de fiebre, dolor de cabeza, nausea, pérdida del
apetito, malestar abdominal, estrefiimiento o diarrea, la fiebre alcanza 40 a 41°C y permanece hasta por
dos semanas (Girard et al., 2006). La fiebre tifoidea es frecuente en los paises subdesarrollados y tiene
caracteristicas endémico-epidémicas, este fendmeno se encuentra relacionado directamente con
deficiencias en el saneamiento ambiental, la disponibilidad de agua potable y alcantarillado. Mientras que

en paises desarrollados la mayoria de los casos son importados de paises subdesarrollados

El control de la fiebre tifoidea, incluye entre otras posibilidades la prevencion por vacunacion, recomendado
para personas que viajan a lugares endémicos y personal de laboratorio. Las vacunas parenterales
compuestas de bacterias completas muertas, fueron poco efectivas pero producen fuertes efectos

adversos debido a la presencia del lipopolisacarido (LPS).

Dos vacunas seguras y efectivas estan disponibles y con licencia. Una se basa en una subunidad de
antigenos definidos (Polisacarido-Vi) y la otra en un conjunto de bacterias vivas atenuadas (Ty21a), (WHO,

2003). Aunque no todas las cepas virulentas presentan el antigeno Vi.

Vacuna parenteral de antigeno polisacarido Vi. El polisacarido Vi es un homo-polimero lineal del acido

0-1, 4-2-desoxi-2-N-acetilglucosamina que cubre la bacteria como un antigeno capsular y es un factor de



virulencia conocido. La vacuna consiste en una sola dosis, aprobada para personas mayores de dos afios
de edad, es recomendada una revacunacién cada tres afios. Esta vacuna tiene licencia en Australia y en
mas de 92 paises en Africa, las Americas, Asia y Europa, es usada por personas que visitan areas de alto
riesgo de contraer la fiebre tifoidea debido a la presencia de cepas multi-drogo resistentes. Su presentacion

comercial es Typhim Vi® por Aventis Pasteur MSD.

Vacuna oral Ty21a. Contiene una cepa de Salmonella typhi Ty21a atenuada, con deficiencia de la enzima
uridin difosfato (UDP-galactosa 4-epimerasa), y carente del antigeno Vi. Debe ser tomada en tres dosis.
Esta aprobada para uso en nifios con por lo menos cinco afios de edad, para personas que viajan la
revacunacion debe ser anual. Esta vacuna tiene licencia en 56 paises de Africa, Asia, Europa, América del
sury EUA. Vivotif® por Berna Biotech Ltd.

Vacuna tentativa. Constituida por 10 ug de porinas princiales de Salmonella typhi (OmpC y OmpF),

(Salazar et al., 2004). En una sola aplicacion subcutanea de 0.5 ml de la formulacion. Isipor (no comercial).

La vacuna tentativa, se desarroll6 en la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS y fue aprobada para estudios de Fase | por el

comité de ética del mismo hospital.

Las porinas son proteinas de la membrana externa de todas las bacterias gram negativas, son de peso
molecular de 31 a 48 kDa y reciben el nombre de porinas porque se ordenan en forma regular en la
membrana externa formando trimeros (Figura 1). Salmonella typhi presenta dos porinas mayoritarias
OmpCy OmF.

Las porinas forman poros o canales que permiten la entrada pasiva inespecifica de pequefias moléculas
hidrofilicas, iones y nutrientes de aproximadamente 600 Da al interior de la bacteria y de desechos hacia el
exterior. (Jap y Walian, 1996; Nikaido, 1994). Estas proteinas transmembranales se ensamblan como

trimeros de subunidades idénticas de forma cilindrica semejante a un barril.
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Figura 1. Composicion de la membrana externa de bacterias gram negativas (Todar,
2008; Hunt, 2008).

Inicialmente un preparado de PME de Salmonella typhi present6 una inmunidad activa contra Salmonella
typhi (Isibasi et al., 1988) por otro lado en humanos, se ha demostrado la presencia de anti-cuerpos contra
PME en pacientes con fiebre tifoidea (Calderon et al., 1986) y otros resultados mostraron que la porinas
son inmunogénicas en el humano, ya que se encontraron anticuerpos de las clases IgM e IgG especificos;
los de clase 1gG dirigidos principalmente contra éstas (Ortiz et al., 1989). Asi, las porinas se consideran
inmundgenos que generan respuesta inmune humoral protectora (Isibasi et al., 1992) y por otro lado

despiertan la respuesta inmune celular (Gonzalez et al., 1993; Gonzalez et al., 1995).

Recientemente, estudios con porinas de Salmonella typhi, demostraron que pueden inducir anticuerpos de
larga duracién con capacidad bactericidas (Secundino et al.,2005), lo que apoya el uso de porinas como
modelo de memoria inmunolégica y el desarrollo de vacunas constituidas de subunidades con la capacidad
de conferir inmunidad de larga duracién y la combinacion de porinas de Salmonella typhi con el adyuvante

PapMV que potencializa la respuesta inmune contra Salmonella typhi (Acosta et al., 2008).

Como ya se menciond, las porinas son base fundamental para llevar a cabo la produccion de una vacuna

tentativa contra la fiebre tifoidea. Por lo que establecer un proceso de produccion de porinas a partir de la



biomasa de Salmonella typhi para proveer la cantidad de proteina (porinas) necesaria para la formulacion

de la vacuna tentativa, es prioritario.

La produccién de biomasa de Salmonella typhi para la obtencién de porina se lleva a cabo tradicionalmente
en matraz, este sistema de produccion no proporciona al microorganismo las condiciones apropiadas para
su 6ptimo crecimiento, entre las que destacan: adecuada transferencia de masa y de calor, control del pH
del medio y como consecuencia se tienen bajos rendimientos en funcién de los nutrientes, volumen de

operacién y ademas de la falta de uniformidad entre lotes producidos, etc.

Por lo que, para lograr un incremento en la produccion de la biomasa se requiere de la introduccion de
modos diferentes de cultivo. Por un lado el uso del biorreactor el cual por sus caracteristicas generales
ofrece sistemas de control de las diversas variables de proceso, y de sus formas de operacion (lote, lote
alimentado y continuo), logran en conjunto un proceso controlado que proporciona las mejores condiciones

para el crecimiento del microorganismo y en consecuencia una mejora en la produccién de biomasa.

Este trabajo se suma al interés en el area, es decir, la produccion de antigenos de Salmonella typhi

mediante la produccion en biorreactor (H. Jang et al., 2008).

Proceso de produccion de biomasa
La produccién de un metabolito de origen microbiano, porinas de Salmonella typhi se presenta en la
Figura2; en la cual en recuadros punteados se separan las tres principales etapas del proceso,
1) Preparacion de medios, esterilizacion y preparacion del fermentador, 2) Fermentacion en biorreactor y

finalmente, 3) Recuperacion y purificacion.
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Figura 2. Proceso de produccion.

Este trabajo se concentrd en las etapas que en el diagrama del proceso de produccion estan en los
cuadros remarcados (Figura 2); con respecto al medio de cultivo se disefié un medio sintético para sustituir
el uso del medio complejo, con la finalidad de evitar el remanente de proteinas contenidas en el extracto de
levadura y evitando contaminantes de este origen en los procedimientos de purificacion, y el empleo de
una unica fuente de carbono, la siguiente etapa fue llevar a cabo el cultivo en biorreactor en condiciones
controladas para el crecimiento de Salmonella typhi con el objetivo incrementar la produccién de biomasa
en comparacion con la produccién tradicional y finalmente, la ruptura celular que es la primer etapa del
proceso de recuperacidn de la porina, que consistid en la sustitucion del uso del sonicador por un
homogenizador, permitiendo mayor volumen de trabajo, disminucion del tiempo de proceso entre otros

aspectos, mejorando asi el proceso de recuperacion.

Abordar los aspectos antes mencionados fueron los objetivos de este trabajo, particularmente: 1) Disefiar
un medio de cultivo sintético para el crecimiento de Salmonella typhi, 2) Cultivo celular en lote en
biorreactor y 3) Establecer las condiciones 6ptimas de ruptura celular en homogenizador para la liberacion

de las porina.
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1. DISENO DE UN MEDIO DE CULTIVO SINTETICO PARA Salmonella typhi

INTRODUCCION

El disefio de medios de cultivo sintético ha ganado interés debido a las ventajas que presenta: su uso a
nivel comercial donde el rendimiento se mantiene y el valor agregado del producto justifica su empleo,
perfiles de fermentacion reproducibles, mejor monitoreo y control del proceso de fermentacion, disminucion
en los problemas de escalamiento dado que el medio sintético es menos sensible al proceso de
esterilizacion, y la solubilidad es mayor proporcionando composiciones reproducibles del medio de cultivo a
diferentes escalas (Zhang y Gresham, 1999). Algunos otros aspectos incluyen: control sobre la
concentracion de nutrientes, la cual elimina problemas de regulacion y limitacion del crecimiento, y por otro
lado la reglamentacién para la produccion de metabolitos de uso terapéutico (proteinas, enzimas) hace
muy atractivo el uso de un medio de cultivo sintético porque se conoce con exactitud su composicion y se
cumple con los requisitos GRAS (generaly recognized as save, siglas en Inglés) debido a que no contiene
ningun elemento de origen complejo o animal, generando asi un producto biolégicamente seguro (Nowruzi
et al., 2008).

El interés del crecimiento de Salmonella typhi en medio sintético responde a que en la membrana externa
de este microorganismo encontramos embebidas proteinas llamadas porinas, las cuales presentan
caracteristicas inmunogénicas (Isibasi et al., 1988; Ortiz et al., 1989) y se han utilizado como base de una
vacuna contra fiebre tifoidea para estudios de fase | (Salazar et al., 2004). Asi, es conveniente realizar el
crecimiento en un medio sintético para evitar la presencia de proteinas enddgenas en el medio, lo que
podria facilitar la recuperacién y aislamiento de las proteinas de membrana externa, del proceso de
produccién de la vacuna (Phan-Thanh y Gormon, 1997) y por otro lado lograr un mejor control del proceso

de fermentacion y perfiles reproducibles.

Existen diversas metodologias para el disefio de medio de cultivo, entre éstas se encuentran: disefio
estadistico, redes neuronales, logica difusa, algoritmos genéticos para la optimizacion de medios de
fermentacion y simulacién del crecimiento usando herramientas analiticas, entre otras (Kennedy y Krouse,
1999). En este trabajo se considero la composicion celular como método para proponer la formulacion del

medio sintético.
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De esta manera, se sabe que el microorganismo para su crecimiento, reproduccion y mantenimiento
requiere de fuentes de materia y energia, la fuente de materia debera estar constituida por los elementos
de la masa celular en proporcion a la composicion elemental del organismo en cuestion, entre los que
destacan: C, N, O, S, P, K'y micro-elementos necesarios para el metabolismo del microorganismo: Fe, Mn,
Zn, Mg, entre otros. El propdsito de este trabajo fue disefiar el medio de cultivo sintético y conocer las

condiciones necesarias para el crecimiento de Salmonella typhi en el medio disefiado.

MATERIALES Y METODOS

Cepa de Salmonella typhi
Se usé la cepa Salmonella typhi STYF302 (AOmpF, KanR), (Dr. Edmundo Calva, IBT-UNAM). Lote de
referencia L-1238 y conservado a -70°C (REVCO™) en medio de crio-preservarcion; Luria Bertani

(Peptona 10 g ', NaCl 5 g 'y 5 g I de extracto de levadura) y 20 % de glicerol.

Crecimiento de Salmonella typhi en medio complejo
Salmonella typhi se cultivd en matraz (11) con un volumen de 0.41 en agitador mecanico (4300-
INNOVA™), (6 h, 37°C, 250 rpm), en medio liquido, el cual tuvo la siguiente composicion: NaCsHs07.2H.0
0.5g I, Ko2HPO4 7 g I, KH2PO4 3.1 g I, (NH4)2S04 1 g I, 0.1 g I Extracto de levadura, 1 g I MgSO4 y
5 g I'' Dextrosa. La cinética se siguio por densitometria a 540 nm (Auto UV-Vis, LaboMed™) con medio de

cultivo estéril como blanco.

Crecimiento de de Salmonella typhi en medio sintético
Salmonella typhi también se hizo crecer en matraz con 0.4 | de medio de cultivo sintético con la siguiente
composicion: Ko2HPO4 0.41 g I, KHoPO4 0.32 g |1, (NH4)2S04 3.22 g 1, MgSO4 0.12 g I, Dextrosa 6.09 g I
1, Pantotenato de calcio 0.29 g I, FeSO4 0.048 g I, NaCl 0.123 g I'', y se incub6 a 37°C y 200 rpm. El
seguimiento del crecimiento se hizo por densitometria a 540 nm (Auto UV-Vis, LaboMed™), con medio de

cultivo estéril como blanco.
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Técnicas analiticas

Correlacion densidad dptica-peso seco

La cepa se cultivd en matraz en medio complejo. La cinética se sigui6 por densitometria a 540 nm (Auto
UV-Vis, LaboMed™) con medio de cultivo estéril como blanco, 5 ml de cada muestra se filtraron en porta-
filtro con membrana (Millipore, 25 um & de poro), las membranas se deshidrataron en calor seco (Plus
Oven, GALLENKAMP™) (100°C, 1h) y se almacenaron en desecador hasta peso constante. La

correlacion entre la densidad dptica y el peso seco que se obtuvo se presenta en la Figura 1.1.

1.2

1
0.8
0.6

0.4

Peso seco (g/l)

¥ - y = 0.5576x + 0.3108
0241 © R? = 0.9377

0 I I I I I 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12

Densidad 6ptica (540 nm)

Figura 1.1 Correlacion peso seco- densidad dptica de Salmonella typhi.

Viabilidad de Salmonella typhi
La viabilidad se evalu6 cada seis horas del tiempo de incubacion, se usé el método de vaciado en placa en
medio TSA (BD Bioxon®), las muestras se trataron por triplicado y se incubaron (SHEL-LAB™) ,(37°C, 18-

24 h), se consideraron aquellas placas de entre 30 y 300 UFC para hacer los célculos correspondientes.
Determinacion de sustrato residual

La cuantificacion de azucares reductores (mg ml') se hizo por el método del 3,5-acido dinitrosalisilico

(DNS), (Miller, 1954). Se us6 una curva tipo de 0.0-0.1 mg ml* de glucosa (Difco®). Se tomd 1 ml de cada
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muestra y se diluyé 1:10, posteriormente se adicionaron 3 ml del reactivo DNS (acido 3,5-DNS 7.48 g I,
NaOH 13.98 g I, C4H4sKNaOg 216.1 g I!, fenol fundido 5.36 ml ' y Na20OsS, 5.86 g I''), se incubaron a
ebullicién durante 5 min. Las muestras se dejaron enfriar y se leyeron a 550 nm (Auto UV-Vis, LabMed™)
usando el tubo de 0.0 mg ml* como blanco. Para eliminar las bacterias presentes en la muestra, 3 ml de la

muestra se filtraron en porta-filtro con membrana (Millipore, 25 um & de poro). La determinacion se hizo

por duplicado.
RESULTADOS Y DISCUSION
Formulacion de medio de cultivo sintético para el cultivo de Salmonella typhi

Se usé a E. coli como referencia para la composicion elemental de la biomasa, la cual se presenta en el

Cuadro 1.1, debido a la similitud genética de hasta un 80 % que guarda con Salmonella typhi (Parkhill et
al., 2001).

Cuadro 1.1. Composicién elemental de E. coli (Bailey, 1986)

Elemento % Peso seco
Carbono 50
Oxigeno 20
Nitrogeno 14

Hidrogeno 8
Fosforo 3

Azufre 1
Potasio 1
Sodio 1
Calcio 0.5
Magnesio 05
Cloro 0.5
Fierro 0.2
Otros ~0.3

Se formulé un medio de cultivo para producir 30 g de biomasa himeda, en fermentador BioFlo llc (4 | de
volumen de operacién). Este peso humedo corresponde a 19.5 g de biomasa seca. De acuerdo con el
Cuadro 1.1, la demanda de cada elemento se presenta en el Cuadro 1.2.
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Cuadro 1.2. Cantidad de elementos requeridos por Salmonella typhi.

Elemento Gramos
Carbono 9.75
Oxigeno 3.9
Nitrdgeno 2.73

Hidrégeno 1.56
Fosforo 0.585

Azufre 0.195
Potasio 0.195
Sodio 0.195
Calcio 0.0975
Magnesio 0.0975
Cloro 0.0975
Fierro 0.039

En el Cuadro 1.3 se presenta un resumen, en el que se aprecia la cantidad requerida de cada elemento
por el microorganismo para la cantidad de biomasa seca que se proyecta producir (19.5 g), asi como los

gramos de cada compuesto que cubren esta demanda y su respectiva concentracion (g I).

Cuadro 1.3. Aporte de compuestos por elemento.

Compuesto Jcompuesto Elemento g elemento 0 [ compuesto
(19.5 g-X seca)
Dextrosa 24.37 Carbono 9.75 6.09
(NH4)2S0Oq4 Nitrogeno 2.73 3.22
12.88
Azufre 3.11
MgSO4 Azufre 0.19 0.12
0.48
Magnesio 0.09
KoHPO, 64 Fosforo 0.29 0.41
' Potasio 0.73
KH2PO4 28 Fosforo 0.29 0.32
' Potasio 0.36
NaCl Sodio 0.195 0.12
0.49
Cloro 0.29
FeS0O4.7H,0" 0.04 Fierro 0.194 0.048
Pantotenato de Calcio 1.16 Calcio 0.039 0.29

" El esquema de adicién de este compuesto se especifica en la Figura 1.6
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La solucion de vitaminas, donde éstas tienen la funcién de sustituir los cofactores que aporta el extracto de

levadura al medio de cultivo, tiene la formulacién que se presenta en el Cuadro 1.41.

Cuadro 1.4. Formulacién de la solucién de vitaminas.

Solucion de vitaminas (500 ml)
Biotina 1.5 mg
Piridoxal fosfato 20 mg
Inositol 125 mg
Piridoxina-HCI 25mg
Tiamina- HCI 50 mg

El pantotenato de calcio cumple una doble funcion en el medio de cultivo: (1) como fuente de calcio
(Cuadro 1.3) y (2) como cofactor de las enzimas que participan en las rutas metabdlicas del

microorganismo.

El medio de cultivo sintético se preparo en diferentes etapas: 1) El sulfato de magnesio y la dextrosa, se
hidrataron y esterilizaron por separado, 2) El sulfato de fierro se esterilizd por filtracién al igual que el

pantotenato de calcio, ambos por separado y 3) Solucién de vitaminas se esterilizé por filtracién.

El pH del agua (embotellada) para el grueso del medio debid estar por encima de 7.5, lo mismo para
disolver el MgSOQy4, la dextrosa y el pantotenato de calcio. Por otro lado, para disolver el FeSO,4 se usa agua
con un pH no mayor a 6, lo anterior para evitar la reduccion del fierro que podria llevar a la formacién de un
precipitado, para obtener un pH final del medio sintético de aproximadamente 7, el cual es el pH adecuado
para el crecimiento de Salmonella typhi. Finalmente, se presenta un cuadro comparativo (Cuadro 1.5), del

aporte del medio complejo actualmente utilizado y el medio sintético formulado.

t Las enzimas y cofactores que participan en el metabolismo de Salmonella typhi se revisaron en
http://www.genome.ad.jp/kegg/pathway.html y (Minoru Kenehisa y Susumu Goto, 2000)
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Cuadro 1.5. Diferencias en la formulacion de los medios sintético y complejo.

Nombre Compuesto glt glt
Medio sintético Medio complejo

Dextrosa CeH1206 6.09 5
Sulfato de amonio (NH4)2S0q4 3.22 1.0
Sulfato de magnesio MgSO4 0.12 1.0
Fosfato de potasio dibasico KoHPO4 0.41 7.0
Fosfato de potasio monobasico KH2PO4 0.32 3.1
Cloruro de sodio NaCl 0.12 ---
Pantotenato de calcio 0.29 ---
Sulfato de fierro FeS04.7H.0 0.048 ---
Solucién de vitaminas Enzy cofac 25ml ---
Citrato de sodio NaCeHs07.2H20 --- 0.5
Extracto de levadura --- 1.0

Crecimiento de Salmonella typhi en medio complejo
El crecimiento en medio complejo se presenta en la Figura 1.2 en la cual, se aprecia el incremento de la
densidad optica (540 nm) con respecto al periodo de incubacion, y se muestra la cantidad de sustrato
residual en el medio de cultivo. La densidad optica alcanzada con el medio complejo fue de ~1.1, en
matraz (0.4 I, 200 rpm, 37°C).

1.2

0.8 1

—e—DO
0.6 -

—a&— Glucosa

[Gluccosa] (mg/ml)

0.4

Densidad optica (540nm)

0.2 -

0 T T T O
0 5 10 15 20

Periodo de incubacién (h)

Figura 1.2. Cinética de crecimiento en medio complejo de Salmonella typhi.

-19 -



Crecimiento de de Salmonella typhi en medio sintético
Las cinéticas de crecimiento con medio sintético, donde la glucosa fue la unica fuente de carbono, se
discuten en esta seccidn. Los primeros resultados obtenidos se muestran el la Figura 1.3, donde se uso la

cepa proveniente del lote de referencia y se utilizo la cantidad de FeSO4 que se indica.

l -
: -6
D
/é\ 08 1 | 5 ~
: -
L 06 - -4 g
('5 N—
2 <
o -3 9
o) o
2 04 E
_-g —0—DO —2 9
)
S 02- —A—Glucosa
o C € 1
O T T T T 0
’0 5 10 15 20

100 de FeSOx (0,048 g 1) Periodo de incubacién (h)

Figura 1.3. Cinética de crecimiento en medio sintético de Salmonella typhi.

Se aprecia que existe un incremento en la densidad Optica en el medio, mas no asi un consumo de
glucosa, la formacion de un precipitado visible fue la causa probable de este incremento. Por otro lado,
estos resultados sugieren que el microorganismo pudo crecer usando otra fuente de carbono diferente a la

glucosa, proveniente del medio de crio-preservacion.

Para lograr que Salmonella typhi fuera capaz de crecer en medio sintético fue necesario eliminar los
sustratos provenientes del medio de crio-preservacion. El procedimiento se realizo de la siguiente manera:
500 upL de la suspension bacteriana se centrifugaron (12000 rpm, 4°C, 10 min.) y se desechd el
sobrenadante. El botdn obtenido se resuspendié con 1000 uL de solucién PBS, pH 7.2 (Phosphate Buffer
Solution, por sus siglas en inglés, NaCl 8 g I, Na,HPO4.H,0 1.16 g I!, KH2PO4 0.2 g I, KCI 0.8 g I') y se
centrifugd otra vez. Finalmente el paquete celular se resuspendié con 500 ulL de la misma solucion y este

volumen fue inoculado al matraz con medio de cultivo. Los resultados pueden observarse en la Figura 1.4.
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Figura 1.4. Cinéticas de crecimiento en medio sintético de Salmonella typhi usando distintos tratamientos

de inoculacion.

Al comparar las cinéticas de crecimiento donde se usaron cepas de Salmonella typhi resuspendidas en
diferentes soluciones (Figura 1.4), se observa que la densidad 6ptica alcanzada por la cepa contenida en el
medio de crio-preservacion fue superior a la cepa resuspendida en PBS. La diferencia en el crecimiento
celular se atribuye al aporte de nutrientes del medio de crio-preservacion, dado que el consumo de glucosa

en ambos medios estuvo alrededor de 1 g I en el mismo periodo de incubacion.

Después de haber establecido que el vial debia ser lavado para evitar en el efecto del medio de crio-
preservacion en las cinéticas de crecimiento, se realizaron cinéticas variando la concentracién de sulfato de
fierro en combinacion con el control de pH, dado que en otros experimentos (no reportados) se encontr6
que la disminucion del pH del medio pudo detener el crecimiento. Los resultados cinéticos se presentan en
la Figura 1.5.
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Figura 1.5. Cinéticas de crecimiento con diferentes concentraciones de FeSOs y control de pH.

De acuerdo con los resultados de la Figura 1.5, se encontré que la concentracion de sulfato de fierro que
no promovia la formacioén de un precipitado visible en medio de fermentacion fue aquella en la que se

aplica la siguiente estrategia de adicion de este mineral (Grafico D de la Figura 1.5).
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Figura 1.6. Esquema de adicion de FeSO4 a cultivo de Salmonella typhi en medio sintético.

Por otro lado en la Figura 1.5, se aprecia el efecto del control de pH igual a 7 sobre el crecimiento de
Salmonella typhi en medio sintético, donde el mejor resultado se obtuvo el mejor resultado controlando el
pH en el valor 6ptimo de crecimiento del microorganismo en medio sintético. Ademas, en la cinética D
(Figura 1.5), el consumo de glucosa ocurre de manera sostenida y se correlaciono adecuadamente con el

incremento de la densidad dptica, que es un parametro de crecimiento celular.

El control de pH (7) y el suministro de FeSOs al medio de cultivo sintético permiten afirmar que el
incremento en la densidad dptica corresponde al crecimiento celular, y no debido a la formacién de un

precipitado del ion fierro, (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Cinética de crecimiento en densidad 6ptica y viabilidad celular de Salmonella typhi en medio

sintético.
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En la Figura 1.7, se aprecia que el incremento de la densidad Optica corresponde al incremento en la
viabilidad celular, y al consumo de glucosa, misma que fue la Unica fuente de carbono en el medio de

cultivo sintético disefiado.

Crecimiento de de Salmonella typhi en medio sintético y complejo
Se presentan las cinéticas de crecimiento en los medios complejo y sintético, a manera apreciar los perfiles

de crecimiento y consumo de glucosa en ambos medios.

—0—DO-ms —e— DO-mc
—— Glu-ms —a— Glu-mc

Densidad Gptica (540nm)
Glucosa (C/Cy)

0 5 10 15 20

Periodo de incubacion (h)

Figura 1.8. Cinéticas de crecimiento de Salmonella typhi en diferentes medios.

Es posible destacar en la Figura 1.8, que la densidad Optica alcanzada en el medio sintético es igual a la

del medio complejo y el perfil en el consumo de glucosa fue similar en ambos medios.

Fue necesario primero establecer una correlacion densidad Optica-peso seco (véase seccion de
Metodologia), y utilizar esta relacion para la determinacion de parametros cinéticos como la velocidad

especifica de crecimiento  (h-") y el rendimiento global Y, s en ambos medios. A partir de esos datos es

posible una comparacion cinética y estequiométrica del crecimiento celular en los dos medios, aspecto que

se abordara en esta seccion.

=24 -



La velocidad especifica de crecimiento se determino mediante una regresion lineal en la parte exponencial

de la curva de crecimiento, de acuerdo con la ecuacion de Malthus (Ecuacion 1.1).

la pendiente, corresponde a la velocidad especifica de crecimiento del microorganismo creciendo en los
medios sintético y complejo, Figura 1.9. Los valores obtenidos de la velocidad especifica de crecimiento p

(h-') para ambos medios se presentan en el Cuadro 1.6.

1.2 4 1.2 4

—J—ms —m—mc
——Lineal (ms ——Lineal (mc
1.0 4 (ms) 1.0 (me)
0.8 - 0.8 -
~
X
X | 06 06 -
£
0.4 0.4

In(X/Xo) = 0.0601t - 0.0283
02 - , 0.2
R?=0.9555

IN(X/X;) = 0.06t-0.0719
R2=0.9795

0.0 7

Periodo de Incubacion (h)

Figura 1.9. Velocidad especifica de crecimiento de Salmonella typhi en medio sintético (ms) y medio

complejo (mc).

Cuadro 1.6. Velocidades especificas de crecimiento de Salmonella typhi.

Medio p (h?)
Sintético 0.0601 + 0.007
Complejo 0.0599 + 0.003

Del Cuadro 1.6, se muestran los valores de p que indican que el microorganismo crece tanto en medio
sintético como complejo, ademas se puede concluir que los componentes del medio sintético aportan al

microorganismo todos los elementos necesarios para su crecimiento también como el medio complejo.
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En la Figura 1.10, se observa la velocidad volumétrica instantanea de produccion de biomasa (r, ) para el

medio sintético (ms) y complejo (mc).
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Figura 1.10. Velocidades volumétricas de produccién de biomasa para los medios complejo (mc) y sintético

(ms).

El valor mas alto de r, se obtiene en el medio sintético y en un promedio de tiempo menor, con respecto a

la velocidad que alcanza el microorganismo en medio complejo, reafirmando asi las aseveraciones

anteriores.

El rendimiento global de produccién de biomasa en base al consumo de sustrato (Monod, 1949) se
determin6 como:
X=X
Yy, =%
% Sy -S
Al realizar un grafico de los valores de la ecuacion (1.2), se obtienen dos rendimientos globales; el primero,
en la parte exponencial y el segundo en la parte estacionaria del rendimiento como se indica en la Figura
1.11.
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Figura 1.11. Rendimientos globales en diferentes medios.

Finalmente los valores obtenidos del rendimiento global del crecimiento de Salmonella typhi creciendo en

medios diferentes se encuentran enlistados en el Cuadro 1.7.

Cuadro 1.7. Valores de rendimiento global en medios diferentes de Salmonella typhi.
Medio Yys (1) Yys (@)
Sintético 0.2476 + 0.044 0.0355 £ 0.003
Complejo 0.2095 + 0.017 0.0333 £ 0.011
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CONCLUSIONES
El crecimiento de Salmonella typhi en el medio disefiado se logré después de establecer la adecuada
concentracion de FeSO4 en un esquema de adiciones a las 0 y 12 h del tiempo de incubacion evitando de
esta manera la precipitacion de elementos del medio de cultivo y asi, mantener de manera disponible estos

elementos para el microorganismo.

Por otro lado, se identific que el control de pH en un valor de 7 influye directamente en el crecimiento de
Salmonella typhi en el medio de cultivo sintético disefiado, por una parte manteniendo a los elementos que
constituyen el medio en forma soluble y disponible al microorganismo, y por otra, representa el valor de pH

dptimo para el adecuado crecimiento del microorganismo.

Al determinar los parametros cinéticos (1 y Yy ) para ambos medios, se encontré que los valores son
muy cercanos entre si con una desviacion estandar (c) de 1x10+y 2x10-2 para py Y, s respectivamente,

lo que permite afirmar que existe equivalencia cinética del crecimiento microbiano en el medio complejo

(con extracto de levadura) y el medio sintético disefiado.
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2. PRODUCCION DE Salmonella typhi EN BIORREACTOR

INTRODUCCION
En los procesos biotecnoldgicos se busca la produccion de altas concentraciones de biomasa/producto de
gran valor agregado entre los que se encuentran: enzimas, antibidticos, proteinas, precursores
enzimaticos, vitaminas, etc. El biorreactor es ampliamente usado para llevar a cabo el cultivo del
microorganismo que produzca metabolitos de interés. La temperatura, el pH del medio, la agitacion y la
aireacion son algunas de las variables de operacion que se pueden controlar en el biorreactor (Shuler y
Kargi, 2001). Debido a las caracteristicas de control que ofrece el sistema, éste es capaz de proporcionar
las condiciones ya mencionadas que seran Optimas para el crecimiento del microorganismo productor. En

la Figura 2.1, se esquematizan los componentes principales de un biorreactor.

Aire X X Aire agotado

X Muestra

Motor

Alcali —X—

Acido  —X—
Nutrientes  —X}—
- —

Inéculo

°T cultivo ®

°T carcaza nd

—_———— e —_—

Figura 2.1. Esquema de los componentes del biorreactor.
Como puede observarse el sistema cuenta con puertos de adicion de nutrientes, acido/base, alimentacion

de y salida de aire agotado, los sistemas de control incluyen: control de pH, velocidad de agitacion,

temperatura del cultivo, y flujo de aire alimentado.
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Las formas comunes de cultivo en biorreactor son: cultivo lote (CL), cultivo continto (CC) y cultivo en lote
alimentado (CLA). En este trabajo se propuso el CL, el cual tiene como caracteristica principal al inicio una

sola entrada de nutrientes y una sola salida al final del proceso de fermentacion.

En procesos aerobios es necesario suministrar oxigeno de manera continua al medio de cultivo debido a la
baja concentracion de ese elemento en el agua (0.0084 g I, 25°C) (Asenjo y Merchuk, 1994), de forma
que el crecimiento del microorganismo no se limite por este nutriente (oxigeno) y por otro lado evitar la
posibilidad del cambio en el metabolismo celular, de la produccién de biomasa en condiciones aerobias a la
sintesis de gases en condiciones anaerobias, condicién que podria presentarse en la produccion de
biomasa dada la naturaleza anaerobia de Salmonella typhi, ya que la velocidad y naturaleza de la

formacion del producto (biomasa, gases, acidos, etc.) es afectada por la disponibilidad de oxigeno.

La produccion de biomasa de Salmonella typhi en cultivo lote en biorreactor, con medio sintético con
glucosa como la Unica fuente de carbono y la determinacién de la transferencia de oxigeno fueron los

propdsitos de esta seccion.

MATERIALES Y METODOS

Determinacion del coeficiente de transferencia de masa volumétrico (kia)
El método dindmico fue empleado para la determinacion del coeficiente de transferencia de masa
volumétrico (Cabaret et al., 2008; Fadavi, 2005). Las mediciones se hicieron empleando agua destilada a
37°C a una velocidad de agitacion 200 rpm. El oxigeno fue desplazado del fluido mediante burbujeo de
nitrdgeno hasta alcanzar una concentracién menor a 5 %, para después reestablecer el flujo de aire hasta
la saturacion al 100% a un flujo de alimentacién de aire de 0.5 vvm proporcionado por un anillo difusor con
cuatro orificios. Para cada ensayo, se us6 un electrodo de oxigeno (Mettler-Toledo™), el sistema de
agitacion esta constituido por dos impulsores tipo Rushton de seis paletas cada una (Dimpuisor= 6 cm, Hpaleta=

1.5 cm, ancho de paleta=1.8 cm, espesor de paleta =1 mm, distancia entre impulsores 14.4 cm).
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Cultivo de Salmonella typhi en biorreactor en diferentes medios

Se utiliz6 la cepa Salmonella typhi STY302, la cual se hizo crecer en biorreactor (Bioflo llc. New Brunswick
Scientific Co™, 4.4 1, 200 rpm, 0.5 vvm, 37°C, 6 h, control de pH=7 con NaOH 0.5 N) con 4 | de medio de
cultivo sintético: 0.41 g ' KoHPO4, 0.32 g KH2POs, 3.22 g ' (NH4)2S0s, 0.12 g ' MgSQOs, 6.09 g I
Dextrosa, 0.6 mM Pantotenato de calcio, 0.048 g I FeSO4, 0.123 g I NaCl y en medio complejo: 0.5 g I
Citrato de sodio, 7 g I'' K2HPO4, 3.1 g "' KH2PO4, 1 g 1" (NHs)2SOs4, 1 g I Extracto de levadura, 1g -
MgSOsy 5 g Dextrosa, el cual se esterilizd (121°C, 20 min). El seguimiento del crecimiento se hizo por
densitometria a 540 nm (Auto UV-Vis, LaboMed™) y como blanco se us6 el medio correspondiente sin
inocular. El inéculo se cultivé en matraz (1000 ml) con un volumen de 400 ml del medio correspondiente, y
se incubd en agitador mecénico (4300-INNOVA™ 6 h, 37°C, 250 rpm).

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion del coeficiente de transferencia de masa volumétrico
El coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno es uno de los pardmetros mas importantes en los
procesos fermentativos aerobios, este coeficiente depende de la velocidad de agitacion, el flujo de aire
inyectado, las propiedades reoldgicas del medio de cultivo, la temperatura, la presion, la geometria del
biorreactor y el modo de cultivo (Galaction et al., 2004; Puthli et al., 2005). Y debido a que la transferencia
de oxigeno en el biorreactor es frecuentemente un factor limitante del crecimiento dada la baja solubilidad

de oxigeno en el medio, la correcta determinacion del k,a es un paso crucial para prevenir posibles

problemas de limitacion del crecimiento.

La velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) en el medio esta determinado por la ecuacion:

dc, .
2 =ka(C5, ~Co) =VTO. (2.1)

al integrar la ecuacion 2.1:

IN(Cy, —Co,) = —K a*t e (2.2)
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Asi, k,a puede ser obtenido de la pendiente del In(C:,2 —C,, ) vs tiempo. En la Figura 2.2 se presenta la

estimacion del k,a(seg') para 0.5 vvmy 200 rpm.

2.0 4 0.5 vwm

154
1.0
0.5 -

0.0 -

IN(C*02-Co2)

-0.5

L0 In(C*op-Cop) = -0.22225 + 7.1485

2 _
15 ] R? = 0.7975

-2.0

0 5 10 15 20
Tiempo (s)

Figura 2.2. Determinacion de del coeficiente de transferencia de oxigeno en funcion del tiempo.

El valor obtenido fue k,a=799 h-, para 0.5vvm y 200 rpm con este valor y la Ecuacién 2.3 se calcula la

velocidad de transferencia de oxigeno méxima (VTO,,,, ) que ofrece el sistema:

VTO,a =K a(CS) covvrrrrrnen (2.3)

Donde: C;, =0.1703mmolO, es la concentracion de saturacion de oxigeno disuelto en el medio, asi la

VTO,,,, =136.07mmolO, /Ih y la velocidad de consumo de oxigeno (VCO ), Ecuacion 2.4:
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0o, =11mmolO, / g, ..,N es la velocidad especifica de consumo de oxigeno de E. coli (Shuler y Kargi,

2001), por cada gramo de biomasa seca producida. X es la cantidad de biomasa seca que se desea

producir (19.5 g ..., €n 4 1), obteniéndose VCO = 53.625mmolO, / Ih.

Al comparar la velocidad de transferencia oxigeno (VTO) se aprecia que es superior a la velocidad de

consumo de oxigeno (VCO), asegurando que el oxigeno no es factor limitante del crecimiento.

Cultivo de Salmonella typhi en biorreactor en diferentes medios
El cultivo de Salmonella typhi en biorreactor se llevo a cabo en el medio sintético disefiado y, en el medio

complejo. En la Figura 2.3, se exponen las cinéticas de crecimiento correspondientes.

1.2 4
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In (X/Xo)
o
()]

o
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|

0.2 - —B— medio sintético

—m— medio complejo

0 2 4 6 8 10 12 14

Periodo de incubacion (h)

Figura 2.3. Cinéticas de crecimiento de Salmonella typhi en diferentes medios.

En la Figura 2.3 se puede observar los dos perfiles de crecimiento, aunque existe fase de adaptacion (fase
lag) en medio sintético (5h), la concentracion celular que alcanza el microorganismo (1.28 g I) es
ligeramente superior con respecto a la alcanzada en medio complejo (1.15 g I-1). Se puede afirmar que el
medio disefiado esta constituido con los elementos y concentraciones adecuadas para el crecimiento de

Salmonella typhi.
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Por otra parte en la Figura 2.4, se encuentran las cinéticas de crecimiento con la densidad optica

alcanzada y su perfil correspondiente de la concentracion de glucosa presente en el medio de cultivo.
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Figura 2.4. Crecimiento y consumo de sustrato de Salmonella typhi en diferentes medios.

En la Figura 2.4 se observa, la densidad 6ptica (DO) alcanzada del cultivo en biorreactor en medio
complejo (mc, 1.34) es inferior a la alcanzada en el medio sintético (ms, 1.53), y por otro lado la glucosa
(C/Co) en el medio complejo disminuye de 1 a 0.31, y en medio sintético de 1 a 0.03. Se puede aseverar
que el microorganismo es capaz de crecer en medio sintético con glucosa como unica fuente de carbono,

alcanzando una densidad dptica mayor a la lograda en el medio complejo, en cultivo lote en biorreactor.
Se obtuvieron las variables cinética del crecimiento de Salmonella typhi en biorreactor en un analisis similar

al que se hizo en el Capitulo 1, los valores obtenidos de la velocidad especifica de crecimiento (u) y el

rendimiento global (Y, s ) de ambos medios se presentan en el Cuadro 2.1.
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Cuadro 2.1. Parametros cinéticos de Salmonella typhi en cultivo en biorreactor
Medio p(h) Yxs (1) Yxs(2)
Sintético  0.1532+0.012 0.3357 £0.016 0.0530 + 0.006
Complejo  0.2424 £0.022 0.4147 £0.059 0.0751 +0.011

Del Cuadro 2.1, existe una diferencia en la velocidad especifica de crecimiento de Salmonella typhi entre
los medios sintético y complejo, de manera similar ocurre entre los valores del rendimiento global del

crecimiento.

CONCLUSIONES
El valor determinado de la velocidad de transferencia de oxigeno dada por el coeficiente de transferencia,
quedo establecido que la combinacion de la velocidad de agitacion y aireacion genera un valor de
transferencia de oxigeno fue superior a la velocidad de consumo de oxigeno estimada, de esta manera el

oxigeno no es una variable limitante del crecimiento en lote en biorreactor de Salmonella typhi.

En el cultivo en biorreactor, se proporcionaron las condiciones adecuadas para el crecimiento del
microorganismo: 37°C, pH = 7, velocidad de agitacion 200 rpm y 0.5 vvm, al observarse perfiles de
crecimiento con las fases lag, log y estacionaria bien definidas sin algin cambio dréstico en el perfil que

pudiera sugerir algun tipo de inhibicion.

El crecimiento en medio sintético alcanzd mayor densidad 6ptica comparada con la que se alcanzd en
medio complejo, demostrandose por una parte que la formulacion del medio disefiado proporcioné los
elementos necesarios para el crecimiento del microorganismo de manera equivalente a lo que sucede en el

medio complejo.

Los parametros cinéticos (uy Y, ) del cultivo en biorreactor en medio complejo y sintético, presentaron
una diferencia con una desviacion estandar (o) de 6x102y 5x102 para uy Y, ¢ respectivamente, lo que

permite confirmar la equivalencia cinética en el biorreactor entre crecimiento en el medio complejo (con

extracto de levadura) y el medio sintético disefiado.
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3. RUPTURA CELULAR DE Salmonella typhi PARA LA RECUPERACION DE PORINAS

INTRODUCCION
Diversos productos de origen bacteriano tienen importancia econdmica, por ejemplo: antibioticos y sus
derivados, proteinas, nucleotidos y enzimas, entre otros. Algunos de ellos se encuentran dentro de la célula
0 embebidos en otros organelos, por lo que la ruptura celular es necesaria para llevar a cabo la liberacion
de estos productos (Balasundaram y Harison, 2005). Asi, la ruptura celular se convierte en el primer paso

del proceso de recuperacion de productos intracelulares (Harrison, 1991).

El proceso de ruptura esta relacionado al tipo de estructura celular, particularmente en bacterias Gram (+) y
Gram (-) debido a que se ha demostrado que la estructura mecanica de la pared celular es uno de los
principales factores que influyen para lograr la ruptura (Harrison et al., 1991). A este respecto, algunas
mediciones indican que la fuerza media compresiva necesaria para romper la pared celular de S. epidermis
(Gram-positiva) esté en el orden de 13.8 uN, mientras que para E. coli (Gram-negativa) es de 3.8 uN
(Shiu et al., 2002) y para levaduras se encuentra entre 40 uN para células en crecimiento exponencial y 90
uN para células en fase estacionaria del crecimiento (Roberts et al, 1994). En la Figura 3.1 se
esquematiza la diferencia entre las estructuras Gram (+) y Gram (-), y la presencia de la membrana

externa.
a Acido

Acido lipoteico
Pepdido-
glicana

teicoico
Membrana citonlasmatica

D
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 Membrana
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Perinlasma

Membrana citoolasmatica
(PSS SSSDS TS0 ES IO X OOOO0COOOCCO0C00

Figura 3.1. Pared celular de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Cabeen y Jacobs-Warner, 2005).
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La pared celular de las bacterias Gram (+) esta compuesta de una multicapa de peptidoglicana (20-80 nm
de espesor) colocada por fuera de la membrana citoplasmatica, ambas estructuras tienen embebidos
polisacéridos anidnicos los cuales son esenciales para viabilidad y contribuyen a estabilizar la morfologia
celular. Por otro lado, la pared de las bacterias Gram (-) incluye una membrana externa que rodea una

delgada capa de peptidoglicano con un espacio periplasmico entre las membranas externa e interna.

La membrana externa es una bicapa (lipidos-proteinas). Posee proteinas, fosfolipidos, lipopolisacaridos
(LPS) y separa el ambiente externo del periplasma. Debido a que las bacterias dependen de la difusion
para su nutricion y para excretar metabolitos, la membrana externa debe ser permeable a ciertas
sustancias y ser capaz de transportar otras (Beveridge, 1999). Un importante grupo de proteinas de
membrana externa son las porinas, las cuales median de manera no especifica la difusién de moléculas

polares pequefias, menores a 600 Da, (Gowtham y van den Berg, 2006).

Los métodos usados para llevar acabo la ruptura celular se esquematizan de la siguiente manera:

Ruptura celular I

Métodos no Métodos mecanicos
mecanicos
|, I | |, I |
Lisis Desecacion Esfuerzo de corte Esfuerzo de corte
(varios) en liguido en sglido
Enzimaticos Molino de perlas || Ultrasonicacion
Quimicos (detergentes, - =
solventes, antibiéticos) Presion: Prensa Alta presion:
Hughes y otros | homogenizadory

Prensa francesa

Fisicos (choque osmotico
y presion)

Figura 3.2. Métodos de ruptura celular (Chisti y Moo-Young, 1986; Middelberg, 1995).

En la industria de alimentos, farmacéutica, quimica y cosmética el uso del homogenizador es muy amplio,
otra bien conocida aplicacion es la ruptura celular de levaduras y bacterias para liberar productos
intracelulares (Diels y Michiels, 2006). A nivel laboratorio el sonicador y el molino de perlas son
ampliamente utilizados para lograr la ruptura celular (Bury et al., 2000; Fonseca y Cabral, 2002); aunque

éstos presentan algunas desventajas, entre las que destacan: la necesidad de un enfriamiento eficiente
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para prevenir el excesivo calentamiento del producto, el tiempo de proceso, el volumen de muestra y el
dafio que estos factores puede ocasionar a la molécula de interés. La implementacion del homogenizador
en la etapa de ruptura de Salmonella typhi como parte del proceso para la recuperacién de las porinas
representa ventajas, debido a que el incremento de la temperatura en la muestra es menos importante y el

proceso de recuperacion es mucho mas rapido y a mayor volumen con respecto al uso del sonicador.

El homogenizador consiste de un pistdn de desplazamiento positivo con dos valvulas (Figura 3.3), la
muestra entra por la valvula de asiento (B) a alta presion y baja velocidad. Debido a que el producto fluye a
través del espacio generado entre la valvula principal (A) y la vélvula de asiento (B), hay un rapido
incremento en la velocidad con un correspondiente decremento en la presion. Este intenso cambio de
energia ocurre en microsegundos, produciendo capas turbulentas tridimensionales que rompen las
particulas (células) a la salida del espacio (D). La muestra procesada (F), incide en el anillo de impacto (C)
y existe la presion suficiente para su desplazamiento hacia la siguiente etapa del proceso (Ayazi et al.,
1995).

Figura 3.3. (A) Valvula de homogenizacion, (B)
Vélvula de asiento, (C) Anillo de impacto, (D)
Espacio de ruptura, (F) Muestra procesada y (E)

Muestra sin procesar.

Las caracteristicas tales como presion o numero de pases varian de acuerdo a la resistencia de la cepa
microbiana, la edad y la temperatura del cultivo celular (Geciova et al., 2001; Barnadas y Sabés, 2001).
Determinar las condiciones de ruptura de Salmonella typhi en el homogenizador APV-2000 para la

recuperacion subsiguiente de las porinas fue el propdsito central de esta seccidn del trabajo.
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MATERIALES Y METODOS

Proceso experimental general
Las etapas que constituyen el proceso de ruptura celular son: 1) Desarrollo de inoculo en matraz (4300-
INNOVA™ 0.4 1, 7 h, 200 rpm, 37°C), 2) Produccién de biomasa en lote en fermentador (Bioflo lic. New
Brunswick Scientific Co™, 4.4 1, 200 rpm, 37°C, 6 h, control de pH=7 con NaOH 0.5 N), 3) Recuperacién de
la biomasa por centrifugacion del volumen total de cultivo (R6C, Sorvall™, 7000 rpm, 4°C, 15 min.), 4)
Lavado del paquete celular (resuspension del botéon con 0.151 de Tris-HCI: 50 mM, pH7.7), 5)
Centrifugacion (R6C, Sorvall™, 7000 rpm, 4°C, 15 min.), 6) Conservacién de la biomasa (12 h, -70°C), 7)
Resuspension del paquete celular (0.151 de Tris-HCI,) y 8) Ruptura celular de la suspension en
homogenizador (APV 2000, Invensys™) con la respectiva evaluacién del proceso de ruptura. Algunas de

las etapas més importantes del proceso se explican con mayor detalle en esta seccion.

Produccion de biomasa
Se usd la cepa Salmonella typhi STYF302 (AOmpF, KanR) (Dr. Edmundo Calva, IBT-UNAM). Se cultivé en
biorreactor (Bioflo llc. New Brunswick Scientific Co™) con un volumen de operacion de 4.51 (6 h, 37°C,
250 rpm y 0.5 vwvm), en medio de cultivo complejo. ElI medio tuvo la siguiente composicién: 0.5 g I'' Na-
Citrato, 7.0 g " KoHPO4, 3.1 g " KHoPO4, 1.0 gl (NH4)2SOs, 1.0 g 1" Extracto de levadura, 1.0 g I
MgSO4 y 5.0 g I'' Dextrosa. El seguimiento del crecimiento celular se hizo por densitometria a 540 nm
(Auto UV-Vis, LabMed™).

Ruptura celular en homogenizador
La biomasa congelada fue resuspendida con 0.15 L de Tris-HCI (50mM, pH 7.7). El homogenizador (APV
2000, Invensys™) se calibré con 0.151 de Tris-HCI a 1300 bar. La suspension celular se pasé a través del
homogenizador a 1300-1340 bar, 5 veces. Entre cada pase, el homogenizador se lavo por triplicado con
una solucién de etanol-agua al 5 % y agua destilada estéril y se calibré a la presion de trabajo. La muestra

procesada se retuvo en bafio de hielo para contrarrestar el incremento de temperatura de la muestra.

Viabilidad y complejidad celulares
La viabilidad se evalu6 después de cada pase de la muestra por el homogenizador, se us6 el método de
vaciado en placa, en medio TSA (BD Bioxon®), las muestras se trataron por triplicado y se consideraron

aquellas placas de entre 30 y 300 UFC para hacer los calculos correspondientes.
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La citometria de flujo (CMF) es una técnica de analisis celular multi-paramétrico capaz de identificar una
célula por medio de sus caracteristicas antigénicas o por sus caracteristicas morfologicas de tamario y
complejidad. Esta ultima capacidad se uso para determinar el grado de ruptura celular: un incremento de
particulas en la poblacién significaria una mayor ruptura celular, al tiempo que también aumentaria la
complejidad de la misma muestra. Para asegurar que se pudieran procesar al menos 10,000 eventos por
cada muestra, después de evaluar la viabilidad celular se prepararon soluciones de 2x10° y 2x106 UFC,
siendo la dilucién 2x10% UFC la que mejores resultados presentd para el analisis de complejidad y tamafio

de la muestra en el citbmetro (FACS-Aria™).

Cuantificacion de proteinas liberadas al medio

La cuantificacion de proteinas liberadas y de membrana (mg ml) se hizo por el método de Lowry, (Lowry
et al., 1951). Se us6 una curva tipo de 0.0 - 0.7 mg ml! de BSA (A-7906, Sigma™). Se tomaron 10y 15 i
de cada muestra, a los cuales se adicion6 20 ul de TCA 72 % y se centrifugaron (EBA 12R, Hettich™),
(2000 rpm, 4°C, 30 min). Se desecho el sobrenadante y se adicionaron 200 pul NaOH 0.5 N, los cuales se
incubaron a ebullicion durante 10 min. Luego se adicion6 1 ml de mezcla de reaccidon (Na2CO3 2 %, CuSO4
1 %, C4HsKNaOs 2 %) y 100 ul del reactivo Follin-Ciocalteau 1 N. Se agitd e incubd (45 min, °T amb, en
oscuridad). Las muestras se leyeron a 750 nm usando NaOH como blanco. Para el caso de las proteinas
liberadas, se tom6 una muestra de la suspension celular y se centrifugd para eliminar las células intactas
(MIKRO 22R, Hettich™), (1000 rpm, 4°C, 15 min).

Extraccion de proteinas de membrana externa

Después de que la suspension celular fue procesada en el homogenizador, se centrifugd (R6C, Sorvall™),
(7000 rpm, 4°C, 15 min) para remover las células intactas. El sobrenadante se ultra-centrifugd (ULTRA-
Pro80, Sorvall™), (45 000 rpm, 4°C, 45 min), el paquete celular obtenido se resuspendio (Homogenizador
vidrio-vidrio PYREX®, 40 ml) con solucién amortiguadora (TRIS 50 mM, SDS 2%, pH 7.7) y se incubd en
agitador mecanico (4300-INNOVA™ 120 rpm, 32°C, 30 min). La suspension se centrifugd (40 000 rpm,
20°C, 30 min), el paquete celular obtenido fue resuspendido, incubado y centrifugado nuevamente como se
menciond antes. El paquete celular recuperado después de la segunda centrifugacion se resuspendié con
solucion amortiguadora de Nikaido (TRIS 50 mM, SDS 1 %, NaCl 23.4 g L, EDTA g L', B-mercaptoetanal
0.05%, pH7.7) y se incubd en agitador mecanico (4300-INNOVA™), (120 rpm, 37°C, 120 min) para
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después ser centrifugada (40 000 rpm, 20°C, 45 min). El sobrenadante que contiene las proteinas de

membrana externa se almaceno en tubos Falcon® de 50 ml a temperatura ambiente.

Cuantificacion e identificacion de proteinas de membrana

Las proteinas se identificaron por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE, por sus siglas en inglés). Se usd una unidad electroforética para geles verticales en placa (BIO-
RAD™), a través de un gel de separacion (arcilamida 11.2 %, bis-acrilamida 2.5 %, SDS 0.19 %, Tris-HCl
0.35 M, pH 8.8), un gel introductor (archilamida 0.5 %, bis-acrilamida 0.13 %, SDS 0.1 %, Tris-HCI 0.2 M,
pH 6.8) y solucion reguladora de corrimiento (Tris-HCI 0.025 M, 0.192 glicina pH 8.3 y SDS 0.1 %). El
corrimiento (30 mA, 120 min) se realizé tanto en condiciones no desnaturalizantes como desnaturalizantes
(5 min a ebullicion) y se detecto la presencia de proteinas por tincion de Coomassie. Se usé un marcador

de pesos moleculares con un intervalo de 10 a 225 kDa (V849A, Promega™).

En el andlisis de inmunoabsorcién, ELISA (enzime-linked immunosorbent assay, siglas en inglés) el
antigeno (porinas de Salmonella typhi) se fij6 a la placa 10 ug mi' y las muestras de 10, 5y 2.5 ug ml,
1h, 37°C, en buffer de carbonatos (NaHCO3 7g I!, NaCO3 2.8 g I!, pH 9.5) y se incubo (12 h, 4°C), se
eliminé el exceso de antigeno lavando la misma con PBS-Tween 20 (NaCl 8 g I, Na;HPO4.H20 1.16 g I,
KH2PO4 0.2 g I, KCI 0.8 g I'', Tween 20 0.1%, 6 veces) y se incubd en solucion de bloqueo (PBS-leche;
NaCl 8 g I, Na,HPO4.H20 1.16 g I'', KHoPO4 0.2 g I, KCI 0.8 g I, leche descremada 5%, 1 h, 37°C). Se
lavd (6 veces) y se adiciond el primer anticuerpo especifico a una dilucién 1:100 para todas las muestras
(anti-porinas, 100 pl, 1 h, 37°C), lavando la placa (6 veces). El segundo anticuerpo (anti IgG de conejo
conjugado con peroxidasa, dil. 1:2000) en una dilucién en solucion de bloqueo, (100 ul, 1.5 hr, 37°C),
seguido de lavado (8 veces), para adicionar el sustrato (6 ug de O-fenilendiamina + 10 pl de H20, al 30 %
en buffer de citratos pH 5.6), se incub6 a temperatura ambiente y en oscuridad durante 10 min, se detuvo
la reaccion (10 pl de H2SO4, 2.5N) y se leyd a una longitud de onda de 490 nm en el lector de ELISA

(6200, Napco™). Tanto las muestras como los controles se trataron por duplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Produccion de biomasa
Las cinéticas de crecimiento de Salmonella typhi tanto del inoculo (5h, DOssonm=1.093), como del
crecimiento en biorreactor (6 h, DOs4nm=1.642) se presentan en la Figura 3.4. Después de la recuperacion

de la biomasa se obtuvo 24 g de biomasa humeda.
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Figura 3.4. Cinética de crecimiento de Salmonella typhi en biorreactor.

Se aprecia una cinética de crecimiento tipica de un microorganismo que no present6 limitacion del
crecimiento por ningun factor (oxigeno disuelto, pH, temperatura o nutrientes), durante el periodo de
incubacién. La anterior permite afirmar que el control de las variables de operacién antes mencionadas se
lleva a cabo adecuadamente en el biorreactor y que las condiciones de aireacion (0.5 vwm), temperatura
(37°C), agitacion (250 rpm), y control de pH (7.0) son las mejores condiciones para el crecimiento de

Salmonella typhi en biorreactor.
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Ruptura celular en homogenizador

Viabilidad celular

Al evaluar la viabilidad celular, se obtuvieron los datos presentados en el Cuadro 3.1, en el cual se
encuentra el resultado para: el cultivo celular en biorreactor, la suspension bacteriana después de la
recuperacion de la biomasa por centrifugacion, la suspension celular después de congelar (-70°C, 12 h,
misma que se us6 como referencia del 100 % de la viabilidad celular) y finalmente la suspension después

de cada uno de los pases (1-5) por el homogenizador a 1300 bar.

Cuadro 3.1. Porcentaje de la viabilidad celular de cada muestra.

Resumen UFC (N) In(No/N)

Cultivo celular en biorreactor 2.18 x101

Suspensién celular antes de congelar 2.54 x1013

Suspension celular después de congelar 0 3.19x101 0.000
1 3.1x1012 2.316
2 472x10M 4214
3 3.22x10M 4.595
4 3.16x10%0 6.918

NUmero de pases 5 510x10° 8.743

Al trazar un gréfico de la pérdida de la viabilidad en funcién del numero de pases se aprecia la caida de la
viabilidad con cada uno de los pases, esta caida se presenta en mayor magnitud en el primer pase, lo cual

se observa en la Figura 3.5.
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Figura 3.5. Pérdida de la viabilidad celular en funcién del nimero de pases.

Al usar el término de sobrevivencia celular In(N,/N) =V, donde N son los organismos presentes (UFC)

presentes al pase H y No son los organismos presentes en la suspensién celular después de congelar
(antes de ser procesada en el homogenizador). En un gréfico de sobrevivencia celular en funcion del
numero de pases (H) (Figura 3.6), se basa un modelo empirico parametrizado en la presion de trabajo.

Esta ecuacion es:
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Figura 3.6. Logaritmo natural de la viabilidad en funcidn del nimero de pases.

El caracter exponencial de este modelo empirico obedece a la caida también exponencial de la pérdida de
viabilidad celular de la suspension bacteriana con relacién al numero de pases en el homogenizador. El
parametro r es la constante que define la muerte celular intrinseca a la suspensién bacteriana, no debida al
proceso, H corresponde al nimero de veces (pases) que la suspensiéon fue procesada por el
homogenizador y k es la relacion entre la disminucion del logaritmo de la sobrevivencia y el numero de

pases. Los valores numéricos de estas constantes se presentan en el Cuadro 3.2.

La relacion empirica obtenida (Ecuacién 3.1) se suma a la serie de modelos matematicos que han
desarrollado otros autores, en los que se relacionan el tamafio de los restos celulares (Wong et al., 1997),
o liberacién de proteinas con la presién ejercida a la muestra (Engler y Robinson, 1981), en métodos

mecanicos (homogenizador) de ruptura celular.

Cuadro 3.2. Constantes empiricas de la ruptura celular de Salmonella typhi.

k r
R1 1.654 1.389
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Complejidad celular

En los citogramas de dispersion, las particulas en las muestras se colocan en relacion a su tamafio
(abcisas) y a la complejidad en términos de su asociacién y granularidad estructural (ordenadas),
definiendo las areas: Q1, Q2, Q3 y Q4. El sector Q1 se refiere a los eventos (particulas analizadas en el
citdmetro) con menor tamafio de particulas y mayor complejidad, en Q2 se incluyen eventos de mayor
tamafio y mayor complejidad relativa, Q3 representa muestras con menor tamafio y de baja complejidad, y

finalmente Q4 incluye muestras de mayor tamafio y menor complejidad relativa.

La localizacién de los eventos de una muestra que ha sido sometida a un proceso de ruptura celular se
correlaciona con el grado de ruptura alcanzado en la muestra:

1) Para una muestra en que se obtuvo una baja ruptura celular después de ser tratada en el
homogenizador, se espera tener células completas que reflejaran eventos de tamafio variable (segun la

distribucion de tamarios celulares) pero baja complejidad granular, localizados en los sectores Q3 y Q4.

2) En muestras de homogenizacién con alta eficiencia de ruptura celular, el tamafio de los eventos
registrados en el citdmetro tiende a incrementarse por el rompimiento de células que originan particulas
como grandes segmentos de membrana. La liberacion de detritus celulares también incrementa la
complejidad granular en la muestra. Todo esto produce un desplazamiento de eventos hacia los sectores
Q1 y Q2 del citograma que se correlaciona con un incremento en la eficiencia del método de ruptura

celular.
En la Figura 3.7 se indican las areas del citograma destacando el sector Q3, que concentraria eventos

asociados a células completas en la muestra; y al sector Q2, que representa muestras con alto

rompimiento celular.
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Figura 3.7. Citograma de dispersion de la muestra sin procesar por el homogenizador.

En la Figura 3.8, se presentan los citogramas para cada pase (H1-H5) por el homogenizador. Se observa
como la migracion de los eventos hacia el area Q2 se va incrementando con cada pase, lo anterior muestra
que las caracteristicas de las muestras respecto a su complejidad celular se modifica. Este resultado se
correlacioné de manera adecuada con la pérdida de la viabilidad celular. EI cambio de la complejidad de

las muestras se atribuye de manera indirecta al hecho de que la ruptura celular esta ocurriendo.

Es importante sefalar que en el tercer pase (H3) el numero de eventos en el cuadrante Q2 no es mayor
que en el segundo pase como se esperaba, pero esto es debido a una toma de muestra incorrecta dado
que se mantiene una tendencia en la migracion de los eventos hacia el area Q2 en el cuarto y quinto pase

de la muestra por el homogenizador.
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Figura 3.8. Citograma de dispersion de la suspension celular después de cada pase por el homogenizador.

Los resultados numéricos de cada una de las areas se muestran en el Cuadro 3.3, en los cuales se
observa el incremento del nimero de eventos en el cuadrante Q2, asi mismo su porcentaje
correspondiente. Ademas, también se nota la disminucién en el cuadrante Q3, el cual representa las
caracteristicas de menor numero de particulas y menor complejidad celular. Esta migracion de eventos

indicd que la muestra fue cambiando su complejidad celular con cada uno de los pases por el

homogenizador.
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Cuadro 3.3. Distribucion y porcentaje de los eventos en la Citometria de flujo

# Eventos % de eventos
Muestra Q1 Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4
SB 741 3,899 16,436 78,924 0.7 3.9 16.4 78.9
H1 1,542 4,373 25546 68,539 1.5 44 255 68.5
H2 3,310 7,915 27,769 61,006 3.3 79 27.8 61.0
H3 886 2,237 29,128 67,749 0.9 22 29.1 67.7
H4 9,406 33,588 12,778 44,228 94 336 12.8 44.2
H5 11,501 52,635 6,235 29629 115 526 6.2 29.6
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Cuantificacion de proteinas liberadas al medio

La cuantificacion de proteinas liberadas al medio como medida indirecta de la ruptura celular, se realiz6 por
el método de Lowry con el uso de una curva tipo para la subsiguiente cuantificacion de la muestra
proveniente del proceso de ruptura. En la Figura 3.9 se puede apreciar la concentracion de proteinas
provenientes de cada muestra, SB para la muestra antes de tratar, H1-H5 para las muestras procesadas

en el homogenizador.

La concentracion de proteinas liberadas se incrementa en el primer pase por el homogenizador
manteniéndose en el mismo orden (3 mg mL-") hasta en tercer pase. El contenido de proteinas se reduce

después de haber pasado la muestra por el homogenizador cuatro y cinco veces.

’—3.5

~3.0

Proteinas totales (mg/mL)

Figura 3.9. Proteinas totales en la suspension
celular después de cada pase por el

homogenizador.

SB

Muestras

La cuantificacion de proteinas liberadas se incrementa en el primer pase, lo cual indico que la ruptura
celular ocurri6 al hacer pasar la muestra por el homogenizador. Este resultado correlaciond

adecuadamente con la pérdida de la viabilidad celular y la medida de la granularidad de la muestra.

La disminucién del contenido de proteinas en el citoplasma después del tercer pase pud ser atribuida a
que las proteinas liberadas que estan en contacto directo con enzimas, también de citoplasma, que actian
hidrolizandolas, o bien pudo ocurrir la desnaturalizacién de las proteinas, debido al incremento de
temperatura durante el proceso. La disminucién en la concentracion de proteinas liberadas por las posibles

causas mencionadas, no excluye que estos efectos le ocurran también a las proteinas de membrana.
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El incremento de proteinas liberadas indico claramente la ruptura celular. Sin embargo, fue necesario
demostrar la presencia de las proteinas de membrana: porinas de Salmonella typhi, para lo cual, se llevé a

cabo la extraccion de estas proteinas como a continuacion se describe.

Cuantificacion de proteinas de membrana

Las muestras provenientes del primer y segundo pase se trataron para obtener proteinas de membrana,
usando en método de Nikaido modificado (Nikaido, 1983). Se cuantificé el contenido de proteinas totales
por el método de Lowry, esta cuantificacion dio como resultado 0.2039 mg mL-" de proteinas totales para el
extracto celular después de haber procesado la muestra por el homogenizador una sola vez. Para la

muestra que se proceso6 dos veces el resultado fue de 0.2644 mg mL-! de proteinas totales.

Estos resultados indican la presencia de proteinas, contenidas en el producto final del proceso de
extraccion. Lo anterior no indic6 directamente la presencia de la porina, proteina de interés, por lo que fue
necesario implementar una técnica de identificacion. Esta se realizd por medio de un corrimiento en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) y una reaccion especifica antigeno-anticuerpo, a través del inmunoensayo

enzimatico conocido como ELISA.

Identificacion de proteinas de membrana

SDS-PAGE. El gel para la identificacion de proteinas se tifid con azul de Coomassie usando como
referente el marcador de peso molecular adecuado. Se puede observar (Figura 3.10a) la presencia de
bandas que corresponden a la identificacion del trimero (condiciones no desnaturalizantes) de la proteina
de membrana de Salmonella typhi, las cuales de acuerdo al marcador molecular tienen un peso molecular
en el rango de 100- 150 kDa. También se observan bandas que corresponden a la identificacion del
mondmero (condiciones desnaturalizantes) de la proteina de membrana de Salmonella typhi, con un peso

molecular en el rango de 35-37 kDa, Figura 3.10b.
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Figura 3.10. SDS-PAGE. 1, marcador de peso molecular; 2, proteinas de membrana externa con un pase

por el homogenizador y 3, proteinas de membrana externa con dos pases por el homogenizador.

En la Figura 3.10 a y b, se corrobord la presencia de las proteinas de membrana y se estimd su peso
molecular. Cabe destacar que las muestras no estan purificadas es decir, no fueron procesadas en la
columna de separacion por lo que se justificaria la presencia de otras bandas, aunque este no es el caso.
El andlisis de proteinas de membrana usando SDS-PAGE para la identificacion de porinas de membrana

externa ha sido utilizado por otros autores (Arockisamy y Krishnaswamy, 2000).

ELISA. El control positivo que se usd fue una muestra identificada como porina de Salmonella typhi (cD.
Nora Rios S., Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica), de acuerdo a los valores de
absorbancia obtenidos tras este reconocimiento, fue claro que se trato de un reconocimiento especifico, es
decir, las proteinas de membrana de Salmonella typhi son reconocidas a diluciones bajas del anticuerpo;
interpretandose asi que los sitios de reconocimiento de la porina son rapidamente saturados por el
anticuerpo, asegurando de esta manera la especificidad del reconocimiento, ademas de tratarse de una
proteina control ya estandarizada para esta reaccion y por ende, todas aquellas muestras que resulten
positivas y que sean seleccionadas tras un corte estadistico como el antes sefialado, pueden considerarse

positivas a dicho reconocimiento.

Es preciso considerar también los valores de la serie de controles negativos, de los cuales el valor
promedio obtenido fue menor a 0.05, el cual sugiere que no existe reaccién de reconocimiento entre los
distintos reactivos del ensayo con el antigeno de prueba, y con ello los resultados obtenidos tanto con el
control positivo como con los valores de las muestras son confiables.

Los resultados numéricos se presentan en el Cuadro 3.4, en donde se incluyen: el promedio de las

lecturas, su desviacion estandar y el punto de corte, el cual es una relacion de la desviacion estandar de
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las lecturas de cada muestra por el nimero de repeticiones del ensayo (2) mas el promedio de la lectura

del control negativo. Este valor establece que todas las lecturas por encima del punto de corte fueron

consideradas lecturas de reconocimiento positivo.

Cuadro 3.4. Lecturas de absorbancia de muestras y controles (+) y (-)

Muestras Concentracion DO (490nm) Promedio Desv. Est Punto de corte
OmpC-H1 10 pg/mL 0.441 0.412 0.427 0.021 0.085
5 pg/mL 0.340 0.332 0.336 0.006 0.055
2.5 pg/mL 0.289 0.257 0.273 0.023 0.089
OmpC-H2 10 pg/mL 0.413 0.368 0.391 0.032 0.108
5 pg/mL 0.31 0.302 0.306 0.006 0.055
2.5 pug/mL 0.263 0.251 0.257 0.008 0.061
Control (+) 0.411 0.403 0.407 0.006
Control (-) 0.062 0.044 0.053 0.013

Estos resultados se representan en un grafico de absorbancia a 490 nm en funcidn de la dilucién utilizada

del antigeno y sus respectivos controles, positivo y negativo. En la Figura 3.11, se aprecian los valores de

densidad oOptica a 490 nm de las muestras, productos de la extraccion de la proteina de membrana: OmpC-

H1 para la extraccion proveniente de la muestra del primer pase por el homogenizador y OmpC-H2 para

dos pases por el homogenizador.
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De acuerdo con los datos del Cuadro 3.4 y la Figura 3.11, se puede afirmar que en los extractos obtenidos
de la extraccion del primer y segundo pase por el homogenizador contienen la proteina de interés (porina
de Salmonella typhi), lo que finalmente asegura que el proceso de ruptura ocurre, y que la proteina de

membrana se puede extraer siguiendo el esquema de obtencidn y purificacion establecido para tal fin.

CONCLUSIONES
En el perfil de la pérdida de la viabilidad celular, se establecié una relacion empirica entre la relacion de
organismos presentes después de cada tratamiento y los organismos presentes sin ser tratados por el
homogenizador, la distribucién de los eventos en los resultados de citometria indicaron cualitativamente
que la muestra cambid en complejidad con cada uno de los pases, lo anterior se interpreté como una
medida indirecta de ruptura celular por lo que, los resultados tanto de sobrevivencia como de citometria
correlacionaron adecuadamente al cuantificar la cantidad de proteina liberada al medio, donde se observo
un incremento de este contenido entre el primer y tercer pase, con una disminucion en el cuarto y quinto

pase probablemente por la accion de enzimas desnaturalizantes y la temperatura del proceso de ruptura.

Los resultados de identificacion de la proteina de membrana de Salmonella typhi (porina) por: SDS-PAGE
con un peso molecular de 36-37 kDa y el inmunoensayo (ELISA) con reconocimiento positivo, aseguran la
presencia de la proteina de interés en el sobrenadante de la etapa de extraccién de proteinas de
membrana, de una suspension que fue tratada con homogenizador como método de ruptura celular para la

recuperacion de porinas.

Con la pérdida del 98.5 % en el segundo pase de la suspensién por el homogenizador y la disminucién del
contenido de proteinas liberadas al medio en el tercer pase se puede establecer que: 1300 bar y 2 pases,
son las condiciones del proceso de ruptura celular en homogenizador APV 2000, que favorecen

recuperacion de porinas de Salmonella typhi, con el menor dafio a la proteina.
Finalmente se obtuvieron 0.94 miligramos de proteina total por cada gramo de biomasa humeda producida,

lo cual es superior a los obtenidos usando el sonicador (0.32 mg) como método de ruptura celular, mismo

que se usa en el procedimiento tradicional de la recuperacion de la porina.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados de las tres etapas abordadas del proceso de produccion de biomasa de Salmonella typhi
para la obtencién de porinas, base de una vacuna tentativa contra fiebre tifoidea permiten establecer las

conclusiones que a continuacion se mencionan.

Se logré el disefio de un medio de cultivo sintético con glucosa como unica fuente de carbono para el
crecimiento de Salmonella typhi, identificando la concentracion adecuada de sulfato de fierro que no
promoviera la precipitacidn y consecuente no disponibilidad de nutrientes en el medio de cultivo disefiado y
al pH como variable de proceso a controlar durante el crecimiento del microorganismo en indculo (400 ml).
Con lo anterior, se lograron desarrollos cinéticos equivalentes de Salmonella typhi creciendo en medios

sintético y complejo.

La determinacion del coeficiente global de transferencia de masa (kia), permite asegurar que el oxigeno no

representara un factor limitante en el crecimiento de Salmonella typhi en cultivo lote en biorreactor.

Por otro lado, la implementacion del cultivo en lote en biorreactor al proceso de produccién, permitid
disminuir el volumen de operacion de 101 (matraz) a 4 | (biorreactor). El cultivo en lote en biorreactor
usando medio complejo alcanz6 una densidad dptica superior con respecto al cultivo en matraz y en medio

sintético fue mayor que en el medio complejo tanto en matraz, como en biorreactor.

La implementacién del homogenizador para lograr la ruptura celular Salmonella typhi, disminuye el tiempo
de esta operacion unitaria en comparacion con el sonicador, donde 1300 bar y dos pases por el

homogenizador son las mejores condiciones para lograr el mejor grado de ruptura celular.
En contexto, los objetivos generales y especificos, establecidos para este trabajo se cumplieron

satisfactoriamente, aportando nuevos procedimientos en el proceso, que a nivel de produccion se traducen

en lograr un incremento en la produccion de la proteina de membrana de Salmonella typhi, porina.
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