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RESUMEN

El empefio por desarrollar productos que no amenacen el medio ambiente llevo a los
investigadores a buscar nuevas alternativas que pudieran reemplazar los productos derivados del
petréleo, entre estos se encuentran los biosurfactantes, los cuales representan una alternativa para
reemplazar a lo surfactantes convencionales (Sarubbo et al., 2022). En la actualidad, se ha demostrado
gue ciertos tipos de proteinas son potenciales biosurfactantes, dentro de estas se encuentra la proteina
transmembranal OmpA, la cual es ampliamente investigada (Aguilera-Segura et al., 2016; Andersen &
Otzen, 2014; Cardona Jaramillo et al., 2020) y mediante modificaciones aleatorias en su gen ha
mostrado mejor desempefio. En un estudio previo del grupo de investigacion de la Universidad de los
Andes esta proteina fue clonada y se le realizaron modificaciones aleatorias en el gen, obteniendo que
los mutantes 6 y 12 eran potenciales biosurfactantes teniendo un valor interfacial menor que la proteina
OmpA, estas pruebas se hicieron con el extracto proteico (sin purificar). La tension interfacial afecta la
transferencia de masa a través de la interfaz liquido-liquido y la estabilidad de sistemas dispersos, al
momento de disminuir esta tensién con un biosurfactante la molécula de la fase dispersa es dispersada
en la fase continua en forma de pequefias gotas (Zhao et al., 2022). Este proyecto usé E. Coli BL21 con
las mutaciones 6 y 12 que fueron inducibles con isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG),
sobreexpresando las mutaciones con colas de histidina (codificada en el plasmido PET6xHN-N), que
fueron purificadas mediante cromatografia por afinidad, se evalué la tensién interfacial y su capacidad
para estabilizar emulsiones en la interfaz dodecano-agua. Usar las proteinas como surfactantes tiene
efectos positivos en la tensidn interfacial ya que al usar el lavado 2 de ambas mutaciones exhibié una
disminucion de la tension de 9.10 dyn/cm para la mutacion 6 y 15.15 dyn/cm para la mutacion 12, a
diferencia del tween 20 (surfactante derivado del petrdleo) que tuvo una disminucién de la tensién
interfacial de 22.00 dyn/cm mediante el método de gota pendiente. Con el indice de estabilidad del

turbiscan y el andlisis de retrodifusion de luz “backscattering”, se obtuvo que la emulsidon era mas
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estable con la mutacion 6 en comparacion a la emulsion preparada con la mutacién 12.

Palabras clave: Proteina de membrana externa A (OmpA), tensidn interfacial, biosurfactantes, emulsiones

O/W, etiqueta de histidina.

ABSTRACT

The effort to develop products that do not threaten the environment has led researchers to seek new
alternatives that can replace petroleum products, among these are biosurfactants, which represent an
alternative to replace conventional surfactants. Currently, it has been shown that certain types of
proteins are potential biosurfactants, within these are transmembrane protein OmpA, which has been
widely investigated (Aguilera-Segura et al., 2016) and through random modifications in its gene has
shown better performance. In a previous study by the research group of the Universidad de los Andes,
this protein was cloned and random modifications were made to the gene, obtaining that mutants 6 and
12 were potential biosurfactants, having a lower interfacial value than the OmpA protein, these tests
were made with the protein extract (unpurified). The interfacial tension affects the mass transfer
through the liquid-liquid interface and the stability of dispersed systems, when this tension is reduced
with a biosurfactant, the molecule of the dispersed phase is dispersed in the continuous phase in the
form of small droplets (Zhao et al., 2022). This project used E. coli BL21 with mutations 6 and 12 that
were inducible with isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG), overexpressing the histidine-tagged
mutations (encoded on plasmid PET6xHN-N), which were purified by chromatography by affinity, the
interfacial tension and its ability to stabilize emulsions at the dodecane-water interface were evaluated.
Using proteins as surfactants has positive effects on interfacial tension since when using wash 2 of both
mutations, it exhibited a decrease in tension of 9.10 dyn/cm for mutation 6 and 15.15 dyn/cm for
mutation 12, unlike tween 20 (petroleum-derived surfactant) that had a decrease in interfacial tension

of 22.00 dyn/cm by means of the hanging drop method. With the turbiscan stability index and
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backscattering light analysis, it was found that the emulsion was more stable with mutation 6 compared

to the emulsion prepared with mutation 12.

Keywords: Outer membrane protein A (OmpA), interfacial tension, biosurfactants, O/W emulsions,
histidine tag.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios la comunidad cientifica ha ido evolucionando rapidamente con el fin de
desarrollar productos sostenibles que no dependan de recursos no renovables (Othmani et al., 2022),
los surfactantes son productos empleados en todo el mundo ya que tienen propiedades como
emulsificaciéon y dispersion (Madankar CS, 2022). Una emulsién es un sistema conformado por dos fases
gue son inmiscibles, en la cual por medio de un surfactante una de las fases es dispersada en la otra en
forma de pequefiias gotas (Jose et al., 2022). Si la fase orgdnica es dispersa en agua se denominan
emulsiones organic/water (O/W) y en caso contrario serian emulsiones water/organic (W/0O), las
emulsiones por lo general son sistemas inestables, donde su estabilidad depende de surfactantes (Erich
et al., 2016), estos son usados para estabilizar emulsiones en productos como, detergentes, alimentos,

petréleo y productos relacionados con la salud (Othmani et al., 2022).

Una de las alternativas usadas en Colombia para el transporte de crudos es la tecnologia de
emulsiones, sin embargo, los riesgos ambientales son altos ya que pueden suceder derrames a través de
fugas. Los surfactantes presentan preocupaciones ambientales debido a su fuente de origen, la mayoria
de estos son derivados del petréleo, esto provoca dificultades en los ecosistemas, ya que tienen una
degradacion lenta (Banat et al., 2010), recientemente se ha publicado sobre el uso de tensoactivos
bioldgicos (Kashif et al., 2022). El uso de biosurfactantes son una alternativa en la industria petrolera,
gue busca obtener una buena productividad en la recuperacién mejorada de hidrocarburos, para evitar
el uso de sustancias toxicas (Segura et al., 2014). Los biosurfactantes son sintetizados a partir de
microbios, un ejemplo de esto es a través de bacterias, como la bacillus subtilis y pseudomonas
aeruginosa (Ng et al., 2022). Los biosurfactantes tienen ventajas sobre los emulsificantes convencionales
para el uso en muchos campos, entre ellos el cuidado del medio ambiente y biomedicina (Segura et al.,

2014), otras ventajas son, menor toxicidad, son biodegradables y tienen menor costo (Ng et al., 2022).
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La bioeconomia en el proceso de produccion de biosurfactantes utiliza materias primas baratas y
promueve iniciativas para utilizar residuos, con los cuales se pueden obtener productos valiosos. La
economia verde donde se reutiliza, se reduce y se reciclan residuos, garantiza la sostenibilidad de
biosurfactante seguros y rentables (Linda Mgbechidinma et al., 2022). En el grupo de la Universidad de
los Andes, la proteina OmpA ha demostrado un papel importante como biosurfactante potencial, y se ha
demostrado que a través de evolucién dirigida se pueden crear mutaciones que presentan mejores

resultados al momento de estabilizar emulsiones.

1.1.Pregunta de investigacion
¢Es posible la disminucion de la tensidn interfacial mediante el uso de un biosurfactante purificado y

derivado de una proteina?

Teniendo en cuenta que los biosurfactantes son sustitutos prometedores para reemplazar a los
surfactantes convencionales (Vaz et al., 2012), este trabajo tuvo como objetivo la purificacion,
cuantificacion de la tensidn interfacial y evaluacion de la estabilidad de la emulsion (O/W) dodecano-
agua con el efecto de las mutaciones 6 y 12 (por separado), que tienen potencial como biosurfactante,
con el fin de crear una alternativa amigable con el medio ambiente, obteniendo que si es posible

disminuir la tension interfacial con el uso de biosurfactantes derivados de una proteina.

10



Actividad interfacial en el sistema dodecano-agua de las mutaciones 6 y 12 de la proteina
transmembranal a (OmpA) provenientes de la bacteria Escherichia coli

Liseth Daniela Villamizar Gomez

2. OBIJETIVOS

2.1.Objetivo general

Evaluar las propiedades tensoactivas en el sistema dodecano-agua de las mutaciones 6y 12 de

la proteina OmpA.

2.2.Objetivos especificos
e Establecer los parametros que permitan obtener las mutaciones 6 y 12 de la proteina OmpA con

una pureza elevada.

e Cuantificar la disminucién en la tension interfacial del sistema dodecano-agua por la accion de

las mutaciones 6 y 12 de la proteina.

e Evaluar el efecto de las mutaciones 6 y 12 de la proteina OmpA sobre la estabilizacién en

emulsiones dodecano-agua.

11
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3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

Una de las alternativas para medir la estabilidad de una emulsidn es la variacién del nimero de
gotas con respecto al tiempo, esta informacién no se puede obtener experimentalmente sino mediante
la variacion del tamafio de gota con el tiempo. En la practica, dicha estabilidad es relacionada con el
volumen de las fases separadas (Martin et al., 2016). El turbiscan es un instrumento usado para analizar
la estabilidad de las emulsiones, este se fundamenta en el analisis multivariable de dispersidn de luz, el
cual envia fotones sobre la muestra desde una fuente de luz infrarroja con longitud de onda de 880nm,
una vez los fotones son dispersados por las gotas que estan presentes en la emulsién, emergen de la
muestra y son recogidos por dos detectores, el detector de transmisiéon que es empleado para muestras
transparentes o diluidas y el detector backscattering o retrodispersién que es empleado para muestras
opacas o concentradas, este principio de funcionamiento es implementado para analizar la estabilidad

de emulsiones agua-aceite en funcion del espacio y el tiempo (Medina Ledn, 2020).

Los surfactantes comprenden una variedad de moléculas anfipaticas que tienen fracciones
hidrofilicas e hidrofdbicas, estas hacen posible la reduccidn de la tensidn superficial en las interfases
(Farias et al., 2021). La mayor parte del mercado de surfactantes se satisface con productos
(surfactantes) quimicos (Yea et al., 2019). Los biosurfactantes son productos naturales amigables con el
medio ambiente y son generados de forma sostenible, es por esto que los biosurfactantes son vistos
como un reemplazo de los surfactantes convencionales o derivados del petréleo (Sarubbo et al., 2022).
Los biosurfactantes son de naturaleza anfipatica por lo que reducen la tension interfacial, una forma de
clasificar los biosurfactantes es por su peso. Dentro de los biosurfactantes de alto peso molecular se

encuentran las proteinas (Lustman, 2009).

Las proteinas transmembranales son un objeto de estudio como agente biosurfactante, puesto

gue contienen cadenas hidrofébicas e hidrofilicas, estas interactiian con el medio de la membranayy el

12
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periplasma (Alejandra et al., 2014), la proteina de membrana externa A (OmpA) de Escherichia coli (E.
Coli) tiene propiedades anfipaticas las cuales cumplen un papel importante en la formacién de
biopeliculas en este microorganismo (Aguilera-Segura et al., 2016), su estructura esta conformada por
dos dominios, N-terminal y el C-terminal, que le confieren propiedades de surfactante (Alfonso &
Santos, 2016), en la figura 1 se puede observar que la estructura terciaria de esta proteina esta
conformada por 170 residuos en el dominio N- terminal, con ocho cadenas B antiparalelas y 155

residuos en la C-terminal (dominio periplasmico) (Segura et al., 2014).

Figural

Modelo OmpA. El dominio de Idminas 8 representa la parte hidrofdbica y el dominio periplasma la
parte hidrofilica, estructura anfipdtica de la molécula que imita la accion de un tensoactivo (Sequra

etal., 2014).

Conformacion
Laminas g

Dominio
periplasma

OmpA

Con el fin de obtener proteinas con caracteristicas mejoradas, la investigadora francesa H.
Arnold, del Instituto de Tecnologia de California, inspird sus investigaciones en la evolucion dirigida de

enzimas, esto imita la evolucidn natural. La evolucidn dirigida consiste en hacer mutaciones al azar o de

13
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sitio dirigido al ADN el cual codifica para la proteina, para después hacer una deteccién de las variantes y
seleccionar las que presentan mejoras en las propiedades deseadas (Diana M. Mate, 2019). Con el fin de
desarrollar proteinas que exhiban mejores propiedades tensioactivas, estudios previos desarrollados en
la Universidad de los Andes por los investigadores Vanessa Nufiez Vélez, Silvia Restrepo Restrepo, Oscar
Alvarez Solano Y Andrés Gonzalez Barrios han demostrado que la proteina OmpA de (E. Coli) es un
potencial biosurfactante. Ademas, las modificaciones aleatorias a esta proteina pueden mejorar su
capacidad de reducir la tension interfacial en el sistema dodecano-agua, ellos introdujeron mutaciones
aleatorias a la secuencia del gen de OmpA (barajado de ADN), ampliando la gama de moléculas y
mejorando la capacidad de esta para reducir la tension interfacial. A los mutantes (extractos proteicos)
se les realizaron pruebas de tension interfacial al exponerlos en la interfaz dodecano-agua, se les
evaluaron los cambios de tensién interfacial , cada extracto de proteina se afiadié a 2mL de la emulsion
hasta una concentracién de 0,055% y esto fue homogenizado con un sonicador, la tensidn interfacial
fue cuantificada con tensidmetro 6ptimo y la técnica seleccionada fue el método de la gota pendiente
con el método de ajuste de perfil de gota Young-Laplace, aqui se encontré que dos mutantes
denominados 6 (7,5 mN/m) y 12 (19,8 mN/m) alcanzaron un valor de tensidn interfacial menor que la
proteina original OmpA (27,3mN/m). Estas mutaciones se encontraban en un plasmido el cual no tenia
colas de histidina. En un trabajo posterior las mutaciones fueron transferidas al vector de clonacion
PET6xHN-N, el cual tenia 6 colas de histidina (ver figura 2) (Mendoza Ospina et al., 2020), el uso de estas
“colas” permiten la unidn a la fase estacionaria los cuales contienen grupos quelantes de Ni?* para hacer
posible la purificacién (Bernabeu Zornoza, 2015). Para poder obtener estas proteinas (mutaciones)
purificadas, una alternativa es mediante cromatografia por afinidad, esta técnica de separacion es
selectiva ya que se basa en interacciones coordinadas entre iones metalicos inmovilizados en un

material de soporte y algunos residuos de aminodcidos expuestos en este caso la histidina, las proteinas

14
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marcadas con una etiqueta de histidina (tag-his) se unen a la fase estacionaria en la resina de la columna
haciendo posible la purificacion de estas mismas (Fioravante & Bueno, 2022).
Figura 2

Mapa del plasmido pET6xHN — N. El gen represor es el lacl. La region de resistencia a la ampicilina

se denomina Amp (R) y el sitio 6xHN es donde se encuentran las colas de histidina.
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4. METODOLOGIA

4.1.Materiales.
Agar-agar, triptona, NaCl (usado en la purificacién), extracto de levadura,NaH, PO, , ampicilina
(usada para el cultivo celular, las bacterias resistentes pueden seguir creciendo y multiplicarse), medio
LB, imidazol (usada en la purificacidn para eluir las proteinas con cola de histidina), etanol, acido acético,
acetato de sodio, NiCL,, glicerol, tris, lisozima, EDTA, acetato de sodio, TEMED, APS, acrilamida, bis-
acrilamida, dodecilsulfato de sodio (SDS), glutaraldehido, azul de Coomassie, isopropil-1-tio-p-D-
tiogalactopirandsido (IPTG), resina Profinity ™ IMAC, beta-mercaptoetanol, tricina. E. Coli BL21 que

contiene las proteinas de interés.

4.2.Curva de crecimiento de las mutaciones 6 y 12 en E. coli.

Se preparo el cultivo en cajas petri (cada mutacion por separado), con 1.5g agar-agar, 1g
triptona, 1g NaCl, 0,5g extracto de levadura y 100mL de agua destilada, esta mezcla se puso en
autoclave (Tuttle et al., 2021), posteriormente se suplementd con ampicilina (100 ug/mL) y se procedio
a elaborar el cultivo de la bacteria con las mutaciones, es necesario hacer este procedimiento debido a
gue la bacteria E. coliy el plasmido donde se encuentran estas mutaciones esta almacenado a —80 °C.
Con un asa metdlica se inoculd por aislamiento cada caja petri, seguidamente se dejé en incubacion
durante 16 horas a 37 °C para el crecimiento celular (se hicieron 4 cajas petri 2 para cada mutacién). Se
elabord caldo de Lisogenia (LB) para el crecimiento de la bacteria en medio liquido (suplementado con
ampicilina), en 2 tubos falcon se adicionaron 20 mL del medio LB en cada uno, a uno de ellos se le
adiciond la bacteria con un asa metdlica, esta se tomd de la caja petri (una unidad formadora de
colonia), seguidamente los tubos falcon se dejaron en una incubadora shaker a 37°Cy 250 rpm, cada
hora se midié la absorbancia para conocer la concentracién de oligonucleétido de la bacteria con una

longitud de onda de 600 nm en un espectrofotdmetro uv-vis, se tomaron datos durante 8 horas con el
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fin de armar la curva de crecimiento y determinar el momento apropiado para realizar la induccién con

IPTG, esto se hizo para cada mutacion por separado (figura3) (Alfonso & Santos, 2016).

Figura 3.

Metodologia seguida para la elaboracion de la curva de crecimiento. Fuente: Elaboracion propia.
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4.3.Produccién de la expresion de las mutaciones en E. coli.

——

Medicién de la
absorbancia.

T

Toma de datos
cada hora para
armar la curva de
crecimiento.

Se elaboré un cultivo de 50 mL del medio LB suplementado con ampicilina (100 ug/mL) donde

se introdujo la bacteria con la mutacién, seguidamente se dejo en una incubadora shaker por

aproximadamente 14 horas a 37 °Cy 250 rpm, posteriormente se midio la densidad éptica (O.D) para

preinocular un erlenmeyer en donde el cultivo empezé con un OD de 0.2 (punto inicial del cultivo), esto

se calculd con la ecuacidon 1, OD,11iv0 hace referencia al OD del crecimiento celular, el Vi es la cantidad

de pre inéculo necesario para obtener un ODg(o de 0.2. Se agregd el volumen calculado (V,) al

erlenmeyer y este fue aforado con medio LB mas ampicilina (100 ug/mL) hasta 100 mL, se dejé en

incubacién a 37 °Cy 250 rpm. Alcanzada la fase semilogaritmica del crecimiento (0.D) = 0.6-0.8, se sacé
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un control negativo (pre-IPTG) con el fin de observar si hubo expresién de la proteina después de la
induccion. Se procedid a la induccion mediante isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) con una
concentraciéon de 0.5 mM, seguidamente se dejaron crecer las células durante 5 horas en una
incubadora shaker a las mismas condiciones que estaban antes de la induccidn, pasado este tiempo el
volumen del erlenmeyer se dividié en dos falcon (fueron pesados), con el fin de obtener el pellet o
sélidos sedimentados del cultivo usando una centrifuga refrigerada durante 20 minutos a una velocidad
de 4000rpmy 4 °C, el sobrenadante fue desechado y los sélidos que quedaron en el fondo fueron

pesados. Fueron almacenados a —20 °C, esto se realizd para cada mutacién por separado (figura 4).

ODcyitivo V1 = ODinjciar Vo (Ec. 1)

Figura 4.

Protocolo para la expresion de las mutaciones.

Medir absorbancia al siguiente dia para inocular el
siguiente erlenmeyer con un 0D de 0.2,
usando la siguiente ecuacion 0D yitivo V1 =

ODiniciar V2 (Ec.1).

Cultivo toda la noche: en un erlenmeyer agregar
50 mL del medio LB+ampicilina (100 ug/mL)y —>
adicionar 3 unidades formadoras de colonia.

:

Incubar a 37°C y 250 rpm por 14 horas. Aforar hasta 100 mL, incubar a 37 °C y

250 rpm hasta obtener un 0 Dg entre 0.6-0.8
para poder inducir con IPTG 0.5mM, antes de
inducir sacar 10mL pre-IPTG.

:

A

s
( : o
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4.4, Electroforesis en gel de poliacrilamida y tricina-dodecilsulfato sédico (tricina-SDS-PAGE) para
comprobar la expresién de las proteinas (mutaciones).

El sedimento bacteriano se sometid a un proceso de ruptura celular mediante un sonicador de
punta. Para ello el pellet se resuspendié en buffer de sonicacién, esta muestra fue sumergida en hielo
para evitar la degradacién de la proteina. El procedimiento se llevé a cabo con una amplitud del 37%,
durante 15 minutos con pulsos de 20 segundos encendido y 40 segundos apagado. Después de la
ruptura celular, la muestra fue centrifugada a 4 °Cy 4000 rpm durante 20 minutos y se recolecto el
sobrenadante. Para la separacién de proteinas con un peso molecular menor de 30kDa especialmente
entre 1 — 20kDa se usa el método electroforético tricina-dodecilsulfato sédico (tricina-SDS-PAGE) (Jiang
et al., 2016). Lo primero que se realizd para la elaboracidn de los geles fue el gel de resolucién, donde la
muestra corre y lo segundo es el gel de apilamiento, donde se agregan las muestras. En un molde de
placas de vidrio se vertio el gel de resolucién (agua/acrilamida:bisacrilamida /tris 2.5M pH
8.8/TEMED/APS), dejando un espacio de 2cm en la parte superior de las placas y se dejé polimerizar por
40 minutos, seguidamente se inyecté el gel de apilamiento (agua/acrilamida:bisacrilamida /tris 2.5M pH
8.8/TEMED/APS) y se le insertd un peine para crear los pozos de carga, se dejo polimerizar durante 35
minutos (Haider et al., 2012). Una vez polimerizado el gel fue retirado el peine y el sistema de moldes,
con el fin de ensamblar las placas de vidrio en el tanque de electroforesis vertical (BIO-RAD Labs., n.d.).
La camara de electroforesis se llend con buffer de corrida 1X (agua/tricina/SDS/tris) hasta la parte
superior del gel. Finalizado este paso se procedid a preparar las muestras que fueron cargadas en el gel,
las muestras contenian 10 uL de buffer de carga mds 10 uL del sobrenadante almacenado, antes de las
muestras ser afadidas al gel fueron desnaturadas durante 5 minutos a 70 °C, junto con el marcador de
peso, el cual fue calentado por 2 minutos a 60 °C. Las muestras fueron sembradas y se dejé correr el gel
por 65 minutos con un voltaje de 140V. Terminada la electroforesis se separdé el gel de las placas de

vidrio y se dejé en solucidn de fijacidon durante 25 minutos (en agitacién), luego se tifid el gel con azul de
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Coomassie por 20 minutos (en agitacion), para finalizar se adiciond la solucién de destincién durante 20
minutos, nuevamente se agrego solucion de destincidon y se dejé destefiir durante toda la noche. La

visualizacion de las bandas se realizé con un documentador de geles (figura 5) (Haider et al., 2012).

Figura 5.

Protocolo para electroforesis tricina-SDS-PAGE.

~
Resuspender el pellet de las dos Ruptura celular con un Centrifugar a 4°Cy
mutaciones en bufft?r de sonicador, por 15 min. | 4000 rpm durante 15 min,
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polimerizado en la cdmara de L X SDS-PAGE, elaborar el gel
. . i del gel polimerizado mas el -, .
electroforesis, sumergir el eine para crear los poz0s de resolucion, dejar
sistema en buffer de corrido 1X. P . P . . P o polimerizar 40 min.
) dejar polimerizar 35 min.
T \ J
e
4 R
Las muestras se preparan, Desnaturar a 70 °C durante 4
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—> minutos, al marcador de
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cada mutacidn.
g J
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65 min. o .
g porss min Destefiir en acido
Tefiir en sin azul de Coomassie por acético por 20 min, en
20 min, en agitacion. agitacién y luego dejar

por 12h.

4.5, Purificacién mediante cromatograffa de afinidad por metales inmovilizados (IMAC) Ni** de las
mutaciones marcadas con histidina utilizando condiciones no desnaturalizantes.
Finalizada la verificacion de la expresion de las proteinas, se procedié a la purificacion de las
mutaciones. Para la preparacion de la muestra se afiadieron 15mL de la resina con la solucién de
almacenamiento en dos falcon, estos fueron centrifugados para retirarles la solucion de

almacenamiento quedando 5mL de la resina en cada falcon, posteriormente se lavé la resina con 5
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volumenes de columna con agua destilada y nuevamente fue centrifugada. La resina fue cargada a dos
columnas empaquetadas (cada una con 5mL de resina) para asi poder purificar al tiempo las dos
mutaciones (cada sobrenadante del lisado en una columna diferente), se equilibraron las columnas con
5 voliumenes de columna con buffer de equilibrio pH 4.0, el cual fue elaborado con acetato de sodioy
cloruro de sodio (NaCl) 300mM. Las columnas fueron cargadas con 5 volumenes de columna con
solucién de ion metalico NiCl, * 6H,0, las columnas se volvieron a equilibrar con 5 volimenes de
columna con buffer de equilibrio, con el fin de eliminar el exceso de iones metalicos. Las columnas se
lavaron con 10 volimenes de columna con agua desionizada y equilibradas con 5 volimenes de columna
con buffer de unién pH 8.0, este fue elaborado con fosfato sédico (NaH,P0,) 50 mM y cloruro de sodio
300 mM. Para la purificacién de proteina en la columna empaquetada son necesarios 3 buffers, el
primero el buffer de unién en donde las proteinas que no tienen colas de histidina son recogidas (no
ligando), segundo el buffer de lavado en donde salen las proteinas con poca afinidad que no fueron
retiradas con el buffer de unién, este buffer contiene concentraciones bajas de imidazol y por ultimo el
buffer de elucién, en donde se recogen las fracciones con la proteina de interés, este buffer contiene
concentraciones de imidazol elevadas (Alfred Nobel, 2000). El imidazol en la purificacidn es usado para
eluir las proteinas marcadas con His, estas se unen a los iones Ni adheridos a la resina en la columna de
cromatografia, el exceso de imidazol hace que se desplacen y se liberen las proteinas con la etiqueta
(Patil, 2010). Se cargaron a las columnas los dos sobrenadantes del lisado bacteriano (cada
sobrenadante en una columna) diluido con 5 volimenes de columna con buffer de unién, se recogieron
las dos fracciones en dos falcon. Continuando, se agregaron 5 voliumenes de columna de buffer de
lavado el cual contiene bajas concentraciones de imidazol de (0 — 20mM), se recogieron las fracciones
en dos falcon. Se continud con las eluciones en donde se agregaron 5 volumenes de columna de buffer
de elucidn, este tenia una concentracion de 500 mM de imidazol, se recolectaron entre 10 a 11

fracciones de a 2mL (figura 6) (Alfred Nobel, 2000).
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Metodologia seguida para la purificacion de proteinas mediante cromatografia de afinidad por

metales inmovilizados (IMAC) Ni?*. Fuente: Elaboracion propia.

1

Retirar solucion de
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resina con H20 (volver a
centrifugar).
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4.6.Electroforesis en gel de poliacrilamida y tricina-dodecilsulfato sédico (tricina-SDS-PAGE) después

de la purificacidn.

Anteriormente mencionado en la seccién 5.4, los geles se elaboran con un area de resolucion y

un area de apilamiento. La camara de electroforesis se llend con buffer de corrida 1X

(agua/tricina/SDS/tris). Las muestras que fueron afiadidas en los pozos del gel, contenian 10 uL de

buffer de carga mas 10 uL de las muestras (proteinas no ligadas, lavado y eluciones), las muestras

fueron desnaturadas durante 5 minutos a 70 °C, junto con el marcador de peso y se escogieron 5

muestras aleatoriamente de eluciones. Las muestras fueron sembradas y se dejé correr el gel por 65

minutos con un voltaje de 140V. Terminada la electroforesis se separd el gel de las placas de vidrio y se
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dejo en solucidn de fijacidon durante 25 minutos (en agitacidn), luego se tifi6 el gel con azul de Coomassie
por 20 minutos (en agitacion), para finalizar se adiciond la solucidn de destincién durante 20 minutos,
nuevamente se agregd solucién de destincion y se dejé destefiir durante toda la noche. La visualizaciéon

de las bandas se realizd con un documentador de geles (Haider et al., 2012).

4.7.Purificacién mediante cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC) Co?* de las
mutaciones marcadas con histidina utilizando condiciones no desnaturalizantes.

La cromatografia de afinidad es un método que se basa en la afinidad de las moléculas de
interés por metales inmovilizados de una superficie. Estos metales de transicidon pueden ser Cu®*, Ni*,
Co?* 0 Zn** (Alfred Nobel, 2000). Se decidié utilizar otro tipo de metal para verificar si los resultados
obtenidos con niquel estaban siendo precisos. Para el montaje de la columna de cobalto se usaron dos
soportes universales, 2 columnas de cobalto y 2 pinzas, el montaje se puede evidenciar en anexos (figura
1), la columna funciona por (RBV) resine bed volumes, 1RBV es igual a 2mL. Una vez finalizado el
montaje, se dejo asentar la resina por 5 minutos y se esperd que la solucién de almacenamiento (etanol)
saliera por gravedad. Se adicionaron 2 RBV del buffer de equilibrio cobalto a cada columna, este fue
elaborado con (Na,HPO,) 50mM, NaCl 300mM, 10mM de imidazol y se ajusté el pH a 7.4. Se cargd a la
columna la muestra obtenida de la lisis celular. Para esta columna es recomendado agregar maximo
1.5mL de la muestra, para evitar que la columna se obstruya. Se recolecté la muestra en dos falcon
(proteinas lo ligadas). Finalizado este paso la columna se lavé con 6 RBV con el buffer de equilibrio
cobalto y se recolectaron 3 lavados en 3 falcon, 4mL en cada uno, estos fueron marcados como lavado 1,
2 y 3 (para cada mutacion). Para desligar la proteina de interés de la resina, se agregaron 8 RBV de
buffer de lavado de heparina, este fue elaborado con (Na,HP0O,) 50mM, NaCl 300mM, 250mM de
imidazol y se ajusto el pH a 8.0. se recolectaron 4 elusiones en 4 falcon, cada uno con 4mL, estos fueron

marcados como elucién 1, 2, 3 y 4. Para regenerar la columna se agregaron 10 RBV de buffer de
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regeneracién cobalto (20mM de MES, pH 5.0), luego se agregaron 10 RBV de agua tipo Il y finalmente 10

RBV de etanol al 20%. La columna se almacend con 1mL de etanol al 20% a 4°C (G-Biosciences, n.d.).

4.8. Medicién de la tensidn interfacial de las mutaciones 6 y 12 en el sistema dodecano-aguay
elaboracién de emulsiones.

Después de verificar la purificacion de las proteinas en el gel de tricina, se cuantificaron las
muestras obtenidas, el lavado 2 y la elucién 1 con un espectrofotémetro UV-VIS (nanodrop), con el fin
de preparar la dilucién con 0.034% w/v de surfactante (en este caso proteina). Para cada concentracion
de proteina se midid la tensidn interfacial mediante el método de gota pendiente y la ecuacién de
Young-Laplace. El método gota pendiente se considera como el principal y el mas factible para medir la
tension interfacial, aunque este tiene consigo limitaciones, ya que no mide tensiones ultrabajas,
alrededor de 1073 mN /m (Esfandiarian et al., 2022). Mediante una punta de micropipeta se dejé
suspendida una gota de la dilucion agua-proteina en dodecano (figura7), donde la gota debid formar
una geometria de equilibrio entre la fuerza de gravedad que tiende a estirar la gota y la tensidn entre los
liguidos que tiende a encogerla, el tensiometro cuenta con una cdmara de alta resolucidon que capturé
las imagenes de la gota, estas fueron transferidas al software OneAttension, en donde se procesaron las

imagenes y se obtuvieron los valores de tensién interfacial para cada dilucién.

Figura 7.

Tensidmetro dptico y método de gota pendiente en el sistema dodecano-agua. 1 dilucion agua-proteina,
2 dodecano. Pardmetros geométricos de la gota, D didmetro mdximo de la gota, d didmetro de la

extremidad de la gota a D.
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Las emulsiones preparadas fueron directas (O/W), se utilizé un proceso semi-batch, este
consiste en incorporar la fase dispersa en la continua de manera paulatina (Tadros, 2004), en donde la
fase dispersa fue 15% (n-dodecano) y 85% de la fase continua (dilucién agua-proteina), se determind la
cantidad de agua a agregar debido a que el buffer que contenia a las proteinas era una solucién de sales
y este se toma como parte de la fase continua. Se homogenizd la fase continua con un agitador
mecanico (Dispermat) durante 4 minutos a 700rpm y mediante una bomba peristaltica se agregd la fase
dispersa gota a gota en la fase continua. El caudal de incorporacién de la bomba fue de 0.1mL/s. Las dos
fases fueron homogenizadas nuevamente con el agitador mecanico durante 10 minutos a 1400rpm. El

montaje de la homogenizacion de la emulsidn se encuentra en la figura 8.

La emulsidn preparada se vertio en un vial de vidrio (se utilizaron 15mL de la emulsidn), esto se
introdujo en la cerda cilindrica del turbiscan (figura 8) y el equipo se programé para tomar la medida de
la altura de la fase acuosa separada en el tiempo durante 30 minutos, con esto se produce un barrido
periédico desde la base de la muestra hasta la parte superior del vial, en donde se obtuvieron los
perfiles de luz transmitida y difractada. Como se menciond en la seccién 4 el turbiscan es un equipo que
mide la estabilidad de la emulsidn y se fundamenta en el analisis multivariable de dispersidn de luz. La
muestra utilizada se prepard con la concentracidn de biosurfactante que mostré una mayor disminucién

de la tensidn interfacial para cada proteina. Con los resultados obtenidos del turbiscan se siguieron
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diferentes mecanismos de inestabilidad como sedimentacién, formacion de crema, floculacion,
coalescencia y separacion de fases (Lee et al., 2022).
Figura 8.

(Izq.) Montaje utilizado para la homogenizacion de la emulsion con el uso del Dispermat. (Der.) equipo
turbiscan, la celda cilindrica se encuentra en la parte superior del equipo y los viales usados se encuentran

en la parte inferior de la imagen.

Formulaction?é‘
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.Obtencidn de la curva de crecimiento de las mutaciones 6 y 12 en E. coli BL21.

Mencionado anteriormente en la seccién 5.2, la curva de crecimiento es necesaria para
determinar el momento apropiado en el cual se debe realizar la induccién (Alfonso & Santos, 2016). En
la figura 9 se muestra la curva de crecimiento obtenida para la mutacién 6 contenida en E. coli BL21. En
esta figura se puede observar que la fase exponencial comenzé en la hora 2 de las mediciones hasta mas
o menos la hora 7, después de la hora 7 se puede observar un comportamiento estacionario, donde la
densidad del cultivo fue de 1.402. Con los resultados obtenidos de esta curva se determind que el
tiempo indicado para la induccién con IPTG con un ODgq de 0.6 a 0.8 es entre la hora 3 y la hora 4. Por
otro lado, la figura 10 muestra la curva de crecimiento de la mutacion 12, en donde la fase exponencial
comenzé a la hora 3 de las mediciones hasta la octava hora, no se pudo observar la fase estacionaria
durante las ocho horas de medicién. Para la induccién de esta mutacién se determind que es entre la
hora 3 hasta la hora 4. En anexos se encuentra la tabla 1y 2 con los resultados obtenidos para la
construccion de las curvas de crecimiento. Se decidid que la inoculacidn del cultivo para realizar la
expresion se empezaria con un OD de 0.2, esto significod que la induccién se debia realizar cuando el
cultivo tenia entre una hora a hora y media de incubacion, en el rango de 0.6 a 0.8 (para las dos

mutaciones).

Figura 9.

Curva de crecimiento de E. coli BL21 con el pldsmido PET6xHN-N que contiene la mutacion 6, en un volumen

de 20mL de medio LB.
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5.2.Obtencidn de la expresion de las mutaciones 6 y 12 en E. coli.

En la expresidn de las proteinas es importante tener en claro la concentracion del agente
inductor debido a que si la concentracidn de este es muy alta puede tener efectos tdxicos sobre la
célula, el control de la induccidon es un proceso dificil. Uno de los agentes mas populares para la
induccion es el isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) para las proteinas con el operdn Lac (Khani &
Bagheri, 2020). Para el primer cultivo se agregaron 50mL en dos erlenmeyer con 1 unidad formadora de
colonia (de la mutacion 6 y 12 respectivamente en cada erlenmeyer por separado), esto se dejo en
incubacién y 14 horas después su densidad dptica fue medida, 1.683 para la mutacion 6 y 1.756 para la
mutacién 12, con esto se procedid a hacer un nuevo cultivo en el cual se inocularon 2 erlenmeyer, uno
para cada mutacion con la (Ec.1), para la mutacion 6 se agregaron 11.88mL del cultivo overnight y se
aforé hasta 100mL con medio LB suplementado con ampicilina. Para la mutacién 12 se agregaron
11.39mL del cultivo overnight y se aforé de la misma manera que la mutacién 6. Los 2 erlenmeyer se
pusieron en incubacién y una hora y media después su densidad éptica fue medida. Para la mutacién 6
su densidad fue de 0.651 y para la mutacidn 12 fue de 0.641, antes de inducir se sacaron dos alicuotas
de 10mL de cada mutacién, con el fin de tener un control negativo y poder observar en la electroforesis
si hay diferencia entre un cultivo sin inducir y el otro con induccién. Se indujo con 0.5mM de IPTG y se
dejo por 5 horas en incubacion, esto se centrifugd y el pellet fue almacenado a -20°C. La sonicacion de
este pellet se realizé con buffer de sonicacién (NaH,P0O,, NaCly Triton x — 100) adicionalmente se le
agrego lisozima (1mg/mL). La lisozima es una enzima de origen natural que destruye las paredes
celulares, mediante la destruccidn del enlace B (1-4) entre el 4cido N-acetotiramamico y acetil
glucosamina del peptidoglicano (Dong & Sun, 2021). Se decidié guardar el sobrenadante de la primera
centrifugacion (1.s) con el fin de observar si la expresién de la proteina estaba ocurriendo extracelular o
intracelular. En el gel (figura 11y 12) se observa que en (1.s) no hubo presencia de proteina, lo indica

gue la expresion ocurrio intracelular. Por otra parte, no se nota una gran diferencia entre el control
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negativo (pre-IPTG) comparandolo con el post-IPTG, indicando que hubo problemas en la expresion. En
la figura 11y 12 se us6 marcador de peso para proteinas con pesos moleculares de 10kDa a 250kDa, por

lo cual la banda de las mutaciones se debia marcara por debajo de 10kDa.
Figura 11.
Resultados gel tricina-SDS-PAGE para la verificacion de la expresion de la proteina con buffer de sonicacion

y lisozima para la mutacion 6. Concentracion de IPTG 0,5mM. Carril 1 (MP) marcador de peso, carril 3

muestra pre-IPTG, carril 6 (1.s) primer sobrenadante y carril 9 muestra post-IPTG.

Pre-IPTG Post-IPTG
mutacion 6 1.5

ion 6

MP MP

Figura 12.

Resultados gel tricina-SDS-PAGE para la verificacion de la expresion de la proteina con buffer de sonicacion
y lisozima para la mutacion 12. Concentracién de IPTG 0,5mM. Carril 1 (MP) marcador de peso, carril 3

muestra pre-IPTG, carril 6 (1.s) primer sobrenadante y carril 10 muestra post-IPTG.
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Pre-IPTG Post-IPTG
mutacion 12 1.5 mutacion 12

Al no encontrarse diferencia entre la muestra pre-IPTG y post-IPTG se realizd un nuevo cultivo
con las dos mutaciones, con la finalidad de aumentar la concentracién de IPTG de 0.5mM a 1ImM. Se
dejaron en incubacion los erlenmeyer y 14 horas después se midié su absorbancia dando 1.698 para la
mutacion 6y 1.728 para la mutacion 12, con este cultivo se inocularon los nuevos erlenmeyer que
empezaron con una densidad dptica de 0.2. Hora y media después la absorbancia de los dos cultivos fue
medida, dando 0.622 para la mutacién 6 y 0.671 para la mutacién 12, se sacaron los controles negativos
de cada mutacion y se indujeron los dos cultivos con 1mM de IPTG, 5 horas después la muestra se
centrifugd y fue sonicada. Se prepararon las muestras para correr el gel, obteniendo una diferencia
entre las bandas pre-IPTG y post-IPTG para la mutacion 6. Por otro lado, la mutacidn 12 no tuvo una
diferencia notoria, esto se puede observar en la figura 13, en donde las mutaciones se encuentran
dentro del rectangulo. Adicionalmente se observan otras bandas debido a que las muestras no han

pasado por el proceso de purificacion.

Figura 13.

Resultados gel tricina-SDS-PAGE para la verificacion de la expresion de la proteina con buffer de

sonicacion y lisozima. Concentracion de IPTG 1mM. Carril 1 (MP) marcador de peso, carril 3 muestra pre-
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IPTG mutacidn 6, carril 5 muestra post-IPTG mutacion 6, carril 9 muestra pre-IPTG mutacion 12 y carril

11 muestra post-IPTG mutacion 12.

Pre-IPTG Post-IPTG Pre-IPTG Post-IPTG
mp mutacién 6 mutacién 6 mutacién 12 mutacién 12

S| 26.6 kDa

»

< 17 kDa

14.2 kDa
<+«—— 9,4kDa

6.5 kDa

3 3.5 kDa

5.3. Purificacién mediante cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC) de las
mutaciones marcadas con histidina.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la expresion de la proteina se realizd la
purificacién de las mutaciones. Se utilizé una concentracién del buffer de lavado de 20mM de
imidazol. En la figura 14 se puede observar que la proteina de interés al parecer no quedo ligada a la
resina y salié con las proteinas no ligadas (sefialada con la flecha). En la elucién 2 no se observa la
proteina de interés, por otro lado, se marcaron otras bandas diferentes a esta, esto también indica
que la purificacidn tuvo problemas ya que se ligaron otras proteinas a la resina. Por otra parte, en la
figura 15 no se observa la presencia de la proteina de interés ni en las proteinas no ligadas, ni en el
lavado y tampoco en las eluciones. La seleccion del sistema dptico para la expresion, depende de
varios factores como las propiedades de la proteina de interés, las caracteristicas de la bacteria, el
origen bioldgico y los niveles de expresién (Gonzalez & Fillat, 2018), como se menciond en la seccion

6.2 si la concentracion de este es muy alta puede tener efectos téxicos. En estudios donde indujeron
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la proteina OmpA utilizando 2mM de IPTG, este no tuvo efectos toxicos en la célula (Carrero Pinto,
2011). Se decidié hacer un nuevo cultivo y aumentar la concentracion de IPTG a 1.5mM para ambas
mutaciones, con el fin de mejorar la expresion y poder evidenciar las mutaciones en el gel. En este

caso la célula no tuvo problemas con esta concentracién de IPTG, ya que crecid de la misma manera.

Figura 14.

Resultados de la purificacion mediante cromatografia por afinidad IMAC en gel tricina-SDS-PAGE de la
mutacion 6. Concentracion de IPTG 1.0mM. Carril 1 (MP) marcador de peso, carril 3 proteinas no ligadas,
carril 4 lavado 20mM de imidazol, carril 8 elucion 2, carril 9 elucion 4, carril 11 elucidn 6, carril 13 elucion

8, carril 14 elucion 10.

Lavado 1
Proteinas 20mMm

no ligadas jmidazol

Elucién 8 Elucién 10

Elucién 6

Elucién 2 Eluci*én 4

Ssl| 26.6 kDa

| 17 kDa

14.2 kDa

6.5 kDa

D 3.5 kDa

Figura 15.

Resultados de la purificacion mediante cromatografia por afinidad IMAC en gel tricina-SDS-PAGE de la

mutacion 12. Concentracion de IPTG 1.0mM. Carril 1 (MP) marcador de peso, carril 2 proteinas no ligadas,
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carril 3 lavado 20mM de imidazol, carril 7 elucion 2, carril 9 elucion 4, carril 11 elucion 6, carril 13 elucion

8, carril 14 elucion 10.

Lavado 1
Proteinas  20mM
no ligadas imidazol

Elucién2  Elucién 4 Elucién 6 Elucién 8 Elucién 10

S| 26.6 kDa |

~«| 17kDa

© | 142«kDpa

w | 6.5kDa

Se realizé el mismo procedimiento de la seccién 6.2. La absorbancia de los cultivos overnight dio
1.027 para la mutacién 6 y 1.079 para la mutacién 12, estos valores fueron bajos en comparacion con los
obtenidos en los cultivos anteriores, esto se deben a que las cajas de agar en donde estaban los cultivos
ya llevaban 27 dias en almacenamiento. Las placas de agar tienen una vida util entre 30 a 90 dias, es por
esto que la eficiencia y el crecimiento de la bacteria se ven afectados (v Rogers, 2015). Se inocularon los
erlenmeyer y dos horas después la absorbancia de los dos cultivos fue medida, dando 0.621 para la
mutacion 6 y 0.650 para la mutacion 12, se sacaron los controles negativos de cada mutacidn y se
indujeron los dos cultivos con 1.5mM de IPTG, 5 horas después se centrifugd y la muestra fue sonicada.
Con la electroforesis se pudo observar diferencia entre el control negativo y el cultivo con induccién de
la mutacion 6, con la mutacion 12 se siguié obteniendo lo mismo, no se observa diferencia entre las dos

muestras, esto se puede observar en la figura 16.

Figura 16.
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Resultados gel tricina-SDS-PAGE para la verificacion de la expresion de la proteina con buffer de
sonicacion y lisozima. Concentracion de IPTG 1.5mM. Carril 1 (MP) marcador de peso, Carril 3 muestra
pre-IPTG mutacion 6, carril 7 muestra post-IPTG mutacion 6, carril 10 muestra pre-IPTG mutacion 12 'y

carril 15 muestra post-IPTG mutacion 12.

Pre-IPTG Post-IPTG Pre-IPTG Post-IPTG
MP mutacion 6 mutacion 6 mutacion 12 mutacion 12

S| 26.6 kDa

“4| 17 kDa

| 142 kDa

6.5 kDa 9,4kDa

< 3.5 kDa

La concentracion de imidazol se disminuyd a 10mM y la concentracién del NaCl en el buffer de
lavado se aumentdé a 1M, con el objetivo de poder establecer los pardmetros de purificacién apropiados,
debido a que con la purificacién anterior no se obtuvieron las proteinas de interés. Una alta
concentraciéon de imidazol en el buffer de lavado puede disminuir la unién de las proteinas marcadas
con histidina (Soltaninasab et al., 2022), por otro lado, si esta concentracion es baja ayudara a minimizar
la unién inespecifica de proteinas que contienen residuos de colas de histidina (Alfred Nobel, 2000), es
decir, algunas proteinas pueden tener de dos a tres colas de histidina. Es importante optimizar la
concentracién de imidazol para reducir la unidn de proteinas de no interés y una unién mas fuerte de la
proteina objetivo (Soltaninasab et al., 2022). Lo mismo pasa con la concentracién de NaCl, este aumenta
la fuerza idnica de los buffers de purificacién, ayudando a eliminar impurezas de las resinas Ni-NTA (Li et
al., 2001), adicionalmente las interacciones electrostaticas de proteinas no especificas disminuye con

fuerzas idnicas altas entre 0,1 a 1M de NaCl (Yap et al., 2010). En la purificacion de la mutacion 6, en la
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elucidn 2 se observan que hay muchas bandas aparte de la esperada (figura 17), esto también pasé con
las eluciones de la mutacion 12 (figura 18), en donde en todas las eluciones se pueden observar mas
bandas, sin embargo, con los resultados obtenidos se demostré que una menor concentracion de
imidazol y mayor concentracidon de NaCl aumenta la cantidad de proteina que se une a la resina IMAC.
Una posible causa de que se estén observando otras bandas aparte de la esperada, es la formacion de
cuerpos de inclusién al momento de la induccién, esto quiere decir que la proteina no tuvo un buen
plegamiento y se forman agregados insolubles en el citoplasma de E. coli. La proteina cuando se
encuentra dentro de los cuerpos de inclusion existe en diferentes conformaciones como
desestructurada, parcialmente plegada, condiciones nativas o similares a las nativas y también laminas B
cruzadas (Solov’eva et al., 2022). Los cuerpos de inclusidn se producen a temperaturas de cultivo
optimas y elevadas (Singh et al., 2020), aunque en algunos estudios los cuerpos de inclusién se han
producido por debajo de los 37 °C en donde tienen un mayor contenido de proteina en conformacién
similar a la nativa, indicando que el impacto de la temperatura en la formacién de cuerpos de inclusion
varia dependiendo de la proteina (Solov’eva et al., 2022). En este caso hubo formacién de cuerpos de
inclusidon al momento de la induccidn con la temperatura de 37 °C. Otra posible causa de error por la
cual se pueden estar observando otras bandas, se debe a las columnas usadas, ya que estas tienen un
volumen muy grande para la cantidad de resina que se utiliza, por lo cual cuando se agregaron los
buffers de union, lavado y elucidn, la resina se movia quedando desnivelada, esto se puede observar en
anexos figura 2, no es recomendable que esto suceda debido a que puede ocasionar que las proteinas

de interés, no logren unirse.

Figura 17.

Resultados de la purificacién mediante cromatografia por afinidad IMAC (Ni?*) en gel tricina-SDS-PAGE

de la mutacion 6. Concentracion de IPTG 1.5mM. Carril 1 (MP) marcador de peso, carril 3 proteinas no
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ligadas, carril 5 lavado 10mM de imidazol, carril 7 elucion 2, carril 9 elucion 4, carril 11 elucidn 6, carril
13 elucion 8, carril 15 elucidn 10.

Proteinas 10mmM

no ligadas Elucién 6 Elucién 8 Elucién 10

Elucién 2 Elucién 4

S| 26.6 kDa

ol 17 kDa

1 5
¥

14.2 kDa|

Ll 6.5 kDa

B 3.5 kDa

Figura 18.

Resultados de la purificacién mediante cromatografia por afinidad IMAC (Ni%*) en gel tricina-SDS-PAGE
de la mutacion 12. Concentracion de IPTG 1.5mM. Carril 1 (MP) marcador de peso, carril 2 proteinas no

ligadas, carril 3 lavado 10mM de imidazol, carril 7 elucidn 2, carril 9 elucidn 4, carril 11 elucion 6, carril

13 elucion 8, carril 14 elucion 10.

2 Lavado 1
Proteinas 10mM
MP* no ligadas imidazol Elucién 2 Elucién 4 Elucién 6 Elucion 8  Elucién 10
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24l 17 kDa
¢ ] 14.2 kDa
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Para corroborar los resultados de la purificacién con niquel se realizé la purificacién con
columnas de cobalto. El metal Co es otra de las opciones para la purificacidon de proteinas, el cobalto es
un metal selectivo con el cual se puede obtener mas cantidad de proteina purificada en comparacién
con el niquel, con este se obtiene un mejor rendimiento, el cobalto y el niquel son los metales mas
usados para la purificacidn de proteinas (Lingg et al., 2020). En la figura 19 se puede observar que en el
primer lavado salié una gran cantidad de proteinas no ligadas en comparacién con el lavado 2 y 3, por
otro lado, en la elucidn 1 se obtuvo la proteina de interés, esta se encuentra entre las bandas de
marcador de peso 6.5y 14.2kDa, la proteina esperada pesa 9.5 kDa (sefalada con la flecha) y también se
obtuvieron otras bandas debido al plegamiento de la proteina (cuerpos de inclusion) , esto mismo
ocurrié con la purificacién de la mutacién 12, en donde se obtuvieron mds bandas aparte de la objetivo
(sefialada con la flecha), esta tiene un peso de 9.4kDa (ver figura 20). Debido a que se obtuvieron otras
bandas aparte de la esperada se mandd a realizar un western blot para corroborar los datos obtenidos
con las dos purificaciones. En este ensayo la muestra se desnaturaliza y se separa mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida, luego las proteinas se transfieren a una membrana en donde por
medio de un inmunoensayo se identifican las proteinas de interés (Booth et al., 2022), en este caso se
utiliza un anticuerpo que reconoce la histidina, este ensayo se realizd en un laboratorio externo a la
universidad de los Andes (VECOL S.A), obteniendo que hay formacion de cuerpos de inclusion, esto se
puede observar en la figura 21. Esto no significa que las mutaciones no estén purificadas, si no que hay
un mal plegamiento en la estructura de estas, es decir, en el gel se observan partes de las mutaciones

gue no lograron tener un buen plegamiento.

Figura 19.

Resultados de la purificacién mediante cromatografia por afinidad IMAC (Co?) en gel tricina-SDS-PAGE

de la mutacion 6. Concentracion de IPTG 1.5mM. Carril 1 (MP) marcador de peso, carril 2 (P.N) proteinas

38



Actividad interfacial en el sistema dodecano-agua de las mutaciones 6 y 12 de la proteina
transmembranal a (OmpA) provenientes de la bacteria Escherichia coli

Liseth Daniela Villamizar Gomez

no ligadas, carril 3 (L.1) lavado 1, carril 4 (L.2) lavado 2, carril 5 (L.3) lavado 3, carril 8 elucidn 1, carril 10

elucion 2, carril 12 elucion 3, carril 14 elucion 4.

L3 Elucién 1 Elucién 2 Elucién 3 Elucid 4

L2

MP P.N L1

ul 26.6 kDa

Lo 17 kDa
| 1a.2kpa

ot 6.5 kDa

R aaadl 3.5 kDa

Figura 20.

Resultados de la purificacién mediante cromatografia por afinidad IMAC (Co?*) en gel tricina-SDS-PAGE
de la mutacion 12. Concentracion de IPTG 1.5mM. Carril 1 (MP) marcador de peso, carril 3 (P.N)

proteinas no ligadas, carril 4 (L.1) lavado 1, carril 5 (L.2) lavado 2, carril 6 (L.3) lavado 3, carril 9 elucion

1, carril 10 elucidn 2, carril 12 elucidn 3, carril 14 elucion 4

MP PN L1 L2 L3 - Elucién 1 Elucién 2 Elucién 3 Elucién 4

e 3.5 kDa

Figura 21.
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Resultados obtenidos con western blot de las mutaciones 6 y 12. Carril 1-6 marcador de peso, carril 2-3

muestra purificada de la mutacion 6 y carril 4-5 muestra purificada mutacion 12.

5.4. Cuantificacion de la tensidn interfacial y estabilidad de la emulsién dodecano-agua.

Los biosurfactantes poseen una propiedad para disminuir la tension en superficies,
disminuyendo las interacciones intermoleculares entre dos moléculas en un liquido, estos muestran
diferentes propiedades como capacidad de lubricacién, emulsificacion, dispersion de fase, etc (Abbot et
al., 2022). Para probar la tension interfacial en la interfaz dodecano/agua se cuantificaron las muestras
obtenidas en la purificacién. Con los resultados obtenidos de la purificacidon con cobalto se decidid
utilizar la elucion 1y el lavado 2 de ambas proteinas. Estas dos muestras se cuantificaron y se preparé
una dilucion con la elucién 1 para tener 0.034% w/v de biosurfactante (ver tabla 1y 2), con el fin de
observar como la tension variaba a diferentes concentraciones. Para las pruebas de tensidn se utilizaron

la dilucién, la elucién 1y el lavado 2.

Tabla 1.

Concentracion de las muestras de la mutacion 6.

Muestra Concentraciéon (mg/mL)
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Lavado 2 0.801
Elucion 1 0.588
Dilucién 0.034% 0.34

Tabla 2.

Concentracion de las muestras de la mutacion 12.

Muestra Concentraciéon (mg/mL)
Lavado 2 0.524
Elucién 1 0.451

Dilucién 0.034% 0.34

Las imagenes en forma de gota se obtuvieron por medio del tensidmetro y la tensién mediante
el método de gota pendiente. Lo primero que se realizé fue calibrar la cdmara del equipo para garantizar
la precision de los datos, esto se calibré por medio de un balin, en donde el dngulo de este con respecto
a la superficie debe dar 143,18° (Operation manual, 2020). La tensién medida entre el dodecano y el
agua alcanzo un valor de 57.4 dyn/cm, se considerd la precision de los resultados debido a que el error
fue menor al 10%, este fue del 9.35%. El valor reportado en la literatura para el sistema dodecano-agua

es de 52.8 dyn/cm (Bertin et al., 2021).

Se decidié medir la tension con el buffer de elucién y dodecano, para observar si esta solucion
de sales afectaba de alguna manera la disminucién de la tension interfacial, ya que la elucion 1 y el
lavado 2 son una mezcla de proteinas en solucidn de sales, por otro lado, se realizdé un control positivo

agregando el mismo porcentaje en peso de tween 20 a agua (surfactante derivado del petréleo), con el

41



Actividad interfacial en el sistema dodecano-agua de las mutaciones 6 y 12 de la proteina
transmembranal a (OmpA) provenientes de la bacteria Escherichia coli

Liseth Daniela Villamizar Gomez

fin de verificar si es mas efectivo el uso de biosurfactantes. Los resultados de la tension interfacial para
cada concentraciéon de proteina en el sistema dodecano-agua se encuentran en la tabla 3 junto con los
resultados del buffer de elucién-dodecano y el control positivo. La menor tensidn interfacial se alcanzé
con el lavado 2 para ambas mutaciones, siendo 9.10 dyn/cm para la mutacién 6 y 14.15 dyn/cm para la
mutacion 12. Algunos estudios han demostrado que la tensidn interfacial se puede ver influenciada por
los componentes de una solucidn binaria (sales), la mayor parte del tiempo esto aumenta la tension
interfacial, llenando el vacio existente entre el agua y disolventes moleculares (Amirchand & Singh,
2022), en nuestro caso el buffer de elucion disminuyé la tensién, este no fue significativo. El control
positivo dio 22.00 dyn/cm, con esto se confirma que las mutaciones son mas efectivas en la disminucién
de la tensidn interfacial en el sistema dodecano-agua comparada con el surfactante derivado del

petrdleo.

Tabla 3.

Resultados de la tension interfacial en el sistema dodecano-agua con diferentes concentraciones de

proteina, M6= mutacion 6, M12= mutacion 12.

Muestra Concentracién (mg/mL) Tension interfacial

(dyn/cm o mN/m)
Buffer de elucion 44.72
Lavado 2 M6 0.801 9.10
Eluciéon 1 M6 0.588 15.86
Dilucién 0.034% M6 0.34 17.06
Lavado 2 M12 0.524 14.15
Elucion 1 M12 0.451 17.57
Dilucién 0.034% M12 0.34 25.1
Control positivo 0.34 22.00

Las mezclas que se utilizaron para la medicién de la estabilidad fueron los lavados de cada

mutacion, ya que con estas se obtuvo el menor valor de tension interfacial. La emulsién se prepard con

42



Actividad interfacial en el sistema dodecano-agua de las mutaciones 6 y 12 de la proteina
transmembranal a (OmpA) provenientes de la bacteria Escherichia coli

Liseth Daniela Villamizar Gomez

12.75mL de fase continua y 2.5mL de fase dispersa. Se agregaron 15mL de la emulsidn en un vial el cual
se introdujo en el turbiscan y se inicid la lectura, el indice de estabilidad del turbiscan (TSl) es aplicado
para estudiar la estabilidad de las emulsiones, este monitorea la cinética de desestabilizacién en funcion
del tiempo, aqui se mide la retrodispersion y la transmitancia de la luz infrarroja en diferentes
longitudes de onda, en donde la estabilidad del sistema se evalla a partir del escaneo (Luo et al., 2017),

el valor de referencia del TSI para una emulsién estable es de 1.1.

En la figura 22 y 23 se muestra el TSI para las dos mutaciones, en un rango de media hora la
emulsion mas estable fue la que tenia la mutacién 6, esta fue estable durante 10 minutos teniendo un
valor de TSI menor al 1.1 y el valor mas alto fue 3, por otro lado, la emulsién que tenia la mutacién 12
fue estable durante 5 minutos y el valor mas alto fue de 6, entre mas alto sea el TSI mas inestable sera la
emulsion, con esto se puede decir que la emulsidon mas inestable entre estas dos fue la que contenia la

mutacién 12.

Figura 22

Cinética de desestabilizacion de la mutacion 6 (lavado 2) en la emulsién dodecano-agua (O/W).
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TSI

057

0.0

Figura 23
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Los valores de TSI se usan para comparar facilmente la estabilidad de las emulsiones resumiendo todas
las variaciones de luz retrodifusa en momentos especificos, donde se produce un nimero que refleja el
grado de desestabilizacion, es por esto que se hace importante analizar los espectros de luz retrodifusa
“backscattering” (Tirpanci et al., 2022), ya que estos me permiten obtener informacién mas detallada de
la estabilidad de las muestras. Se obtuvieron las figuras 24 y 25 en donde si el “backscattering” varia de
forma similar en todo el volumen, este indica que es una mezcla homogénea. Si la intensidad de la luz
aumenta en la parte superior y disminuye en la parte inferior, es indicativo de desestabilizacién por
cremado; por otro lado, si disminuye en la parte superior y aumenta en la parte inferior esta sucediendo
sedimentacion y si disminuye la intensidad de la luz en la zona central es indicativo de coalescencia
(Medina Ledn, 2020). Como se observa en la figura 24 la muestra presenta una buena estabilidad, ya
que el perfil de backscattering se encuentra muy cercano a cero y los valores entre una medicidén y otra
a lo largo del tiempo no presentan variaciones significativas. Sin embargo, a una altura de 18mm se
observa una disminucién en el porcentaje de backscattering, en donde la emulsidn se desestabilizd y se
presentd un fendmeno de sedimentacion seguido por cremacién. En la figura 25 se observa que se
presenta el fendmeno de sedimentacidn, alrededor de 3mm de altura se observa una disminucidon en el

perfil de backscattering, sin embargo, se recupera la linealidad hasta 20mm en donde sucede la mayor
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caida, esto se debe a que en esa region de la celda hay una menor densidad de particulas, ocasionando
una menor deteccidn de los rayos de luz, en 23mm sucede cremacién y luego vuelve a suceder
sedimentacion, en general la emulsidon con mayor estabilidad la presentd la que tenia la mutacién 6

confirmando los resultados obtenidos con el TSI.

Figura 24

Andlisis de migracion en el turbiscan, variacion de luz retrodifusa “backscattering” BS y transmitancia T

en distintos tiempos en funcion de la altura de las emulsiones con el lavado de la mutacion 6.
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Figura 25

Andlisis de migracion en el turbiscan, variacion de luz retrodifusa “backscattering” BS y transmitancia T
en distintos tiempos en funcion de la altura de las emulsiones con el lavado de la mutacion 12.
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6 CONCLUSIONES

La seleccién del sistema de expresidon depende de las propiedades bioldgicas y caracteristicas
del huésped en donde se encuentre la proteina. La expresion se realizé mediante isopropil-B-D-
tiogalactopirandsido (IPTG) en donde se fue aumentando su concentracion con el fin de obtener la
mejor expresion del promotor lac. A una concentracidon de 1.5mM de IPTG se logré la mejor expresion y
sobreexpresion de las mutaciones presentes en E. coli BL21, en comparacién con la induccidén a 0.5mM y

ImM.

Para obtener las mutaciones con una pureza elevada se estudiaron los efectos de la
concentracion de imidazol y NaCl en el tampdn de lavado mediante el método de purificacion IMAC
(Ni%*), utilizando 20mM de imidazol y 300mM de NaCl no se obtuvieron proteinas en las eluciones. Las
concentraciones bajas de imidazol ayudan a minimizar la unién inespecifica de proteinas con residuos de
colas de histidina y con concentraciones altas de NaCl se aumentan las fuerzas iénicas ayudando a
eliminar impurezas de la resina, se varié la concentracion a 10mM de imidazol y 1M de NaCl, en donde
se obtuvo unos mejores resultados, aumentando la cantidad de proteina etiquetada que se unid a la
resina, en este caso si se evidenciod proteina en el gel de tricina-SDS-PAGE, adicionalmente se obtuvieron
otras bandas aparte de la esperada. Se realizé de nuevo la purificacién con (Co?*) para verificar si los
resultados obtenidos con niquel eran correctos, con Co?* se obtuvo una mejor purificacion, pero se
siguieron obteniendo otras bandas en el gel aparte de las esperadas. Se mandé a realizar un western
blot, que es una técnica mas precisa, obteniendo que hubo formacion de cuerpos de inclusidn al

momento de la induccidn.

Con el lavado 2 de ambas mutaciones se obtuvo una disminucién de la tensién de 9.10 dyn/cm

para la mutacion 6 y 15.15 dyn/cm para la mutacién 12, a diferencia del tween 20 que tuvo una
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disminucion de la tension interfacial de 22.00 dyn/cm mediante el método de gota pendiente. Para la
estabilidad de las emulsiones se estudio el efecto que tenian ambos lavados en la emulsién dodecano-
agua, obteniendo que la emulsién mas estable se logré con el lavado 2 de la mutacién 6 en comparacién

con la emulsidn preparada con la mutacion 12.

En conclusién, se demostrd que es posible la creacién y obtencion de biosurfactantes
ecoldgicamente aceptables que tienen un mayor efecto en la disminucién de la tension interfacial

comparandolo con un surfactante convencional como lo es el tween 20.

7 RECOMENDACIONES

Aunque la disminucién de la tension no fue significativa con el buffer de elucidn, estas sales
tienen un efecto, por lo que se propone para préoximas investigaciones realizar una dialisis o una
liofilizacidn para obtener las mutaciones sin presencia de sales, con el fin de poder cuantificar como

estas se ven afectadas por el buffer de elusién y las sales que este contiene.

En proximas investigaciones, realizar andlisis de seguimiento de viscosidad con el tiempo,
tamafio de gota por medio de un microscopio de imagen y medicién del potencial z, para corroborar los

datos obtenidos con el turbiscan y determinar qué factores afectan a la desestabilizacién de la emulsion.

Para futuras investigaciones en las cuales se quiera utilizar estas mutaciones y que puedan
competir con los surfactantes convencionales, se deben llevar a cabo investigaciones a mayor escala,

con mayor rapidez y que optimicen el proceso para hacer la produccién de estas mutaciones econdémica.
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ANEXOS

Tabla 1.

Resultados obtenidos para armar la curva de crecimiento de la mutacion 6.

Hora Blanco/cultivo Medicion
0 0/0 9:04
1 0/0.031 10:06
2 0/0.031 11:06
3 0/0.545 12:06
4 0/1.023 1:08
5 0/1.221 2:08
6 0/1.294 3:08
7 0/1.372 4.08
8 0/1.402 5:06

Tabla 2.

Resultados obtenidos para armar la curva de crecimiento de la mutacion 12.

Hora Blanco/cultivo Medicién
0 0/0 9:04
1 0/0.031 10:06
2 0/0.031 11:06
3 0/0.545 12:06
4 0/1.023 1:08
5 0/1.221 2:08
6 0/1.294 3:08
7 0/1.372 4:08
8 0/1.402 5:06

Figura 1.
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Figura 2.
Montaje de la columna de afinidad con niquel, dentro de los rectdngulos se muestra el desnivel

de la resina.

54





