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OBJETIVO GENERAL

Produccion de un péptido a partir de Escherichia coli recombinante (polyGly) y evaluacién de sus
propiedades emulsificantes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Produccion recombinante del péptido polyGly a partir de Escherichia coli.

Determinar los factores como mecanismo de lisis celular, concentraciones de buffers y el tiempo de
elucién que influyen en la purificacion del péptido mediante cromatografia por afinidad.

Evaluar experimentalmente la actividad interfacial y emulsificante del péptido polyGly en el sistema
agua/decano.



Purificacion del péptido PolyGly y evaluacion de sus
propiedades interfaciales y emulsificantes
Mishel Yelitza Porras Ariza

PURIFICACION DEL PEPTIDO POLYGLY Y EVALUACION DE SUS PROPIEDADES
INTERFACIALES Y EMULSIFICANTES

RESUMEN

La produccion de biosurfactantes representa una alternativa en la elaboracién de productos maés
ambientalmente amigables, pues son moléculas tensioactivas obtenidas a base bioldgica. En este estudio,
se evalud la actividad emulsificante experimental de un péptido disefiado en un estudio previo elaborado
en la Universidad de los Andes, en el que mediante un disefio racional basado en propiedades como la
polaridad, estabilidad, conformaciones, perfiles de densidad de masa, orientaciones, energia de
interaccion y otras propiedades de los aminoacidos, a partir de dindmica molecular (MD) se selecciond
al péptido PolyGly con una de las secuencias con mejor capacidad de estabilizar emulsiones, para facilitar
su posterior produccion y purificacion a nivel macroscépico. Para ello se realizd una produccién
recombinante del péptido, se purifico mediante cromatografia por afinidad y exclusion por tamafio, se
liofiliz6 y se evalud su estabilidad y tension interfacial en la interfaz agua/decano. Debido a la adicion de
una cadena que codifica 16 amino&cidos en el disefio inicial del plasmido, el péptido pasé6 de pesar 3,72
kDa a 5,37 kDa; este aumento gener6 un cambio en la propiedades del péptido, aumentando la
hidrofobicidad, generando inestabilidad emulsificante y carencia de concentracion micelar critica; sin
embargo, exhibié una disminucién en la tension interfacial de 4,64 mN/m para la soluciébn mas
concentrada (39,65 g/L) mediante el método de gota pendiente.

Palabras clave: Biosurfactante, Escherichia coli, péptido emulsificante, produccién recombinante,
tension interfacial.

PURIFICATION OF THE POLYGLY PEPTIDE AND ASSESSMENT OF ITS INTERFACIAL
AND EMULSIFYING PROPERTIES

ABSTRACT

The production of biosurfactants represents an alternative in the elaboration of more environmentally
friendly products, since they are surfactant molecules obtained on a biological basis. In this study, the
experimental emulsifying activity of a peptide designed in a previous study developed at the Universidad
de los Andes was evaluated, in which through a rational design based on properties such as polarity,
stability, conformations, mass density profiles, Orientations, interaction energy and other properties of
amino acids, from molecular dynamics (MD), the PolyGly peptide was selected with one of the sequences
with the best ability to stabilize emulsions, to facilitate its subsequent production and purification at the
macroscopic level. For this, a recombinant production of the peptide was carried out, it was purified by
affinity chromatography and size exclusion, it was lyophilized and its stability and interfacial tension at
the water / decane interface were evaluated. Due to the addition of a chain encoding 16 amino acids in
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the initial plasmid design, the peptide went from weighing 3.72 kDa to 5.37 kDa; This increase generated
a change in the properties of the peptide, increasing hydrophobicity, generating emulsifying instability
and lack of critical micellar concentration; however, it exhibited a decrease in interfacial tension of 4.64
mN / m for the more concentrated solution (39.65 g / L) by the sloping drop method..

Keywords: Biosurfactant, Escherichia coli, emulsifying peptide, recombinant production, interfacial
tension.

1. INTRODUCCION

Los tensioactivos son compuestos organicos conformados por dos partes quimicas con diferentes
polaridades, un grupo de cabeza con afinidad por las fases polares y un grupo de cola que es atraido por
las fases no polares (Figura 1) (Pal et al., 2019; Tehrani-Bagha, 2016; Zhang et al., 2019). Por tanto, estos
son solubles tanto en agua como en disolventes organicos (Kang et al., 2020). Debido a su particular
estructura, los tensioactivos tienen la capacidad de adsorberse en superficies o interfaces, modificando su
balance energético (Cosgrove, 2010; Kronberg et al., 2014; Van Hamme et al., 2006), y tienden a cambiar
la tension superficial/interfacial entre dos liquidos inmiscibles, actuando como emulsificantes,
desemulsificantes, detergentes, dispersantes, espumantes y agentes humectantes (Tripathy et al., 2018).
Segun su grupo de carga, los tensioactivos (o anfifilos) se pueden caracterizar como zwiterionicos (carga
neta cero), no idnicos (sin carga), anionicos (carga negativa) y cationicos (carga positiva) (Yoshii et al.,
2016).
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Figura 1. Clasificacion de los tensioactivos (Yoshii et al., 2016).

Los tensioactivos naturales, renovables o biosurfactantes son moléculas anfifilicas producidas por
organismos vivos (principalmente microorganismos) y proveedores de propiedades y caracteristicas que
los hacen posibles suplentes de los tensioactivos sintéticos (Henkel & Hausmann, 2019) y al ser
ambientalmente seguros y biodegradables, los convierten en aspirantes interesantes para aplicaciones que
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abarcan desde la cosmética hasta la recuperacion de aceites (Jahan et al., 2020). En sus méas variadas
aplicaciones se utilizan para describir una diversidad de moléculas recombinantes, que, en conjunto,
suman aproximadamente 2000 sustancias anfifilicas diferentes de origen biol6gico (Z. Liu et al., 2017);
pues estas moléculas anfifilicas se prefieren a sus homdlogos petro-quimicos debido a su
biodegradabilidad, baja toxicidad y eficiencia en condiciones extremas de temperatura y pH (Jahan et al.,
2020). La naturaleza anfifilica de los tensioactivos los hace adecuados para su uso en numerosos
productos industriales, incluidos medicamentos (Clarke et al., 1993; Torchilin, 2001), inhibidores de la
corrosion para proteger el acero y otros metales corrosivos (EI Achouri et al., 2001; Elachouri et al., 1995;
Hegazy et al., 2010; Qiu et al., 2008), detergentes (Kang et al., 2020; Yada et al., 2019), desemulsionantes
(Abdulraheim, 2018; Atta et al., 2018), agentes humectantes (Alexandrova et al., 2017), potenciadores de
la recuperacion de aceite (Howe et al., 2015; Nourafkan et al., 2018; Zhao et al., 2018), depresores del
punto de fluidez (EI Mehbad, 2017; Gu et al., 2018), y formulaciones farmacéuticas (Steinhilber et al.,
2013; Weiszhér et al., 2012).

Los biosurfactantes se dividen en aquellos que reducen la tension interfacial y superficial, que son
tensioactivos de bajo peso molecular; y los de alto peso molecular, que son agentes estabilizadores de
emulsiones (Khan et al., 2015), se conoce que los péptidos mas eficaces son los de peso molecular medio
entre 1.000 y 4.000 Da (Montoya, 2004). La estructura y composicion de cada molécula individual
depende en gran medida de este efecto combinado de bioactividad y actividad interfacial (Henkel &
Hausmann, 2019). Existe una amplia diversidad de microorganismos productores distribuidos en los méas
variados géneros, los cuales son los responsables de producir biosurfactantes con una diversidad
estructural y funcional sobresaliente, abarcando diversas especies de bacterias, levaduras y hongos
filamentosos, (Gupta et al., 2019) donde sus pesos moleculares pueden oscilar entre 500 y 1500 Da (Van
Hamme et al., 2006). En cuanto a la composicion quimica, algunas de las clases existentes de
biotensioactivos de bajo peso molecular son glicolipidos (ramnolipidos, trehalolipidos, soforolipidos y
celobiolipidos), acidos grasos, lipopéptidos, policétidoglucésidos y acido espiculispérico (Henkel &
Hausmann, 2019), mientras que los tensioactivos de alto peso molecular comprenden tensioactivos
poliméricos (Dominguez Rivera et al., 2019) y lipoproteinas (surfactina, gramicidinas, serrawettina,
viscosina y subtilisina) de origen microbiano (K. Liu et al., 2020; Van Hamme et al., 2006; Ward, 2010).

La elaboracién de biosurfactantes mediante microorganismos se destaca por el poco tiempo de produccion
resultante de un ciclo de crecimiento mas corto en comparacion con plantas y animales, haciendo de los
tensioactivos microbianos una de las principales alternativas para posibles exploraciones comerciales
(Lang, 2002). En anteriores investigaciones se ha reportado el comportamiento de biosurfactantes de bajo
y alto peso molecular de origen microbiano, estos se adsorben espontaneamente en varias interfaces y se
auto ensamblan en solucién acuosa, lo que da como resultado propiedades fisicoquimicas Utiles como
disminucion de la tension superficial e interfacial, baja concentracion micelar critica (CMC) y capacidad
para solubilizar compuestos hidréfobos (Jahan et al., 2020).

La Escherichia coli (Figura 2) es la primera opcién para la expresion de muchas proteinas heterélogas
debido al basto conocimiento sobre su genética, bioguimica y biologia molecular (Green & Sambrook,
2012). Entre las ventajas que este microorganismo brinda como hospedero estan, mayor velocidad
especifica de crecimiento que las levaduras y células de mamiferos; facil manipulacion genética, no posee
requerimientos costosos asociados a medios de cultivo o equipamiento a diferencia de las células de
organismos superiores; existencia de gran variedad de vectores de expresion estables (Choi et al., 2006;



Purificacion del péptido PolyGly y evaluacion de sus
propiedades interfaciales y emulsificantes
Mishel Yelitza Porras Ariza

Jonasson et al., 2002), y por su répido crecimiento se ha convertido en la plataforma de expresion méas
popular para la produccidon de proteinas recombinantes (Rosano & Ceccarelli, 2014). Uno de los objetivos
de la produccion de proteinas recombinantes en E. coli es maximizar la productividad. Se pueden alcanzar
altos rendimientos volumeétricos y especificos después de una cuidadosa seleccion de las cepas de
expresion y la optimizacion de los pardmetros de cultivo. Cabe destacar que mas de 30.000 proteinas
recombinantes se han expresado y purificado con éxito usando E. coli (Green & Sambrook, 2012)

BACTERIADE E. COL!

@ © S
Plasmido

recombinado Celula
anfitriona {fembrana

- — Y E. coli celular

-

Flagelos

Célula transformada

Figura 2. Transformacion de Escherichia coli con un plasmido recombinante (Garcia et al., 2013).

Los sistemas de expresion heter6logos permiten la modificacion de la proteina para optimizar la
expresion, el analisis mutacional de sitios especificos dentro de la proteina y facilitar su purificacién con
etiquetas de afinidad disefiadas donde se requiere un alto grado de purificacion de la proteina (Green &
Sambrook, 2012). Los procedimientos de produccion de péptidos y proteinas pequefias, que normalmente
comprenden la sobreexpresion de proteinas recombinantes o la sintesis quimica, son un desafio (Kent,
1988); pues, en comparacion con la sintesis quimica (Andersson et al., 2000), los métodos de produccion
recombinante enfrentan dificultades en razon al tamafio naturalmente pequefio del péptido/proteina y la
presencia de residuos altamente cargados dentro del péptido/proteina provocan una susceptibilidad a las
proteasas presentes en la plataforma de expresion del huésped (ltakura et al., 1977; Kim et al., 2014; Li,
2011). La sobreexpresion de estas moléculas con especificamente una etiqueta de afinidad de mayor peso
molecular es un enfoque prometedor porque le da al péptido/proteina pequefia una mayor estabilidad y
una mayor resistencia proteolitica (Tang et al., 1997). El uso de proteinas recombinantes podria ser una
mejor manera de obtener péptidos controlados genéticamente (Cai et al., 1998). Por estas razones, la
produccion de proteina recombinante es el método preferido, mas expandible y viable para biomoléculas,
especialmente si los péptidos tienen mas de 25 aminoacidos (Rodriguez et al., 2014; Yin et al., 2012).
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Pérez Bejarano et al. (2021) construy6 un sistema de simulacion con el pagquete GROMACS (version
2018.3) donde evaluo la actividad interfacial de diecisiete péptidos racionalmente disefiados frente a la
del surfactante Tween 20® a nivel molecular. En este manuscrito se propuso estudiar la efectividad como
surfactantes para reducir considerable la tension interfacial de un sistema conformado por agua y un
hidrocarburo. Para esta investigacion el hidrocarburo seleccionado fue el decano, por tratarse de un alcano
de cadena lineal sin ramificaciones; estas caracteristicas facilitan la simulacion gracias a que al no existir
enlaces complicados se reducen en gran medida los tiempos de simulacion (Pérez Bejarano et al., 2021).
Usando simulaciones de dinamica molecular, dos de estos péptidos disefiados (Surf-UAC1, Surf-UAC2),
presentaron resultados favorables mostrando que la metodologia proporcion6 datos precisos de tension
interfacial para la interfaz decano-agua, ya que se encuentra un error relativo del 2,5% entre las
simulaciones MD y los datos experimentales. Posteriormente, Pérez Bejarano et al. (2021) llevo a cabo
un disefio in-silico de los péptidos en base a las polaridades de los aminoacidos y otras propiedades
fisicoquimicas para obtener moléculas con diferentes indices de hidropatia; ademés beneficiandose de su
polaridad, en el disefio incluyo en el altimo tramo de su fase hidrofilica una etiqueta de poli histidina de
seis residuos para facilitar su purificacion por cromatografia de afinidad.

El péptido Surf-UAC2 (denominado como PolyGly) disefiado por Pérez Bejarano et al. (2021) tiene como
objetivo esquematizar experimentalmente la estructura de un tensioactivo, para ello definieron tres
secciones en el péptido. Primero, un area hidrofobica (resaltado con naranja en la Figura 3) compuesto
por amino&cidos no polares capaces de interactuar a través de sus cadenas alifaticas con la fase oleaginosa
del sistema interfacial. En segundo lugar, un area hidrofila (resaltado en azul en la Figura 3) compuesto
por aminoacidos polares capaces de interactuar a traves de enlaces de hidrogeno con la fase hidrofila del
sistema interfacial. Finalmente, una seccidn de enlazadores flexibles (resaltados con blanco en la Figura
3) que mantiene una adecuada separacion entre las areas hidrofilicas/hidrofébicas propiciando la
formacion de un péptido mas estable y bioactivo (Chen et al., 2013). Adicionalmente, afiadieron tres
mondmeros de los enlazadores flexibles méas utilizados para el disefio de polipéptidos y proteinas de
fusiéon (Argos, 1990; Rodriguez et al., 2014) en medio de las secuencias de aminoacidos del péptido:
(GGGGG)3, otorgando una polaridad intermedia a esta seccion.

Hydrophilic motif

Hydrophobic motif /
\ / Flexible
2 linker
« Surf-UAC2
> | &
\ Sequence: MLAAMVALLAALVALGGGGGGGGGGGGGGGIAQEEHHHHHH
7 Molecular weight: 3.72 kDa
Q l GRAVY: 0.31
A

Y

~/

Figura 3. Estructura secundaria del péptido PolyGly (Surf-UAC?2) (Pérez Bejarano et al., 2021). Los
colores se muestran de acuerdo con la escala de hidrofobicidad de Kyte-Doolittle (Kyte & Doolittle,
1982): Azul para los més hidréfilos, blanco para enlazadores, y naranja para los mas hidrofobos.
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En el disefio racional Pérez Bejarano et al. (2021), estableci6 que el péptido no tendrian una secuencia de
aminoacidos extensa, ya que se ha observado que estructuras complejas de aminoacidos como las
proteinas se denaturan rapidamente al interactuar con interfaces o superficies (D’Imprima et al., 2019;
Yano, 2012; Zhai et al., 2013) perdiendo sus propiedades funcionales (Xiong, 1997). De esta manera, el
péptido estd compuesto por 41 aminoacidos de los cuales predominan la glicina (G), alanina (A), histidina
(H), leucina (L), y para el caso de la metionina (M), valina (V), acido glutdmico (E), la isoleucina (1) y la
glutamina (Q), cada una de ellas proporcionar una carga neta de -2e.

Como se ha descrito previamente, el péptido PolyGly, posee una cola de seis histidinas ubicadas en el
extremo N-terminal de la proteina (Pérez Bejarano et al., 2021). Esta etiqueta de poli-histidina permite su
union especifica a una fase estacionaria (David S. Hage, 2005) que contiene cationes divalentes (Ni?*,
Cu?*, Co?*, Zn?*) (Soltaninasab et al., 2022) inmovilizados por agentes quelantes (acido iminodiacético
(IDA), écido nitriloacético (NTA), acido aspartico carboximetilado (CM-ASP)) (Bornhorst & Falke,
2000; Owczarek et al., 2019) en la resina de la columna de afinidad. El agente que se inmoviliza se conoce
como como "ligando de afinidad" presente en la fase estacionaria, y junto a el grupo imidazol presente en
His-tag (residuos de la cola de histidinas) (Maria Del R. Rocha Pizasa, 2005) forma un complejo de
coordinacion que da como resultado la alta selectividad de proteinas con residuos de histidina agrupados
que se retienen fuertemente sobre un soporte cromatografico poroso (Alfred Nobel, 2000). Este tipo
particular de purificacion de proteinas recombinantes con tag de histidina se denomina cromatografia de
afinidad por metales inmovilizados (IMAC), generalmente usado con columnas de Ni?* y de acido
iminodiacético (IDA) como el ligando quelante en este caso (Figura 4).

GxHis-tag Acido iminodiacético (IDA)
e & F
- ) -
NN /Coi/’\ /" N—_ Resin Nid
SN 0. : ~N otk B SO UL
H | oy b 24 > AN
Histidina ™, 2.7 NC 60/ N2 |, e Ni, N_
H,O i '0—co NS |-
o) _N- sl LN
R H,0 R \ H Y

Figura 4. Purificacién de proteinas usando etiquetas de afinidad de poli histidina en Niquel- acido
iminodiacético (Ni?*-IDA). Esquema de union de 2 residuos de histidina presentes en la cola de 6xHis
conjugado a la fase estacionaria (presentada en azul). El ion de niquel (Ni?") esta unido entre la etiqueta
de proteina His y la molécula de IDA (presentado en verde). El agente quelante (molécula de IDA) esta
unido al soporte solido en la columna (presentado en naranja).

Debido al reciente interés en reemplazar los emulsionantes de origen petroquimico por bioemulsionantes,
se decide apuntar a la fabricacién de productos derivados de recursos renovables por sus grandes
beneficios que incluyen biodegradabilidad, respeto al medio ambiente y buen desempefio en condiciones
extremas (Tao et al., 2019). Ademas, las materias primas de petréleo estan disminuyendo
progresivamente y es inminente una escasez de este recurso en el futuro; asi mismo, la volatilidad de los
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precios del petrdleo podria, en algunas circunstancias, compensar los altos costos de produccion de los
biosurfactantes. En términos de modelo de negocio, incluso considerando las diferencias de costes de
produccion y el impacto sobre el cambio climatico, los clientes premium estan dispuestos a pagar un
precio mas alto por productos de base biologica que proceden de industrias con certificacion ecologica
(Hayes & Smith, 2019). Por estas razones, la produccion de bioemulsionantes es una industria emergente
necesita mas atencion e investigacion (Smith & lerapepritou, 2010).

La seleccion y disefio de péptidos como emulsionantes viables presenta algunas ventajas sobre otras
biomoléculas. En primer lugar, tienen un tamafio molecular mas pequefio y, por lo tanto, su rendimiento
puede entenderse y predecirse mas facilmente y, en segundo lugar, debido a que los péptidos estan
formados por bloques de aminoéacidos, tienden a ajustarse facilmente a necesidades especificas mediante
la adicion, sustraccion o sustitucion de estos, permiten la manipulacion de péptidos en la interfaz O / W
(Ricardo et al., 2021).

Teniendo en cuenta la capacidad de los péptidos disefiados por Pérez Bejarano et al. (2021) para adsorber
y disminuir la tensién interfacial de las interfaces fluido-fluido. Este estudio tiene como objetivo producir,
purificar y evaluar la actividad interfacial, la estabilidad en emulsiones, la energia de interaccion del
péptido PolyGly de 41 aminoacidos y compararla con la del surfactantes Tween 20® en la interfaz
decano-agua.

2. MATERIALESY METODOS
2.1.Materiales.

Los reactivos ampicilina, NaCl, extracto de levadura, Na,HPO,, NaH, PO, imidazol, NiCl,, etanol, acido
acetico glacial, acido fosférico, dodecil sulfato de sodio (SDS), NaOH, glicerol, glicina, Coomassie
Brilliant Blue, glutaraldehido, Tris-base, y tricina se adquirieron en JT Baker Chemicals®. Isopropil-1-
tio-p-D-galactopiranosido (IPTG) en OMNI Chemicals®. Acrilamida, bis-acrilamida, TEMED, beta-
mercaptoetanol, y Tween-20 en Fisher Scientific®. Resina Sephadex G-25 y resina Profinity ™ IMAC y
células de expresion en Thermo Fisher Scientific Inc®. El péptido PolyGly conjugado con E. coli es un
producto generado mediante Benchling y Gromacs.

Produccion recombinante del péptido PolyGly a partir de Escherichia coli.
2.2.Produccion de la expresion de la proteina recombinante en E. coli.

Se elaboro el caldo de Lisogenia (LB) para crecimiento de la bacteria con 5g de triptona, 5g de cloruro
de sodio y 2,5g de extracto de levadura aforado a 500 mL con agua extra purificada. Se procedio a elaborar
un cultivo en el que se introduce el plasmido que codifica la proteina deseada en una cepa huésped de
expresion; es decir, se elabord un cultivo de 10 mL para desarrollar las células hasta una fase exponencial,
que contiene la cepa huésped, en este caso PolyGly, el cual sera purificado como péptido, ampicilina y
medio para el crecimiento de la bacteria (LB); seguidamente se dejé en una incubadora shaker por
aproximadamente 20 horas y se midio la densidad 6ptica (O.D.) para conocer la concentracion celular de
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las bacterias con una longitud de onda de 600 nm en un espectrofotometro Genesys® 10S UV-VIS.
Alcanzada esta fase semilogaritmica del crecimiento (O.D.=0.6-0.8), se procedio a la induccion de la
expresion proteica recombinante mediante isopropil-p-D-tiogalactésido (IPTG), en el que se elabord un
nuevo cultivo de 200 mL agregando 2 mL de este agente inductor ademas de 200 uL de ampicilina, un
volumen de cultivo de 10 mL dependiente del valor del O.D. y se dejo crecer a las células durante 24
horas a 37 °C con agitacion en una incubadora shaker a 250 rpm. Al cumplirse el tiempo, se usé una
centrifuga refrigerada para separar el sobrenadante del pellet o solidos sedimentados del cultivo
previamente inducido, durante 20 minutos a una velocidad de 4.000 RCF y 4°C. El sobrenadante se
desechd y se pesaron los sélidos que quedaron en el fondo como consecuencia de la centrifugacion (Alfred
Nobel, 2000) (Figura 5).
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Figura 5. Protocolo para produccién heterdloga del péptido PolyGly expresado en Escherichia coli
(Alfred Nobel, 2000).

2.3.Preparacion de lisado de E. coli clarificado usando condiciones no desnaturalizantes.

Finalizada la expresion proteica, el sedimento bacteriano obtenido se sometid a diferentes procesos de
ruptura y homogenizacion para la posterior purificacion de la proteina. Para ello, el sedimento se
resuspendio en una proporcion 1:10 (p/v) de buffer de lisis, para a continuacion iniciar la ruptura celular
(agitador mecéanico, agitacion con vdrtex, y sonicador). La suspension celular se sometié a ultrasonido
cubierto de hielo en todo momento para evitar la degradacién de la proteina. Este procedimiento se llevd
a cabo mediante 10 ciclos a intervalos de 1 minuto cada uno, donde posteriormente paso por un bafio
ultrasonido, cada ciclo de 3 minutos para reducir la produccion de espuma generada por la agitacion a
15.000 rpm. (Alfred Nobel, 2000). Después de la lisis, se centrifugd la muestra homogenizada a 4.000
RFC durante 20 min a 4 °C para sedimentar los cuerpos en inclusion, y se recolect6 el sobrenadante.
Posteriormente se midié la concentracion de la proteina usando 2uL de sobrenadante en un
espectrofotometro UV-VIS de barrido espectral (nanodrop) (Figura 6). Finalmente se utiliza un gel de
poliacrilamida y dodecilsulfato de tricina-sodio para obtener una determinacion aproximada de la
concentracion total de la proteina (Alfred Nobel, 2000).
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Figura 6. Protocolo para ruptura celular del péptido PolyGly expresado en Escherichia coli (Alfred
Nobel, 2000).

2.4.Electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecilsulfato de tricina-sodio (tricina-SDS-
PAGE).

La separacion de proteinas de baja masa molecular (1-30 kDa) o péptidos fragmentados derivados de la
digestion enzimatica se llevan a cabo en geles de poliacrilamida y dodecilsulfato de tricina-sodio (tricina-
SDS-PAGE) (Haider et al., 2012). La electroforesis y posteriores procedimientos se realizaron a
temperatura ambiente. Se elaboraron los geles teniendo en cuenta que debian poseer un gel de resolucion
(&rea de corrida) y un gel de apilamiento (area de concentracion donde se aplicaron las muestras).
Inicialmente se prepar6 la mezcla (Agua ultrapura/Tris 2.5M, pH 8.8/Acril:bisacril/ APS/TEMED) para
el gel de resolucion, y se vertio en un sistema de molde con placas de vidrio utilizando un aparato de
fundicion de mini-gel (Haider et al., 2012) dejando un espacio de 2 cm en la parte superior de las placas
del gel, y se esperd 1 hora hasta polimerizarse, se prepar6 la mezcla (Agua ultrapura/Tris 2.5M, pH
8.8/Acril:bisacril/APS/ITEMED) para el gel de apilamiento, se inyectdé sobre el gel de resolucion
polimerizado en el molde del gel, llenando hasta la parte superior del molde y se insert6 el peine para
crear los pozos de carga. Al cabo de 1 hora de secado, cuando el gel se encontré polimerizado, se retiraron
los peines y el sistema de moldes, para luego colocarlos en el conjunto del electrodo. (Bio-Rad Labs, n.d.)
Cuando el gel estuvo en condiciones éptimas y polimerizado para usarse se procedio a preparar las todas
las muestras que se afiadiran en él. Para ello se seleccionan 10 muestras de preferencia su orden en que
se incluyen los lisados y el marcador de peso para observar la presencia del péptido PolyGly, cabe destacar
que al realizar la electroforesis con estas muestras los geles mostraran todas las impurezas que posee el
lisado ya que no han sido purificadas. Las muestras que se afiadieron al gel en la camara de electroforesis
debian poseer 10 uL buffer de carga el cual permitira el desplazamiento de las proteinas a lo largo de la
corrida'y 10 pL de muestra lisada, las cuales fueron denaturadas o calentada a 70°C durante 5 min, antes
de ser afiadidas al gel, ademas del marcador de peso para estos geles, que fueron calentados a 60°C por 2
minutos. Posteriormente se afiaden 20 uL de muestra denaturada en cada pozo del gel y se aplica un
voltaje constante de 180 V, es de resaltar que dicha corrida no se puede detener hasta que el frente de
corrida toque la parte inferior del gel (Haider et al., 2012).

Terminada la electroforesis se fijo el gel durante 25 min (con agitador) con la solucién fijante de
glutaraldehido al 5% (v / v), luego de esta fijacion se tifid el gel durante 20 minutos (con agitador) con
una solucion de tincién de Coomassie Brilliant Blue. Finalmente se realiz6 la decoloracién durante 20
min (utilizando un agitador) con una solucion de acido acético al 10% (v / v) (Haider et al., 2012). Cabe
destacar que el tiempo de decoloracion de estos geles de poliacrilamida-(tricina-SDS-PAGE)
recomendado es de 20 min, sin embargo, se han observado mejores resultados dejandolo destefiir durante
24 horas (Figura 7). Despues de la decoloracion, se visualizaron las bandas de proteina (Haider et al.,
2012).
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Figura 7. Protocolo para electroforesis de proteinas (Haider et al., 2012).

Determinar los factores como mecanismo de lisis celular, concentraciones de buffers y el tiempo de
elucién que influyen en la purificacion del péptido mediante cromatografia por afinidad.

2.5.Purificacion mediante cromatografia de afinidad en columna de presion media de proteinas
marcadas con histidina utilizando condiciones no desnaturalizantes.

Finalizada la ruptura celular, el sobrenadante de lisado bacteriano se sometié a un proceso de purificacion
de la proteina. En este método, se usd una columna empaquetada y un gradiente de imidazol para
determinar la purificacion optima de proteinas marcadas con His. Para ello, se afiadio 1mL de resina de
niquel, se equilibré la columna con 5 volimenes de columna con buffer de unidn, este buffer varié en
funcion de las propiedades de la muestra a purificar. En este caso se elaboro con fosfato de sodio dibasico
50mM como tampon de partida general; ademas de cloruro de sodio 300 mM, imidazol 5 mM, y se ajust
el pH a 8,0. Se carg6 la columna con solucion de carga de iones y solucion de iones. Este proceso de
purificacion mediante cromatografia de afinidad en una columna de resina de niquel incluye dos etapas
de purificacion en la que se obtienen lavados, con el fin de eliminar impurezas, y eluciones, en la que se
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recoge el péptido purificado “sin desechos” pues estos afectaran las mediciones posteriores. Continuando
con el proceso, se agregd 2 mL del sobrenadante de lisado bacteriano y se procedid a recoger fracciones
de 1 mL donde se lavd la resina con al menos 5 volumenes de columna de buffer de lavado, este buffer
posee bajas concentraciones de imidazol (0-20 mM) ya que al por el ligando de afinidad el cual retiene la
proteina objetivo hace que otros componentes de la muestra con poca 0 ninguna unién se eluyan (David
S. Hage, 2005), para eliminar los desechos y mejorar la separacion de las proteinas no utiles. Este
procedimiento se reiteré hasta conseguir una concentracion aproximada a 0 mg/mL de proteinas en la
muestra recogida para continuar con las eluciones y liberar la proteina objetivo del ligando de afinidad
para su recoleccion o analisis. Las proteinas se eluyeron usando una alta concentracién de imidazol (100-
500 mM). Se pueden lograr niveles més altos de pureza optimizando las concentraciones de imidazol,
que mejoran la separacion de proteinas, estas concentraciones se modifican aleatoriamente para observar
los mejores resultados. Las eluciones se llevaron a cabo con 5 a 10 volumenes de columna de buffer de
elucién, y se procedio a recolectar entre 5y 10 fracciones de 1 ml de muestra (Figura 8). Estos lavados y
eluciones recolectados se utilizaron posteriormente en una camara de electroforesis para conocer su
efectiva purificacion y presencia del péptido deseado, pues en los geles elaborados se debia presenciar el
péptido con un peso de 3,7 kDa si realmente fue purificado con éxito, de no ser asi se reitera todo el
procedimiento desde la produccion del péptido (Alfred Nobel, 2000).
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Figura 8. Mecanismo de obtencion de la proteina objetivo, mediante cromatografia de afinidad por
metales inmovilizados (IMAC) de niquel. La que la proteina se une al ligando de afinidad inmovilizado
y los componentes de mezcla no retenidos se recolectan como lavados. Luego se pasa una fase movil
fuerte, o buffer de elucion, a través de la columna para liberar el objetivo y generar su recoleccion
(Rodriguez et al., 2020).

2.6.Electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecilsulfato de tricina-sodio (tricina-SDS-PAGE)
para purificacion del péptido mediante cromatografia de afinidad por metales inmovilizados
(IMAC).

Como se menciond anteriormente, se debian usar geles de tris-tricina para péptidos y proteinas pequefias
(Bio-Rad Labs, n.d.) y que se debian elaborar los geles con un &rea de resolucion y de apilamiento (ver
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seccion 2.4). Las mezclas que fueron afiadidas al gel se prepararon mezclando 10 uL de la muestra
(elucion, lavado o lisado) con 10 pL de la mezcla de digestion o buffer de carga, se denaturaron a 70 ° C
durante 5. Luego se prepard el marcador de peso y se calentd a 65 ° C durante 2 minutos. Se seleccionaron
9 muestras aleatorias entre lavados y eluciones; se lleno la camara de electroforesis con buffer de corrida
1X (tris-tricina-SDS) hasta la parte superior del gel, y se inyectaron las muestras en los pozos del gel
ademas del marcador de bajo peso molecular para esta clase de geles. Se cerr6 la cdmara con la tapa
proporcionando aislamiento eléctrico y se aplicd un voltaje constante de 180 V. Cuando se terminé la
electroforesis se fijo el gel durante 25 min (con agitador) con la solucion fijante de glutaraldehido al 5%
(v/v), luego de esta fijacion se tifio el gel durante 20 minutos (con agitador) con una solucion de tincion
de Coomassie Brilliant Blue. Finalmente se realizo la decoloracion durante 20 min (utilizando un
agitador) con una solucién de &cido acético al 10% (v / v) (Haider et al., 2012). Cabe destacar que el
tiempo de decoloracidn de estos geles de poliacrilamida-(tricina-SDS-PAGE) recomendado es de 20 min,
sin embargo, se han observado mejores resultados dejandolo destefiir durante 24 horas (Figura 7).
Después de la decoloracion, se visualizaron las bandas de proteina.

2.7.Modificaciones adicionales para mejorar la cromatografia.

Se evaluaron los posibles errores y modificaciones para el proceso de purificacion, descritos de manera
mas detallada en la seccidn de discusion. Entre los cambios propuestos, se present6 una alternativa en el
método de purificacion, pues se realizaron ensayos mediante cromatografia de exclusion por tamafio en
columnas de filtracion de gel con resina Sephadex ™ G-25 (Harvard Apparatus, n.d.), se modificaron los
buffers para el lavado, las eluciones y carga de iones en la que se usaba fosfato de sodio dibasico y se
cambio por bifosfato de sodio (Alfred Nobel, 2000), la poliacrilamida empleada en la preparacién de los
geles de tricina-SDS-PAGE, se desechd y se emplearon nuevos reactivos. Con el fin de evitar saturacion
de impurezas, se realizé una prueba de diélisis para disminuir la cantidad de proteina total de los lisados,
y evitar que estos se vieran muy concentrados en los geles; el método de tincién empleado era mediante
Coomassie Brilliant Blue, sin embargé como alternativa adicional se realiz6 una prueba con tincion
mediante plata, ya que esta técnica también se utiliza para detectar proteinas después de la separacion
electroforética en geles de poliacrilamida (Chevallet et al., 2006). Finalmente se realizé un western blot,
con el fin de detectar el peso real del péptido ya que por un error en el disefio del plasmido el peso del
péptido aumento de 3,7 kDa a 6,5 kDa y por consiguiente se creia que las técnicas utilizadas para
purificacion y medicion no estaban funcionando.

Evaluacion experimental de la actividad interfacial y emulsificante del péptido PolyGly en el
sistema agua/decano.

2.8.Medicion de tension interfacial del péptido usado como surfactante en el sistema
agua/decano.

Después de verificar la pureza del péptido con las bandas de proteina en los geles de (tricina-SDS-PAGE),
se liofilizaron las eluciones extraidas de la columna de cromatografia, se determind la concentracion del
péptido diluido en 20 mL de agua. Al presentar una concentracion muy elevada y solidos suspendidos, se
realizaron 5 diluciones en serie a la mitad de concentracion cada una, y se midié la tensién interfacial
mediante el método de la Gota Pendiente (Figura 9). Una gota de liquido en este caso la dilucion de
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péptido-agua se dejo suspendida en el extremo de un tubo capilar y se determiné la tension a partir de la
elongacion vertical (deformacion) que provoca la fuerza de gravedad en decano (Raquel E. Anton, 2005).

<«

\ Dilucién
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Figura 9. Método de gota pendiente. (1zq.) Parametros geomeétricos de la gota; d1, didmetro maximo de
la gota; d2, didmetro de la gota a distancia d1 de la extremidad de la gota y (Der.) Sistema agua/decano
(Raquel E. Anton, 2005).

Cuando se dej6 colgar la gota del capilar, se produjo una geometria de equilibrio entre la fuerza de
gravedad que tiende a estirar la gota y la fuerza de tension que tiende a encogerla. La medida de los
didmetros d1 y d2 definidos en la Figura 9 permite hallar la tension interfacial mediante los nomogramas
de Andreas, Hauser y otros, sin embargo, en este caso las imagenes en forma de gota se capturaron con
un tensiometro 6ptico PAT-1 y la tension interfacial en la interfaz agua/decano se calculé6 mediante el
método de analisis de forma de gota simétrica.

2.9. Elaboracion de emulsiones y medicion de la estabilidad.

Para las emulsiones, se mezclan dos liquidos inmiscibles en un sistema termodinamicamente inestable de
gotitas dispersas en una fase continua. Las gotitas se estabilizan con la ayuda de especies tensioactivas,
comunmente denominadas emulsionantes o tensioactivos (Milton J. Rosen & Joy T. Kunjappu, 2004).

Se prepararon emulsiones inversas en un rango de concentraciones en peso de la fase dispersa del 80%,
con una cantidad del emulsificante (péptido purificado) de 4%p/p, y el restante de fase continua (decano).
Se utilizo un proceso de semi-lotes para la preparacion de todas las emulsiones. Primero, se realizo una
etapa de homogenizacion de la fase dispersa (dilucion péptido-agua elaboradas previamente); en cuanto
a la fase continua se inicié con agitacion por 2 minutos a 700 rpm. Seguidamente se incorporo la fase
dispersa gota a gota en la fase continua, para ello se utiliz6 una bomba peristaltica Fishel scientifics,
fijando el caudal de incorporacion de 0,1 mL/s. Finalmente, una segunda etapa de homogenizacion del
producto por 8 minutos mediante agitacion mecanica a 1400 rpm para permitir una estabilizacién
adecuada del producto. En las etapas de agitacion y mezcla, se utilizé un agitador mecanico Dispermat,
el cual permitié hacer el seguimiento del torque en funcion del tiempo (Diego Camilo Pradilla Ragua,
2013).
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La caracterizacion de las emulsiones se realizé al terminar la preparacion del producto homogenizado; la
emulsion preparada se vertié inmediatamente en tubos especiales del Turbiscan y se programo el equipo
para tomar la medida de altura de la fase acuosa separada en el tiempo, la cual se representa graficamente
(Figura 10). Dicha caracterizacion consistié realizar mediciones de transmision y retrodispersion
(Formulaction Turbiscan Lab Analyzer, Francia) a diferentes concentraciones de tensioactivo total para
sequir posibles fendmenos de inestabilidad (formacién de crema, sedimentacion, floculacion,
coalescencia o separacion de fases) (Gomez et al., 2021).

La estabilidad de las emulsiones se estudié monitoreando la velocidad de clarificacion en el tiempo o la
altura de la fase acuosa clarificada (en mm), en ciclos de 30 minutos para cada emulsién. El
funcionamiento de este equipo se basa en la difraccion de luz que tiene lugar cuando una suspension o
emulsion es atravesada por un haz de luz infrarroja (880 nm). Este equipo analiza tanto la transmision
(sensores a 180°) como la retrodispersion a 135°, de un haz incidente de fotones, se requieren al menos
20 mL de muestra, sin embrag6 se utilizé 12,5 mL de emulsion y se introdujo en la cerda cilindrica
especial para este equipo, una vez iniciado el ensayo se produce el barrio periddico de la muestra, desde
la base hasta la parte superior de la celda, obteniéndose los perfiles de luz transmitida y difractada en
funcion de la altura de la muestra y con isolineas de tiempo (Miguel Angel Suarez Valdés, 2012).
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Figura 10. Proceso de emulsificacion. Durante la etapa de adicion y solubilizacion del emulsionante, el
emulsionante se afiade a una de las fases y se disuelve homogéneamente en la solucién. A continuacion,
en la fase de interfaz y alineacion de tensioactivo, las moléculas emulsionantes migran a la interfaz y
alinean sus restos en funcion de su afinidad. La reduccion de la tension interfacial permite que la interfaz
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se deforme con la ayuda de fuerzas mecénicas. Por ultimo, se forman y estabilizan las gotas de un liquido
dentro de la otra, y, por lo tanto, se produce la emulsién final (Ricardo et al., 2021).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1.0btencion de las proteinas recombinantes expresadas en E. Coli.

En la produccion de la expresion de la proteina recombinante se menciona que se debe afiadir un agente
inductor para que este inicie la produccion del péptido que posteriormente sera purificado, en este estudio
se elabord un cultivo con agente inductor para verificar su comportamiento, sin embrago, como su nombre
lo indica, un cultivo al no poseer un agente inductor no producira el péptido, este paso, se realizé con el
fin de verificar el correcto crecimiento de la proteina recombinante obteniendo una respuesta favorable.
Debido a que como se expresd anteriormente la produccion es un procedimiento riguroso y se desean
mitigar la mayor cantidad de errores para a continuacion realizar una correcta purificacion del péptido.

Para la primera prueba, la muestra se lisé con sonicador y revelaron los sobrenadante de lisado bacteriano
recogido de células bacterianas que llevan el péptido PolyGly en un gel convencional de poliacrilamida-
SDS. Segun el resultado arrojado (Figura 11) se descubri6 que era necesario empezar a emplear los geles
de poliacrilamida-(tricina-SDS-PAGE); debido a que estos de uso convencional Unicamente revelan
proteinas de peso molecular mayores a 5 kDa (Thermo Fisher Scientific™), resaltando que el peso del
péptido deseado es de 3,7kDa. Como se observa en la Figura 11, el gel de poliacrilamida-SDS posee una
gran cantidad de bandas, pero con pesos mucho mas elevados con respecto al del péptido PolyGly,
aunque, este gel, revela en la zona inferior una gran banda en 5 kDa, lo que revela la presencia de una
proteina de este peso 0 menor, no se corroborar con exactitud el peso que marca, por consiguiente, se
realizé una nueva prueba de electroforesis, usando un gel de poliacrilamida-(tricina-SDS-PAGE) (Figura
12) que revela proteinas desde 1000 Da. Con este gel se obtuvo una banda muy pronunciada con el peso
de 14,2 kDa, sin embargo, este valor no es apto para el del péptido PolyGly y se hacen nuevas mediciones
Unicamente reveladas en geles de poliacrilamida-(tricina-SDS-PAGE).
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Figura 11. Diferencia visual entre (1zq.) Gel de SDS-PAGE en el que no se observa la presencia del
péptido y (Der.) Gel de Tricina-SDS-PAGE, en el cual hay bandas que representa la presencia de una
proteina, pero por su peso molecular no hace referencia al péptido PolyGly.
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Figura 12. Andlisis de electroforesis de la proteina recombinante en E. coli expresada en la cepa PolyGly
para la purificacion del lisado con sonicador en gel de Tricina-SDS-PAGE. Carril 1, marcador de masa
molecular; carriles 2 y 3, muestra lisada y vinculante, respectivamente; carril 4, lavados (20 mM
imidazol); carril 5,6,7,8,9, eluciones 1- 5 respectivamente; carril 10, eluciones 6-10. Se evidencian bandas
muy pronunciadas en 14,2 kDa correspondientes a una proteina diferente a la del péptido PolyGly.

Ahora bien, para el segundo caso, se busco una alternativa de lisado en la que se empezé a implementar
un agitador mecanico a 15.000 rpm obteniendo mayor cantidad de proteina total lisada y se realiz6 la
revelacion de proteinas en gel de poliacrilamida-(tricina-SDS-PAGE). Se tom0 la decision de utilizar esta
velocidad ya que a velocidades mas pequefias no hay una correcta lisis, y a velocidades muy elevadas hay
formacion de espuma, ocasionando perdidas en la muestra y si se mantiene por muchos minutos, se
desintegra la proteina. Para este caso se recolectaron 10 muestras de lisado, a las cuales se les midio la
cantidad de proteina total (tabla 1) presente en cada muestra de lisado mediante un espectrofotometro
UV-VIS de barrido espectral, con el fin de verificar la mejoria en el método de lisis.

Tabla 1. Concentracion de proteina total (mg/mL) después de lisar con agitador mecéanico a 15.000 rpm
(nanodrop). Los lisados se acompafian de la letra A, debido a que fue la primer lisis con dispermat a
15.000 rpm y asi evitar confusiones con proximas lisis.

Lisado mg/mL Muestraen el gel

1A 8,37 .
2A 9,21 4
3A 9,04 7
4A 9,04 6
S5A 9,32 3
6A 9,18 5
TA 0,02 .
8A 9,03 8
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9A 9,40 2
10A 9,52 1

En cuanto a la medicion de la proteina en el gel de Tricina-SDS-PAGE, se evaluaron las mejores 8
muestras con concentracion mas elevada descritas en la tabla 1, adicionalmente se realiz6 un lisado
utilizando agitacion con perlas de vidrio y se afiadio en el gel, sin embargo, al medir su concentracion
total de proteina arrojo un valor de 7, 87 mg/mL, el cual fue muy bajo en comparacion a los demas lisados
y por consiguiente se descartd este método de lisis. En la Figura 13, se muestra la cantidad de proteina
total presente en cada muestra, y se evidencia una gran banda en 6,5kDa para todas las muestras. Lo que
confirma el acertado uso del método de agitacion mecénica para lisis celular, pues se evidencia gran
cantidad de proteina en todo el gel.

Figura 13. Andlisis de electroforesis de la proteina recombinante de E. coli expresada en la cepa PolyGly
para lisis con agitador mecénico (15.000 rpm) en gel de Tricina-SDS-PAGE. Carril 1, marcador de masa
molecular; carriles 2,3,4,5,6,7,8,9, sobrenadante de lisado bacteriano recogido de células bacterianas que
llevan el péptido PolyGly (1-8) respectivamente; carril 10, sobrenadante de lisado bacteriano con
agitacion mas perlas de vidrio. Se evidencia la presencia de gran cantidad de proteina en 6,5 kDa.

3.2.Purificacion del péptido mediante cromatografia de afinidad por metales inmovilizados
(IMAC).

Teniendo en cuenta la cantidad de proteina total presente en los lisados, se escogio el lisado 4A pues fue
el lisado con méas cantidad de sobrenadante recolectado y asi no se desperdiciaban otros con menor
cantidad, para realizar la primera purificacion mediante cromatografia por afinidad como se muestra en
la Figura 14. Para esta purificacion se manejo una concentracion de 20mM de imidazol en el buffer de
lavado, esto con el fin de evitar que las proteinas contaminantes no etiquetadas se unieran a la resina pues
estos contaminante generalmente se unen mayormente en condiciones no desnaturalizantes que en
condiciones desnaturalizantes (Alfred Nobel, 2000). Estas bajas concentraciones de imidazol ayudan a
minimizar la union inespecifica de proteinas que contienen residuos de histidina no contiguos al competir
con ellos por los sitios de union disponibles en el metal de transicion (Alfred Nobel, 2000). Sin embargo,
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como se observa en la Figura 14, el lisado 4A no posee una buena resolucion en el gel y por ende se
determind que cuando su concentracién de proteina total fuera mayor a 8 mg/mL, debe ser diluido; asi
mismo, se marca una banda en 6,5 kDa en los lavados, pero no en las eluciones, lo que quiere decir, que
se debe variar la concentracion de imidazol para optimizar la union (Alfred Nobel, 2000).

MP M W12 W3-4 W5 E1 E2 E3 E4 E5

Figura 14. Andlisis de electroforesis de la proteina recombinante expresada en la cepa PolyGly de E. coli
para el lisado 4 purificado en gel de Tricina-SDS-PAGE. Carril 1, marcador de masa molecular; carril 2,
sobrenadante de lisado (4A) bacteriano recogido de células bacterianas que llevan el péptido PolyGly;
carril 3, lavado 1 y 2; carril 4, lavados 3 y4; carril 5, lavado 5; carriles 6,7,8,9,10, eluciones (1-5)
respectivamente. Se evidencia la presencia de gran cantidad de proteina en 6,5 kDa y una efectiva
purificacion en los lavados con respecto a la muestra.

Debido a la carencia de péptido en las eluciones, se tomd la decision de concentrar a vacio durante 3 horas
estas muestras y realizar nuevamente un gel (Figura 15). Es de resaltar que el objetivo era encontrar el
péptido presente en las bandas de 3,5 kDa, pues este es el peso del péptido aproximado. Las demas bandas
se descartan ya que pueden ser sales que quedan de la purificacion o “impurezas” residuo de la lisis.
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Figura 15. Analisis de electroforesis de la proteina recombinante expresada en la cepa PolyGly de E. coli
de las soluciones concentradas a vacio del lisado 4 en gel de Tricina-SDS-PAGE. Carril 1, marcador de
masa molecular; carril 2, lavado 1 concentrado; carril 3, lavado 2 concentrado; carril 4, lavado 3y 4
concentrado; carril 5, lavado 5 concentrado; carriles 6,7,8,9,10, eluciones (1-5) concentradas
respectivamente.

Asi mismo, se probd la purificacion con el lisado 5A y 2A, ya que ocupaban el tercer y cuarto puesto en
lisados con mayor cantidad de proteina, obteniendo el mismo resultado en el gel como con el lisado 4
(Figura 14). Cabe destacar que los lisados 10A y 9A al tener la mayor cantidad de proteina total, no se
seleccionaron, debido que al ser los Gltimos lisados posiblemente por el tiempo y la velocidad, la proteina
estuviese desintegrada.

Segun los resultados de los lisados anteriores, se realizé una nueva lisis mediante agitacién mecéanica
aumentando la velocidad de 15.000 rpm a 16.800 rpm, ya que aun a esta velocidad no habia formacién
de espuma y seguia siendo adecuada para no desintegrar la proteina, en la que solo se recolectaron 4
sobrenadantes de lisado bacteriano. En la tabla 2 se observa la cantidad de proteina total obtenida después
de la lisis mediante dispermat, cabe destacar que los lisados estan acompafiados de la letra B en la tabla
2, puesto que hace referencia a la segunda lisis con agitacion mecéanica en la que se aumento la velocidad.

Tabla 2. Concentracion de proteina total (mg/mL) después de lisar con agitador mecénico a 16.800 rpm
(nanodrop). Los lisados se acomparian de la letra B, ya que hace referencia a la segunda lisis elaborada
con agitacién mecéanica aumentando la velocidad a 16.800 rpm.

Lisado mg/mL

1B 21,75
2B 21,87
3B 22,94
4B 21,22

Se inicio la purificacion mediante cromatografia por afinidad con el lisado 1B, para este caso se modifico
el buffer de lavado cambiando la concentracion del imidazol de 20mM a 10 mM, para la electroforesis se
diluyeron algunas soluciones en los geles debido a la alta concentracién de proteina presente para obtener
una mejor resolucion de las bandas en los carriles, estas diluciones se aplicaron cuando la cantidad de
proteina sobrepasaba los 8 mg/mL. Adicionalmente en el gel de la purificacién del lisado 1B (Figura 16),
se afiadié un residuo de la resina usada en la cromatografia para verificar la correcta purificacion de las
muestras, pues se creia que habia un error en la cromatografia ya que en los geles anteriores no se revelaba,
ni se presenciaba el péptido en la banda de 3,5 kDa.
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Figura 16. Analisis de electroforesis de la proteina recombinante expresada en la cepa PolyGly de E. coli
de la purificacion del sobrenadante de lisado bacteriano recogido de células bacterianas que llevan el
péptido PolyGly (lisado 1B) con agitador mecéanico (16.800 rpm) en gel de Tricina-SDS-PAGE. Carril 1,
marcador de masa molecular; carril 2, lisado 1B (diluido); carril 3, lavado 1 (diluido); carril 4, lavado 2
(diluido); carriles 5,6,7,8,9, eluciones (1-5) respectivamente; carril 10, muestra de la resina IMAC. Se
evidencia la presencia de proteina en 6,5 kDa en el lavado 1y 2.

Sin embargo, modificando las concentraciones de imidazol y afiadiendo un residuo de la resina de niquel
usada no se logra verificar el péptido, por lo tanto, se realizé un nuevo gel con las mismas condiciones,
pero con otro método de tincion de proteinas y asi verificar si la tincion de los geles con azul de Coomassie
estaba fallando y por ende no se revelaban las bandas en los geles para el peso de 3,7 kDa.

El método alternativo a la tincién con azul de Coomassie fue la tincion con plata, pues es un método
sensible que detecta proteinas y acidos nucleicos en geles de poliacrilamida (Merril et al., 1981). Aunque
es un método de tincidn rentable y eficiente, necesita de multiples pasos, carecen de reproducibilidad
(Heukeshoven & Dernick, 1985), y poseen sensibilidad relativamente alta (Yan et al., 2000). Aun asi, se
aplico para descartar y comprobar otros métodos. Nuevamente se realizo la electroforesis con el lisado
1A en un gel de Tricina-SDS-PAGE, se fijé durante al menos 30 minutos con una solucion de acido
acético al 5% vy etanol al 30%. Se enjuag6 brevemente con agua. Luego se aumentd la sensibilidad
mediante una solucion con tiosulfato de sodio al 10% y se enjuago; se tifid en una solucion que contenia
etanol al 5%, &cido nitrico al 1% y nitrato de plata al 0,1% durante 30 min, se reveld la imagen en la
solucidn de revelado (carbonato de potasio anhidro, formaldehido al 37% tiosulfato al 10%) pasados 20
minutos, se detuvo el desarrollo usando solucién de parada (Tris y acido acético) durante 30 min, y se
enjuag6 con agua (Rabilloud, 2012).

Se determind al observar el gel presentado en la Figura 17, que en este tipo de tincién; algunos
sensibilizadores de iones de plata pueden interferir con la identificacion de proteinas debido a la
introduccién de enlaces cruzados en las proteinas con plata (Yan et al., 2000), por ende el gel presentado
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se ve de tal manera, deteriorandolo y evitando la revelacion de las bandas y los carriles; y se descart6 para
proximas tinciones, volviendo al método de tincion anterior.

Figura 17. Analisis de electroforesis de la proteina recombinante expresada en la cepa PolyGly de E. coli
de la purificacion del lisado 1B en gel de Tricina-SDS-PAGE tefiido con nitrato de plata.

3.3.Purificacion del péptido mediante cromatografia de exclusién por tamario (SEC).

Debido a la carencia del péptido en la banda de su peso (3,7 kDa), se crey6 que la resina de niquel en la
cromatografia por afinidad estaba fallando, y se implemento6 la cromatografia de exclusién por tamafio
parael lisado 2B, usando nuevos buffers, pero obteniendo un gel con bandas en 6,5 kDa como se evidencia
en la Figura 18.

Para la cromatografia de exclusion por tamafio se empled la resina de cromatografia Sephadex ™
(Harvard Apparatus, n.d.). y para el buffer de elucién se empled fosfato de sodio dibasico 50mM,
bifosfato de sodio 50mM, cloruro de sodio 150mM, se filtr6 y se ajusto el pH a 7.0.
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Figura 18. Analisis de electroforesis de la proteina recombinante expresada en la cepa PolyGly de E. coli
para el sobrenadante de lisado bacteriano recogido de células bacterianas que llevan el péptido PolyGly
(lisado 1B) purificado mediante cromatografia de exclusién por tamafio en gel de Tricina-SDS-PAGE.
Carril 1, lisado 1B; carril 2, muestra recolectada de la columna, carriles 3,4,5, eluciones (1-3)
respectivamente; carril 5, marcador de masa molecular. Se evidencia la presencia de gran cantidad de
proteina en 6,5 kDa en el lisado y la muestra.

3.4.\Western blot.

Luego de realizar dos tipos de cromatografia y aun no reconocer la presencia del péptido de 3,7 kDa, se
realiz6 un western blot en un laboratorio externo al de la Universidad de los Andes (VECOL S.A) con el
lisado 2B, con el fin de detectar esta proteina especifica, la cantidad relativa, el peso molecular y las
modificaciones, como la degradacion o las alteraciones postraduccionales del péptido (Moritz, 2020).

El Western blot se utiliza para retirar e identificar proteinas. Se separa una mezcla de proteinas en funcién
del peso molecular y, por tanto, por tipo, mediante electroforesis en gel. Estos resultados luego se
transfieren a una membrana que produce una banda para cada proteina. A continuacién, la membrana se
incuba con anticuerpos marcadores especificos de la proteina de interés (anti-His Tag para el caso del
péptido PolyGly con residuos de Histidina). El anticuerpo no unido se lava dejando solo el anticuerpo
unido a la proteina de interés y los anticuerpos unidos se detectan revelando la pelicula. Como los
anticuerpos solo se unen a la proteina de interés, debe ser visible una banda. El grosor de la banda
corresponde a la cantidad de proteina presente; por lo tanto, hacer un estandar puede indicar la cantidad
de proteina presente (T. Mahmood & Yang, 2012).

Ahora bien, el resultado obtenido por el western blot como se observa en la Figura 19, arroja que la
proteina esperada se encontraba en la banda de 6,5 kDa, y no 3,7 kDa. Lo que evidencia que desde un
inicio las técnicas utilizadas no presentaron fallas, pues siempre revelaron que el peso del péptido era 6,5
kDa, entonces el cambio del peso fue un error en el disefio del plasmido planteado por Pérez Bejarano et
al. (2021). Teniendo en cuenta esto, se continud con la purificacion mediante cromatografia por afinidad
y se replanteo el disefio del plasmido y sus cambios con este aumento en el peso.
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Figura 19. Resultado del western blot en electroforesis de la proteina recombinante expresada en la cepa
PolyGly de E. coli en gel de Tricina-SDS-PAGE. Se detect6 que el péptido se encontraba en 6,5 kDa.

A raiz del resultado obtenido por el western blot se descubri6 que el disefio inicial del pldsmido posee
ademas del gen, una etiqueta adicional con 16 aminoacidos (T7 tag, se puede observar en la Figura 21),
pues esta etiqueta posee una metionina que corresponde a la secuencia AUG que es el codon de inicio,
sin embargo no posee un coddn de terminacion que sefiala un alto en la sintesis de proteinas, es decir, el
gen continud sintetizandose hasta que encontro el codon de parada en la etiqueta de seis histidinas (6xHis,
se puede observar en la Figura 21) ubicadas en el extremo N-terminal de la proteina como se muestra en
el mapa del plasmido (Figura 20). Esta modificacion tiene como consecuencia la variacion en el peso
molecular del péptido y por lo tanto en su propiedad emulsificante y tensiones interfacial y superficial al
ser usado como surfactante y la hidrofobicidad, pues cada cadena tiene su propio conjunto de
aminoéacidos, ensamblados en un orden determinado y si la secuencia de la cadena A comienza y acaba
en extremos diferentes, la secuencia de la cadena B también sera diferente y un cambio en la secuencia
de ADN del gen puede modificar la secuencia de aminoacidos de la proteina. Incluso, cambiar tan solo
un aminoacido en la secuencia de una proteina puede afectar la estructura y la funcion generales de la
misma.

Alol, BzaXI,BsaAl, Dralll I7 terminator, BxHis, BspEI +13
Psil Polygly Hphobic +18
Szpl 17 promoter, +2
AmpR, +2 Btgl
BssSI,+2 Sphl, EcoNI

XmnI 43

Scal BstAPI
Tatl
Pwul
PstI
Fspl +2
+1 Bcll
Bgll
42 +1
Polygly Hphobic_pET-21a(+) +1
5555 bp +2
+1
EcoRV
+2
Acul +2
AlwNI B=aXI
BssSal Pshal
BssSI
Pcil
AFLIII Bgll Btgl,+3
PFLFI, Tth111I,+6 Bpul@l
XmnI,BsmBI,Esp3l, PFol BspEI

Figura 20. Representacion esquematica del vector PolyGly Hphobic_pET-213(+). El plasmido contiene
una region promotor (T7 promoter). El vector incluye las regiones que corresponden al gen de resistencia
a antibioticos, en este caso a la ampicilina y al origen de replicacion en bacterias. Mapa del plasmido
PolyGly (Benchling, n.d.).
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Ahora bien, teniendo en cuenta los cambios cabe resaltar que el péptido predisefiado inicialmente
(PolyGly) poseia una secuencia de 41 aminoacidos, con un peso de 3720,1943 Da, y una hidrofobicidad
de 40.48 Kyte-Doolittle (Thermo Fisher Scientific, n.d.), pero con la adicion de la etiqueta T7-Tag ahora
tiene un peso de 5377,0863 Da pues aumentd a 57 aminoacidos, y una hidrofobicidad de 45,26 Kyte-
Doolittle (Thermo Fisher Scientific, n.d.). Este aumento en la secuencia de la proteina se determina con
el ADN del gen gue la codifica generando una alteracion en las funciones generales de la proteina.

El aumento del caracter hidrofobo del tensioactivo disminuye la CMC, induce su transicion a una
concentracion mas baja y aumenta la solubilizacion, pero el aumento del caracter hidréfilo del
tensioactivo aumenta la CMC (M. E. Mahmood & Al-koofee, 2013).

Para entenderlo mejor, la Figura 21 y Figura 22 explican el cambio en el gen de acuerdo con sus pesos y
secuencias de aminoacidos.

Sapl
HindIJI BspQI

TTAGTGCTGETEETGETEETECTCTTCCTELE

Sapl ACCACCH ACCACCACGAGAAGECACEC
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52 A A TCACCACCACCACCAC CACEAGAAGEACET 150 fee 178 12 19 e e

Polyely Hphobic

.;2 ‘42 .;2 .;2 'é? 2;2 218 BCTATGECEETEGCEET CGCEET CECeETEECEaTEECCETEELEETEEETCECETTGETCECGECEETE
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T T T T T T T
CEATACCGCCACCGCCACCECCACCGOCACCGOCACCECCACCGOCACCCAGCGLAACCAGCGCCGLCAG vl il 4 258 280 278 238

GLTATGGCGETGECGETGGCGGTGECGETGEGGTGEGETGECELTGEETCGCET TGETCGOGECGETC
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BamHI BmtI
T T T T T EcoRI Nhel
220 238 248 258 288 270 288
CAGCGCCACCATCECCGCCAGCATEAATTCGEATCOGCGACCCATTTECTGT CCACCAGTCATGCTAGED
GTCGCGETEETAGCEECCETCETACTTAAGCCTAGGOGCTGEETALACCACACETCGTCAGTACGATCEE
BamH P Polygly Hphobic T7 tag
coRI Mhel T T T T T T T

298 3ee e 328 3ze 348 358

Polygly Hphobic T7 tag

T T T T T T T TATACATATAGAGEAAGAA
290 300 e 320 EER 348 3ze

Figura 21. Caracteristicas del péptido PolyGly antes y después de ser modificado con una secuencia de
16 aminoécidos. (1zg.) Mapa lineal del plasmido seleccionando el codon de inicio de la secuencia 'y codon
de terminacion para la secuencia de 41 aminoacidos del péptido  PolyGly
(MLAAMVALLAALVALGGGGGGGGGGGGGGGIAQEEHHHHHH). Y (Der.) Mapa lineal del
plasmido seleccionando el coddn de inicio de la secuencia y codon de terminacién para la secuencia de
57 aminoacidos del péptido PolyGly
(MASMTGGQQMGRGSEFMLAAMVALLAALVALGGGGGGGGGGGGGGGIAQEEHHHHHH)
(Benchling, n.d.).
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Properties
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352-182 (reverse)

MASM._ . _HHHH= 57 AAs

Molecular Welght @ 372019 Da Molecular Welght & 5377 .87 Da
Isoelectric Point (pl) 624 Isoelectric Point (pl) 6. 25
Extinction Coefficlent Extinction Coefficlent
Cysfulty reduced @ g@ M em™ Cysfully reduced g gg M lem™
Abs 01% (1 g/l) @._ppn Abs 01% (1 g/1) 2.o00
Cysfully sidized @ @@ M em™ Cys fully cxddized ¢ _p@ M em™
Abs 01% (1 g/l) 2 pee Abs 1% (1 g/l) @_aoa

Instability Index Instabilty Index

68_63 (unstable) 54 82 (unstable)

Figura 22. Caracteristicas del péptido PolyGly antes y después de ser modificado con una secuencia de
16 aminoécidos. (Izg.) Propiedades del péptido PolyGly seleccionando el codon de inicio de la secuencia
y codon de terminacion para la secuencia de 41 aminoacidos
(MLAAMVALLAALVALGGGGGGGGGGGGGGGIAQEEHHHHHH). Y (Der.) Propiedades del
péptido PolyGly seleccionando el coddn de inicio de la secuencia y coddn de terminacién para la
secuencia de 57 aminoacidos
(MASMTGGQQMGRGSEFMLAAMVALLAALVALGGGGGGGGGGGGGGGIAQEEHHHHHH)
(Benchling, n.d.).

Teniendo en cuenta el resultado del western blot y la modificacién genética del péptido, se confirmo que
el péptido se encontraba en la regién de 6,5 kDa, no obstante, esto no quiere decir que el péptido pese
es0, sino por cuestiones de resolucion y tamafio no se puede observar en un menor rango en el marcador
de peso. Asi mismo, se continud purificando mediante cromatografia por afinidad, aunque se modificaron
algunos buffers cambiando el fosfato de sodio dibasico por bifosfato de sodio (Alfred Nobel, 2000) para
obtener mejores resultados. Se reiter6 el procedimiento de purificacion con el lisado 3B y se reveld en el
gel como se muestra en la Figura 23. Como alternativa para observar bandas en las eluciones se
concentraron a vacio todas las muestras con una concentracion menor a 3 mg/mL y se revelaron en un
nuevo gel (Figura 23) para comprobar las muestras antes y después de concéntralas a vacio (Tabla 3).
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Figura 23. Andlisis de electroforesis de la proteina recombinante expresada en la cepa polyGly de E. coli
de la purificacion del sobrenadante de lisado bacteriano recogido de células bacterianas que llevan el
péptido PolyGly (lisado 3B) en gel de Tricina-SDS-PAGE. (lzq.) Lisado sin concentrar muestras. Carril
1, marcador de masa molecular; carril 2, lisado 3B; carril 4, lisado recolectado después de pasar por la
columna; carriles 4,5, lavados 1y 2 respectivamente; carril 6, lavado 3y 4; carriles 7,8,9, eluciones (1-3)
respectivamente; carril 10, elucién 4 y 5. Se evidencia la presencia de gran cantidad de proteina en 6,5
kDa. (Der.) Lisado con muestras concentradas a vacio. Carril 1,2,3, lavados concentrados (1-3)
respectivamente; carril 4, lavado 9 y 10 concentrados; carril 5, marcador de masa molecular; carriles
6,7,8,9, eluciones concentradas (1-4) respectivamente; carril 10, eluciones 5 y 6 concentradas. Se
evidencia una leve banda en 6,5 kDa en los lavados, pero no en las eluciones.

Tabla 3. Concentracidn de proteina total (mg/mL) antes y después de concentrar a vacio las muestras de
la purificacién mediante cromatografia por afinidad para el lisado 3B.

Antes Despueés

MUESTRA
mg/mL

Lisado 3 22,94

Muestra 19,59

W1 7,74

W2 5,84

W3 5,35

W4 3,84
W6 2,38 6,31
W7 2,01 5,64
W8 1,56 11,06
W9 1,36 8,47
W10 1,06 8,93
El 0,85 10,08
E2 0,99 11,47
E3 0,78 7,49
E4 0,67 7,17
E5 0,26 5,83
E6 0,47 5,19



Purificacion del péptido PolyGly y evaluacion de sus
propiedades interfaciales y emulsificantes
Mishel Yelitza Porras Ariza

Finalmente, se realiz6 una dialisis por difusién, con el fin de disminuir la cantidad de proteina presente
en el lisado, para ello se tomo el lisado 4B y se reveld en el gel (Figura 24) después de este proceso de
separacion por 24 horas, y se purifico; las muestras de lavado y eluciones presentes en el gel fueron
concentradas a vacio por 3 horas. Este proceso de separacion se desarrollo, mediante una membrana de
intercambio i6nico, controlado por difusién de los componentes dentro de la membrana, por lo que el
intercambio de da de manera lenta y gradual, especialmente en los casos de separacion de moléculas
grandes (Zheleznov et al., 1998). Este modulo permite altas tasas de transferencia de masa debido a la
gran area efectiva de la membrana la cual tiene un limite molecular de 2000 Da (Fuchs et al., 2002). En
latabla 4 se presenta la concentracion del lisado 4B antes y después de someterse a la diélisis por difusion,
en la que se observa, ademas los lavados y eluciones recogidos de la cromatografia por afinidad después
de la didlisis y de concentrar a vacio. Destaca notablemente la efectiva disminucion en la concentracion
del lisado, pues paso de poseer 22,94 mg/mL de proteina total sin ser purificada, a 6,65 mg/mL de proteina
total después de la didlisis por difusion. Aun asi, en la Figura 24 se observa en los pozos de lisado, diélisis,
y lavados la gran cantidad de desechos y contaminantes presentes en la muestra, posicionando a la dialisis
como un método de separacién acertado en cuanto a la disminucién de proteina, pero no efectivo ya que
aun posee grandes contaminantes de gran tamafio molecular y para usar el péptido en pruebas como
surfactante debe tener una pureza aproximada visualmente del 80%.

MP L4 D w1 W2 W3 W45 E1 E2 E3
] J Ll L1l
"
Da ™ 3546 ““
'

26,600 - \

17,000 - s N

14,200 - I S )

| 6,500 - T " '“ "
-

73,496 - M

1,060 - TR

Figura 24. Analisis de electroforesis de la proteina recombinante expresada en la cepa PolyGly de E. coli
del sobrenadante de lisado bacteriano recogido de células bacterianas que llevan el péptido PolyGly
(lisado 4B) dializado y purificado en gel de Tricina-SDS-PAGE. Carril 1, marcador de masa molecular;
carril 2, lisado 4B; carril 3, muestra del lisado 4B después de la dilisis; carriles 4,5,6, lavados (1-3
concentrados) respectivamente; carril 7, lavado 4 y 5 concentrados; carriles 8,9,10; eluciones (1-3
concentradas) respectivamente. Se evidencia la presencia en los lavados una proteina en la zona de 6,5
kDa.

Tabla 4. Concentracion de proteina total (mg/mL) antes y despues de concentrar a vacio las muestras de
la purificacién mediante cromatografia por afinidad para la dialisis del lisado 4B.
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Antes Después

MUESTRA
mg/mL

L4 22,94

D 6,65
w1 3,39 7,53
W2 1,69 4,42
W3 0,48 7,44
w4 0,50 3,98
W5 0,28 3,20
El 0,05 3,01
E2 0,07 0,41
E3 0,06 0,93

Se propone para un posterior estudio la eliminacién de los aminoacidos afiadidos mediante digestion
enzimatica extrayendo el ADN de la muestra generando la ruptura mediante las enzimas Ndel y EcoRlI
afiadidas al plasmido (Figura 25).

NdeI

EcoRI BamHI Nhel Bm
ACCATCGCCGCCAGCATHAATTCGGATCCGCGACCCATTTGCTG TCCACCAGTCATGCTAGCC&J! ATIGTATATCTCCTTCTT
TGGTAGCGGCGGTCGTACTTAAGCCTAGGCGCTGGGTAAACGACAGGTGGTCAGTACGATCGGTATAICATATAGAGGAAGAA

Polygly Hphobic < T7 tag ‘ 17 tag ] [ mes |

T T T T T T T T T T T I T T T T
o) 295 300 385 31e 315 32 325 330 335 340 345 350 55 360 365

Figura 25. Mapa del plasmido (Benchling, n.d.).Disefio de la digestion enzimética para romper el gen'y
disminuir el tamafio molecular del péptido, dejandolo nuevamente en 3,72 kDa, ya que se eliminarian los
16 aminoacidos adicionales. La zona sombreada marca el inicio y fin de la digestion con sus respectivas
enzimas digestivas; el inicio de la ruptura empieza con la enzima “Ndel” y terminar con la enzima
“EcoRI”.

3.5.Tension interfacial y estabilidad en emulsiones.

Con el fin de probar la tension interfacial en la interfaz agua/decano, asi como la capacidad de estabilizar
emulsiones comportandose como un surfactante se liofilizaron las eluciones de la cromatografia de
exclusion por tamafio, que contenia el péptido purificado, y se obtuvo 0,7931 g de péptido (Figura 26), el
cual se diluy6 en 20 mL de agua, para conseguir una concentracion de 39,65 g/L. Esta solucion presentd
una sobre saturacion debido a su elevada concentracion y, por lo tanto, solidos suspendidos. Para
comprobar la presencia del péptido en esa solucién y verificar que las pruebas de tensién y estabilidad si
se estuviera realizando con el péptido y no con sales o impurezas, se verifico en un gel de Tricina-SDS-
PAGE (Figura 27), y se compar6 con el gel que presentaba el lisado inicial antes de la purificacion por
tamario (Figura 18).
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Figura 26. Obtencion del péptido purificado y liofilizado extraido de las eluciones mediante
cromatografia de exclusion por tamario.

Da
26,600 -

17.000 -

14,200 -

6,500 -

3,496 -
1,060 -

Figura 27. Analisis de electroforesis de la disolucion del agua-péptido PolyGly para verificacion de
presencia del péptido purificado e impurezas, en gel de Tricina-SDS-PAGE. Carril 1, marcador de masa
molecular; carril 2 disolucidn. Se evidencia la presencia de gran cantidad de proteina entre 3y 14 kDa.

Comparando el barrido en el gel de Tricina-SDS-PAGE de la disolucién del péptido en agua, con el lisado
inicial antes de realizarse la cromatografia de exclusion por tamafio, se obtuvo una pureza del 80%, esto
se debe a que la purificacion de proteinas recombinantes (expresadas en E. coli) con tag de histidina puede
realizarse mediante IMAC (inmobilized metal affinity chromatography), generalmente con columnas de
Ni2+ o mediante anticuerpos primarios anti poli-histidina como la cromatografia de exclusion por tamafio
generado purezas elevadas de hasta el 80% (Kaur et al., 2018).
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Se realizaron 5 diluciones (Figura 28) en serie, a la mitad de concentracion cada una como se muestran
en la tabla 5; siendo la disolucidn inicial (DO) de péptido-agua la mas concentrada y la dilucion 5 (D5) la
menos concentrada; usadas posteriormente para medicion de tension interfacial. En la figura 28, se
observa gran turbidez en la solucion agua-PolyGly debido a su elevada concentracion, asi como solidos
suspendidos; dicha turbidez disminuye a medida que se diluyen las soluciones, obteniendo una solucién
D5, mas clara y sin solidos precipitados.

Figura 28. Representacion visual comparativa de las diluciones elaboradas a partir de la solucién madre
“Agua-PolyGly”.

Tabla 5. Concentracion de diluciones elaboradas a partir de la solucion madre Agua-PolyGly.

MUESTRA (10 mL) Concentracion (g/L)

DO (Agua-PolyGly) 39,65
D1 19,825
D2 9,9125
D3 4,9562
D4 2,4781
D5 1,2390

Las imagenes en forma de gota se capturaron con un tensiometro Optico y la tension interfacial en la
interfaz agua/decano se obtuvo mediante el método de gota pendiente. El equipo se calibrd y se ajusto
correctamente para garantizar la precision de la tension interfacial medida. Se considero la precision de
las mediciones de tensién interfacial porque la tension interfacial medida entre el decano y el agua
desionizada en condiciones ambientales alcanzo un valor de 51,76 mN/m. Este valor es consistente con
el reportado en la literatura (56,47 dyn/cm o mN/m) (Guclu-Ustundag & Mazza, 2007), con un error entre
ellos igual a 8,34%. Dado que el error es menor al 10% se concluye que las mediciones pueden ser
congruentes o de confianza, pues por afectos del movimiento y temperatura, estos valores pueden variar.

Los resultados de tension interfacial calculados para el sistemas agua/decano se tabularon en promedio
en la Tabla 6, teniendo en cuenta que a cada medicion se le realiz una iteracion para mitigar variaciones.
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La menor tension interfacial se alcanza para el sistema que cuenta con la mayor concentracion siendo esta
la solucion madre con la cantidad total de péptido purificado (0,7931 g).

Tabla 6. Resultados promedio de tension interfacial para el sistema agua/decano a diferentes
concentraciones de péptido.

MUESTRA (10 mL) Concentracion (g/L) Tension Interfacial (mN/m)

DO (Agua-PolyGly) 39,65 4,6499120
D1 19,825 12,1364188
D2 9,9125 18,3628726
D3 4,9562 25,1464033
D4 2,4781 30,0071984
D5 1,2390 35,0844408

Dichos valores se graficaron (Figura 29) con el fin de hallar y comprobar su concentracion micelar critica
(CMC). Mediante el ajuste de datos en equilibrio se obtuvo una CMC de 7,2 g/L; sin embrago este valor
es errado ya que para obtener una correcta medicion de CMC, el sistema debe ser estable; por lo tanto,
no presenta CMC definida usando el método de gota pendiente, no obstante, este método se aplica para
tensiones intermedias, ya que es poco preciso para tensiones muy altas (la gota es esencialmente esférica)
y que por otra parte la gota tiende a descolgarse si la tension es muy baja (y < 0,01 dina/cm) (Jean L.
Salager & Raqguel Anton, 2005) como en el caso de la solucion madre. Para un surfactante que posea
CMC, la variacion a medida que disminuye la tensién interfacial debe variar minimamente e ir
presentando un comportamiento constante después de llegar a un punto de estabilidad. En el caso del
péptido usado como surfactante, a medida que disminuye la tension interfacial, el diametro de la gota
disminuird, ya que, al estar determinada por la gravedad, a mayor didmetro, menor estabilidad y por ende
la gota se desprendera del capilar. De esta manera, este modelo no se ajusta al comportamiento general
de un surfactante, y para medir tensién interfacial menor a 5 mN/m o cercanas a 0, se debera cambiar la
técnica de medicion de tal forma que se logré conocer el valor de estas tensiones interfaciales ultra bajas,
empleando el método de la gota giratoria que alcanza mediciones de hasta de 0,0001 dina/cm (Jean L.
Salager & Raquel Anton, 2005). Es importante para tener una mejor medicién controlar la presién y la
temperatura dentro de la celda para cada experimento en la modalidad de gota pendiente, pues la tension
interfacial, varia en escala logaritmica.
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Figura 29. Valores de tension interfacial en diferentes concentraciones de péptido-agua en interfaz
agua/decano. Las barras sefialan la desviacion standard del valor medio. La interseccion en el cambio de
la pendiente representaria la CMC (7,2 mN/m), sin embargo, este sistema no posee CMC ya que es
inestable.

Para verificar el comportamiento del péptido y su carencia de concentracién micelar critica, se compard
la estabilidad de su tension interfacial respecto a tensioactivos sintéticos como Tween - 20 (monolaurato
de polioxietilensorbitan), Tween - 60 (monoestearato de polioxietilensorbitdn), Tween - 80 (monooleato
de polioxietilensorbitano), Arlacel - 60 (estearato de sorbitan) y Arlacel - 80 (oleato de sorbitan) (Figura
30).

55
50 4 ; L 40
o pe—— # | —e— Twzan-20 35 |4

45 -
E‘g | Tween-60 = - * —s—Péptido PolyGly
2540 F—a- 4 o |+ Tween80| £ ;g '
Fo3s e, , |—Atacete0| £ "~
@5 * * i
Egaﬂ R a—— - X if."?"rlac.ﬂ's"?. 10 e
@ 25 e St g "

0 02 04 08 08 1 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cona. (wt %) [C](zL)

Figura 30. Variacién en la tension interfacial en funciéon de la concentracion de: (lzq.) surfactantes
sintéticos (Kothekar et al., 2007) en comparacion al comportamiento no estable del (Der.) Péptido
PolyGly usado como surfactante.

Estas diluciones se utilizaron para la medicion de la estabilidad y el poder emulsionante en el sistema
agua/decano. Se prepararon emulsiones W/O con un 20% en peso de fase oleosa y una concentracién de
tensioactivo aproximadamente del 4% en peso. La fase oleosa la conforma 2,5 mL de n-Decano y la fase
dispersa esta constituida por una mezcla de 10 mL de péptido purificado y agua desionizada en una
relacion en masa 1/5.

Mediante retrodifusiéon del luz o “backscattering”, se determiné la variacion de la intensidad de luz
retrodifusa en todo el volumen de la muestra y en funcién del tiempo. Para ello, se introdujeron 12.5 ml
de emulsién en un vial y se introdujo en el compartimento del equipo turbiscan y se inici6 la lectura de
intensidad de luz retrodifusa o “backscattering”. Se obtuvo un gréfico de la variacion del porcentaje de
“backscattering” respecto a la altura de la muestra (Figura 31.1-Figura 31.5). Este principio funciona de
tal manera que: si el “backscattering” varia de forma similar en todo el volumen de la muestra indica que
es homogénea, y hubo una acetada estabilizacion por parte del tensioactivo. Si la intensidad de la luz
retrodifusa aumenta en la parte inferior de la muestra y disminuyen la parte superior es indicativo de la
existencia de sedimentacion; si por el contrario disminuye en la parte inferior de la muestra y aumenta en
la parte superior, se produce el desestabilizacion por cremado y finalmente si se observa una disminucion
de la intensidad de luz retro difusa en la zona central es indicativo de la existencia de coalescencia
(Lendinez Gris, 2016).



Purificacion del péptido PolyGly y evaluacion de sus
propiedades interfaciales y emulsificantes
Mishel Yelitza Porras Ariza

1 & Retro-Dispersio .}D? (I:‘é_plﬁd? plln-it?ca:io)l(_[(f]??»il‘,fs %1? .

10— f—F——F——F———+ Tttt

00k 00m: 005

20 00R0Zn05e
O0h03m 485

0] Q0h 05 S0e

AT (%)

00ROTrc30s
404
00h0%mc35s

20 D0kl 5g

00K 3208

00K S0

00k Tmedés

00K B4 Ss

00h:20m:505

00h:22mc 308

ABS(%)

00k:24mc 358

00k 28185
00kh:28mc 208
00K 30m00s
|
T

Figura 31.1. Variacion de la intensidad de la luz retrodifusa o “backscattering” BS y transmitancia T para
distintos tiempos en funcién de la altura de emulsiones inversas W/O (agua/decano), para la disolucion
inicial (DO0) de péptido purificado-agua.
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Figura 31.2. Variacion de la intensidad de la luz retrodifusa o “backscattering” BS y transmitancia T para
distintos tiempos en funcion de la altura de emulsiones inversas W/O (agua/decano), para la dilucion 2
(D2).
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Figura 31.3. Variacion de la intensidad de la luz retrodifusa o “backscattering” BS y transmitancia T para
distintos tiempos en funcion de la altura de emulsiones inversas W/O (agua/decano), para la dilucion 3
(D3).
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Figura 31.4. Variacion de la intensidad de la luz retrodifusa o “backscattering” BS y transmitancia T para
distintos tiempos en funcion de la altura de emulsiones inversas W/O (agua/decano), para la dilucién 4
(D4).
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Figura 31.5. Variacion de la intensidad de la luz retrodifusa o “backscattering” BS y transmitancia T para
distintos tiempos en funcion de la altura de emulsiones inversas W/O (agua/decano), para la dilucion 5
(D5).

La accion de un emulsionante en la formacion de emulsidn se genera inicialmente cuando este se disuelve
en una de las fases, se difunde a la interfaz cuando estan en contacto porque las porciones polares y
apolares del emulsionante muestran afinidades individuales por las fases acuosa y organica,
respectivamente. Antes de que el tensioactivo se adsorba en la interfaz, la magnitud de la tension
interfacial es proporcional a la repulsion entre las moléculas de los liquidos y los valores altos de tension
interfacial implican una interfaz dificil de deformar. Cuando el tensioactivo se divide en la interfaz, esta
repulsién disminuye porque las moléculas de tensioactivo tienen afinidad por ambas fases. En
consecuencia, la tension interfacial se reduce (Farn, 2007; Jonsson et al., 1998). En términos de escalas
de tiempo, la migracién y penetracion de un tensioactivo emulsionante en la interfase debe ocurrir
rapidamente para evitar procesos de coalescencia que normalmente se desencadenan tan pronto como las
gotas comienzan a formarse (“Encycl. Colloid Interface Sci.,” 2013). Finalmente, una vez que se produce
la emulsion, las moléculas del emulsionante deben permanecer en la interfaz para formar una capa
empaquetada cerrada con alta elasticidad de pelicula donde las interacciones estéricas y electrostaticas
entre los emulsionantes en las gotitas vecinas evitan la floculacion, la maduracion de Ostwald y la
coalescencia (“Encycl. Colloid Interface Sci.,” 2013).

De esta manera, se explica la formacion de fases que se observan en la Figura 32, y no una emulsion
“homogénea”. Esto se debe a que el proceso de envasado del recipiente en el que se agitd la emulsion
debe pasar al vial de medicion de retrodifusion del luz especifico del equipo, este proceso demoré al
menos 2 min y por ende, se detiene la formacion de la emulsion antes de ser medido formando una fase
de coalescencia en la parte superior, de la misma manera, con las graficas de “backscattering” presentadas
en la Figura 31, se puede afirmar que después de 11mm en cada dilucion ocurre un cambio repentino en
la transmitancia leida por el equipo, lo que hace referencia a una zona coalescencia pues el
“backscattering” disminuye.
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Figura 32. Variacion visual de estabilidad para cada emulsion a partir de las diluciones elaboradas con
solucion madre “Agua-PolyGly”.

Debido a la poca estabilidad generada en las emulsiones y su color traslucido, se dejo planteado un
proximo analisis para verificar si las emulsiones generada son macro o micro emulsiones. Pues, se
esperaba que la formacion fueran macro emulsiones, ya que, estas son inestables termodinamica y
cinéticamente, pues necesita adicion de energia en forma de agitacién para ser creada, adicionalmente
presenta un comportamiento poli disperso, ya que las gotas generadas en la interfaz son de distintos
tamarios, y su color generalmente tiene a ser opaco. Por otro lado, las micro emulsiones son poco
frecuentes ya que son estables termodinamicamente, es decir, no necesitan energia para formarse, son
mono dispersas, entonces cada gota tiene el mismo tamario, lo que las hace traslucidas. Por consiguiente,
para verificar si el péptido usado como surfactante gener6é una micro o macro emulsion se debera analizar
microfotografias dpticas la cual arrojaran la dispersion de gotas presentes.

Asi mismo, teniendo en cuentas las caracteristicas de un emulsionante, este se debe adsorber
preferiblemente en la interfaz en lugar de permanecer en la mayor parte del fluido, formar una capa
condensada en la interfaz que depende de la relacién de reparto, y reducir la tensién interfacial en la
misma escala de tiempo en que se produce la emulsién (Milton J. Rosen & Joy T. Kunjappu, 2004); sin
embargo, faltaria caracterizacion mas detallada de las emulsiones para permitir una estabilizacién
adecuada. De hecho, se propone que esta caracterizacion incluya 3 partes: caracterizacion reoldgica,
microfotografias opticas y medicién del tamafio de particula.

El comportamiento reoldgico de las emulsiones se deberia medir utilizando un reémetro hibrido (DHR-
1, TA Instruments, Reino Unido) equipado con una geometria de cilindro concéntrico a un espacio
constante de 5920 um y una temperatura de 40 ° C. Para la determinacion de los tamafios medios y
distribuciones del tamafio de gotas (DTG) se deberia emplear el analizador de difraccion laser MasterSizer
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3000 (Malvern Instruments) con lente de 45 mm. Este sistema est4 basado en el principio de dispersion
de luz laser emitida a una longitud de onda de 633 nm aproximadamente (Gomez et al., 2021).

4. CONCLUSIONES

Al analizar los resultados se observé que es necesaria la adicion de isopropil-p- d-tiogalactopirandsido
(IPTG) como agente inductor hasta una concentracion final de 1 mM, ya que, el cultivo bacteriano
inducido se vuelve competente para la transformacion del plasmido y asi recuperar el péptido producido.

Segun los resultados observados se encontrd que los factores que mas influye en la purificacion del
péptido a partir de cromatografia de afinidad son el proceso de lisis celular y la concentracion de los
buffers, especialmente el de imidazol, mientras que el tiempo de elucidon no mostro cambios en la
concentracion de proteina. Para los dos métodos de lisis celular aqui estudiados, se encontré que al realizar
la lisis por medio de agitacion mecanica la concentracion del péptido luego de la purificacion aumenta al
doble comparada con el método de agitacion con perlas de vidrio. Respecto a los buffers utilizados en el
proceso de purificacion se determino que las concentraciones bajas de imidazol (0-20 mM) en tampones
de lisis, unién y lavado, minimizan la union inespecifica de proteinas que contienen residuos de histidina
no contiguos.

El valor de tensién interfacial de las diluciones a diferentes concentraciones de péptido PolyGly en agua
disminuyé a medida que la concentracion de biosurfactante aumentaba, mostrando su aplicabilidad para
emulsionar soluciones. Se encontrd que al utilizar el péptido como surfactante la cantidad de empleada
fue demasiado alta y afectaba de manera significativa las propiedades finales de las emulsiones. Por lo
tanto, se propone utilizar concentraciones mas bajas de surfactante. Para el caso de la solucion madre
(péptido purificado - agua) con concentracion de 39,65 g/L, se obtuvo una caida pronunciada para la
tension interfacial de 4,64 mN/m, pero con un tamafio de gota casi imperceptible e inestable, lo cual afectd
la determinacién de la concentracion micelar critica (CMC). Con el fin de poder llevar a cabo dicha
medicién y obtener una gota estable se debe cambiar el método de medicién de gota pendiente a gota
giratoria, y asi obtener valores de tension interfacial entre 0 y 4,64 mN/m.

Debido a que el tamafio del péptido no fue el esperado, se propone realizar un corte enzimatico en el
plasmido y eliminar la cadena que codifica para los 16 aminoacidos adicionales, con el fin de obtener un
péptido con el tamafio de 3,7 kDa. Por otro lado, se plantea para préximas investigaciones, la elaboracion
de la caracterizacion reoldgica, medicién de la dispersion y tamafio de las gotas por medio
microfotografias dpticas, con respecto al aumento de la concentracion y asi determinar factores que no
proporcionan una estabilidad adecuada a la emulsién.
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