BIO /TED

FERMENTACI()’N Y BIOPROCESAMIENTO DE
PROTEINAS CROMOGENICAS

Ref.ED-305
5 grupos de estudiantes
iATENCION! IMPORTANTE

Esta practica contiene antibioticos que se utilizan para mantener los cultivos
libres de contaminacion. Los estudiantes que tienen alergias a los
antibioticos, incluido AMPICILINA, no deben participar en esta practica.

1. OBJETIVO DEL EXPERIMENTO

Este kit abarca practicamente todas las etapas que tienen lugar en el proceso
obtencion de un producto de interés mediante la biotecnologia.

El bioprocesamiento es la produccion y separacion de productos deseados a partir
de células vivas. En esta introduccién al bioprocesamiento, los estudiantes usaran
fermentadores a pequena escala para producir proteinas cromogénicas utilizando
Escherichia coli. Los extractos de proteinas se separardan luego mediante
cromatografia en columna para analizar el éxito del proceso de fermentacion.
Finalmente, las soluciones de proteinas se examinaran mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida SDS para determinar la pureza de las proteinas cromogénicas.

2. COMPONENTES para 5 grupos de estudiantes

COMPONENTES Conservacion
A BactoBeads™ transformado con plasmido purpura 40C, con secante
B BactoBeads™ transformado con plasmido rosa 40C, con secante
C Medio de crecimiento LB concentrado 40C
D Ampicilina 40C
E IPTG 40C
F Tampon de extraccion de proteinas 40C
G Tampodn de lavado (10x) 40C
H Tampdn de elucién 40C
I Matriz seca de intercambio de iones Temperatura ambiente
J Marcadores de proteinas estandar -200C
K Solucion de glicerol 50% -200°C
L Solucion desnaturalizante de proteinas -200C

REACTIVOS Y SUMINISTROS
Almacenar todos los componentes detallados a continuacién a temperatura ambiente:

e Pipetas de transferencia de plastico estériles.

¢ Pipetas de transferencia de plastico.

e Tubos de microcentrifuga con tapa a presion de 1,5 ml.
e Tubos de microcentrifuga con tapa a presion de 2,0 ml.



NOTA: Tras la recepcion, almacenar los componentes perecederos a las temperaturas

e Tubos de microcentrifuga con tapa de rosca de 2,0 ml.
¢ Papel de pH

e Tubos de centrifuga de 50 ml.

e Tubos de centrifuga de 15 ml.

e Columnas de cromatografia

e Tampodn de electroforesis Tris-glicina-SDS (10x)

e Protein InstaStain®

¢ Solucién de carga de gel para practicas

indicadas.

NOTA: Ninguno de los componentes de este kit se ha preparado a partir de material

humano.

NOTA: Todos los componentes de este kit estdn destinados a la investigacion
educativa. No pueden ser utilizados con fines de diagndstico o médicos, ni pueden ser

administrados o consumidos por seres humanos o animales.

2.1 Material requerido y no suministrado

NOTA: Aseglrense que el material de vidrio esté limpio, seco y libre de residuos de
Para mayor comodidad, se pueden comprar pipetas de transferencia

jabén.

¢ Micropipetas automaticas (de 5-50 pl y 20-200 ul recomendadas)
¢ Centrifuga (la velocidad maxima debe ser 10000xG o mayor)

e Aparato de electroforesis en gel vertical y fuente de alimentacién
e Contenedor para la basura

e Soportes y abrazaderas de columna

e Placas y varillas de agitacién

e Termometros

e Probetas

e Matraz Erlenmeyer (se recomiendan dos de 250 ml y cinco de 500 ml)
e Etanol 70%

e Agua destilada

e Espectrofotdmetro y cubetas.

e Papel de aluminio

e Agitador vortex

e Marcadores de laboratorio o rotuladores

¢ Bafio de agua

¢ 3 geles de poliacrilamida

« Acido acético glacial

e Metanol

e Bomba de aire y tubos flexibles (opcional)

e Incubadora con agitacién (opcional)

e Autoclave y papel de autoclave u horno (opcional)

desechables adicionales para los pasos de extraccion y de lavado con liquidos.



3. INTRODUCCION

Durante mas de 6000 afos, el proceso de fermentacion se ha utilizado para la
conservacion de alimentos. Sin embargo, no fue hasta la década de 1850 que los
microbiodlogos, incluido Louis Pasteur, demostraron que los microorganismos eran los
agentes responsables de la fermentacién. Desde entonces, los investigadores han
aprendido que la fermentacion es el resultado de estos microorganismos que rompen
los enlaces quimicos en las moléculas de azlcar y almidon para crear energia. Los
subproductos de este proceso (por ejemplo, acido lactico, etanol y acido acético) son
alimentos basicos de nuestra dieta, donde se incluyen yogur, chucrut y vino.

Las tecnologias actuales han extendido la utilidad de la fermentacion, que ahora se
puede explotar para fabricar productos tan diversos como biocombustibles,
biofarmacos y productos de quimica fina. Hoy en dia, los estudios sobre el proceso de
fermentacion contindan produciendo nuevos y emocionantes avances. Por ejemplo, los
genetistas microbianos han identificado nuevas cepas de microorganismos que crecen
mas rapido y generan una amplia variedad de vitaminas o antibidticos. La ingenieria
genética y el ADN recombinante han permitido a los cientificos producir grandes
cantidades de proteinas importantes, convirtiendo las células en fabricas vivas. La
insulina, que es una hormona utilizada para controlar la diabetes, fue la primera
medicacién para uso humano producida por ingenieria genética. Los medicamentos
recombinantes, como antibidticos, interferén y factor VIII de coagulaciéon sanguinea,
han ayudado a salvar millones de vidas y han mejorado la calidad de vida de muchos
mas.

Hoy en dia, los productos de fermentacion comercialmente relevantes generalmente
se clasifican en uno de estos cuatro grupos:

1. Metabolitos producidos naturalmente por las células microbianas:

a. Metabolitos primarios que se producen durante el crecimiento, desarrollo o
reproduccién normal de un organismo. Por ejemplo, etanol, acido citrico, lisina,
vitaminas, polisacaridos.

b. Metabolitos secundarios producidos por un organismo, pero que no son
necesarios para su crecimiento, desarrollo o reproduccién normal. Por ejemplo,
la produccion de antibiéticos.

c. Enzimas producidas naturalmente por las células microbianas. Por ejemplo,
amilasa, proteasa, pectinasa, celulasa, lipasa, lactasa, estreptoquinasa.

2. Proteina recombinante expresada por las células microbianas. Por ejemplo, insulina,
interferén, factor de coagulacion VIII, la vacuna contra la hepatitis B.

3. Compuestos quimicos modificados por microbios (bioconversion). Por ejemplo,
biotransformacidn de esteroides.

4. Las propias células microbianas. Por ejemplo, extractos de levadura de células
enteras, levadura de panaderia, Lactobacillus, E.coli.

La demanda de estos productos ha fomentado el desarrollo de nuevas tecnologias
para la ingenieria genética, la fermentacién y la purificacién de biomoléculas.

ENTENDIENDO EL CRECIMIENTO MICROBIANO

La fermentacion requiere condiciones de crecimiento que proporcionen a las células
oxigeno, agua, minerales esenciales y fuentes de carbono y nitrégeno. Debido a que
cada organismo tiene diferentes requisitos fisicos y quimicos para el crecimiento, la
formulacion puede variar mucho segin el organismo y el proceso. En una
fermentacion natural, las condiciones de crecimiento son proporcionadas por la fuente
de alimento que se fermenta. A la inversa, los cientificos pueden fabricar
cuidadosamente los medios de crecimiento para optimizar las condiciones y maximizar
el rendimiento en un experimento de bioprocesamiento.



El crecimiento microbiano no ocurre inmediatamente después de la inoculacion del
medio nutriente seleccionado. Un periodo posterior a la inoculacion, llamado fase de
latencia (lag phase), permite que las células se adapten al nuevo entorno
sintetizando los factores necesarios para el crecimiento y la division celular. Una vez
que se aclimatan a las condiciones de crecimiento, los microbios entran en la fase de
desarrollo (log phase), el tiempo durante el cual las células crecen y la divisidén se
produce a un ritmo exponencial. Esta es la etapa Optima para aplicaciones de
bioprocesamiento, ya que la maquinaria bioldgica dentro de las células esta preparada
para un rapido crecimiento y expresién de proteinas. Finalmente, la tasa de
crecimiento dentro de un cultivo disminuye debido a la menor disponibilidad de
nutrientes y un aumento de la concentracidn de compuestos téxicos hace que algunas
células mueran. Cuando la tasa de muerte celular es igual a la tasa de crecimiento
celular, el cultivo ha entrado en lo que se conoce como fase estacionaria
(stationary phase). El cultivo persistira en la fase estacionaria hasta que los
nutrientes se agoten o hasta que las toxinas en el cultivo produzcan lisis celular. En
este punto, las células entran en la fase de muerte (death phase) y mueren a una
tasa exponencial (Figura 1).
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RECIPIENTES DE FERMENTACION (BIORREACTORES O FERMENTADORES)

En la practica, la fermentacion requiere la seleccion cuidadosa de las condiciones de
cultivo para mantener las células en un estado favorable que permita la produccion del
producto deseado. Las células se cultivan en un equipo conocido como fermentador
(o biorreactor), que esta equipado con sensores que monitorizan continuamente las
condiciones ambientales durante el proceso de fermentacién (Figura 2). Esta
informacién se utiliza para optimizar las condiciones de cultivo. Algunos de los factores
que los fermentadores pueden controlar incluyen la temperatura, los niveles de
oxigeno, el pH, los agentes antiespumantes y la velocidad de mezcla.
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Los fermentadores se pueden utilizar para preparar cultivos en escalas muy diferentes.
Si bien se pueden preparar cultivos pequefios (1-10 litros), los fermentadores son
especialmente Utiles para volumenes de cultivo muy grandes (> 1,000 litros). Sin
embargo, una reaccion de fermentacion a gran escala no puede iniciarse en un
volumen tan grande. En su lugar, se prepara un cultivo de "reserva" muy pequefio (5-
10 ml) de células, que luego se utiliza para inocular un volumen algo mayor (200 a
1.000 ml) de medio fresco. Cuando estos cultivos alcanzan el crecimiento en fase log,
se utilizan, a su vez, para inocular un volumen aun mayor (10-100 litros) en un
fermentador de semillas. Como su nombre indica, el cultivo de semillas se usa para
"sembrar", o para servir como la fuente inicial de células para el cultivo final, que se
cultiva en un fermentador de produccién (1,000 a 100,000 litros).

Hay tres tipos principales de sistemas de fermentacién: por lotes, por lotes
alimentados o continuos (Figura 3). En la fermentacion por lotes, el método mas
basico, el medio de crecimiento estéril se inocula y la fermentacién se realiza sin
ninguna adicion o eliminacidon del medio. Desafortunadamente, la fermentacién por
lotes puede llevar a la acumulacion de toxinas y al agotamiento de nutrientes, lo que
puede retardar el crecimiento del cultivo. Para contrarrestar el agotamiento de
nutrientes, la fermentacion por lotes alimentados se basa en la adicion de medio de
crecimiento fresco en diferentes momentos; sin embargo, no se elimina ningin medio
de crecimiento hasta el final del proceso. Durante la fermentacion continua, se
agrega medio de crecimiento fresco mientras se elimina el cultivo usado. Esta
reposicién de nutrientes asegura que el cultivo se mantenga en la fase de desarrollo,
lo que permite la produccion maxima del producto.
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Una vez que se completa la fermentacion, las biomoléculas deseadas deben recogerse
del cultivo. Esta practica es conocida como bioprocesamiento. A veces, la molécula
del producto puede ser secretada directamente en el medio por las células. Sin
embargo, si la molécula se retiene intracelularmente, las células deben romperse para
liberar la molécula de interés para su recuperacion. Una vez que el producto esta
disponible en el medio, se puede separar facilmente de las células o sus residuos
mediante centrifugacion o filtracién. Cuando se purifica, el producto se puede utilizar
finalmente para fines comerciales y/o industriales (resumido en la Figura 4).
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4,
| Seed fermenter (10-100 L) |
v
l Harvesting |
/""’/.\“*\
| Cells | I T | Supernatant |
] l
“ S TS
| Disruption | | Kill cells | | Extraction | | Kill residual cel|s|
| Product purification | | Discard | | Product purification | | Discard |

Figure 4: Schematic for large-scale fermentation process.

USO DE MARCADORES PROTEICOS EN BIOTECNOLOGIA

Los marcadores proteicos fluorescentes se han convertido en una herramienta
esencial en biologia celular y molecular. La mejor proteina fluorescente conocida, la
Proteina Fluorescente Verde (o GFP), posee la capacidad de absorber la luz azul y
emitir luz verde en respuesta sin la necesidad de sustratos especiales adicionales,



productos genéticos o cofactores. Usando estrategias de clonacion de ADN, las
proteinas pueden ser "etiquetadas" con proteinas fluorescentes y luego expresarse en
las células. Estas etiquetas simplifican la purificacion porque las proteinas marcadas
con fluorescencia pueden rastrearse mediante luz UV.

Una de las aplicaciones mas Uutiles de las proteinas fluorescentes es como una
herramienta de visualizacion durante los estudios de microscopia fluorescente. Usando
técnicas de ingenieria genética, los cientificos han introducido la secuencia de ADN
para GFP en otros organismos, incluidos E.coli y el nematodo Caenorhabditis elegans.
Recientemente, los bidlogos especializados en la sintesis de proteinas han disefado
una gran variedad de proteinas para ser utilizadas en lugar de GFP. Primero, los
cientificos buscaron en una base de datos de secuencias de ADN para identificar los
genes que se predijo que producirian proteinas coloreadas. Los fragmentos de estos
genes se unieron para crear pequefas proteinas quiméricas (con una masa de,
aproximadamente, 27 kilodaltons). Estos nuevos genes se clonaron en un plasmido y
se transformaron en E. coli. Curiosamente, ademdas de una variedad de proteinas
fluorescentes, los cientificos también descubrieron varios genes que producian células
altamente pigmentadas. Estas coloridas proteinas cromogénicas eran visibles a
simple vista, lo que significa que no era necesaria una fuente de luz UV o un
microscopio fluorescente para la visualizacion. Las proteinas cromogénicas ya se estan
utilizando en biotecnologia como controles para la expresion de proteinas y como
marcadores visuales para la purificacion de proteinas.

EXPRESION DE PROTEINA RECOMBINANTE EN CELULAS MICROBIANAS

La fabricacidon de productos proteicos en microbios es una aplicacion extremadamente
importante de la ingenieria genética. Usando tecnologia de ADN recombinante, los
cientificos copian genes especificos y los insertan en un plasmido, que es una
pequena pieza de ADN extracromosoOmica que se propaga por las bacterias. El gen
puede luego transcribirse por la ARN polimerasa y traducirse a proteinas, después de
lo cual se extrae de las células.

Muchas veces, la expresion de nuestro gen de interés estd bajo el control de un
promotor inducible. Estos promotores solo son activos en presencia de una molécula
particular, como arabinosa, tetraciclina o isopropil-B-D-tiogalactopirano (IPTG). En
este experimento, la cepa bacteriana huésped utilizada para la expresion de proteinas
ha sido disefiada genéticamente para contener el gen de una ARN polimerasa especial
(T7), que estd bajo el control del promotor lac. En circunstancias normales, una
proteina llamada represor lac se une al promotor lac y bloquea la transcripcion de la
proteina cromogénica. El represor Lac se inactiva en presencia de IPTG, lo que permite
la expresién de la polimerasa T7.

La ARN polimerasa de T7 luego reconoce el promotor T7 en el plasmido,
transcribiendo de forma selectiva grandes cantidades de ARNm de pChromoPink o
pChromoPurple. Luego, el ARNm se traduce para producir las proteinas cromogénicas
de color rosa y purpura (Figura 5).
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CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO DE IONES

Después de expresar con éxito la proteina, el paso final de la mayoria de los
experimentos de bioprocesamiento implica la purificacién. En este experimento, las
proteinas cromogénicas se purificaran utilizando una cromatografia de intercambio
idnico. Este proceso utiliza una matriz con carga permanente para unir débilmente las
moléculas diana. La mayoria de los compuestos bioldgicos se cargan positiva o
negativamente cuando se exponen a un pH en el rango de 2-10. El lisado celular crudo
se pasa sobre la matriz en una columna, lo que permite que las moléculas cargadas
correctamente se unan. Las proteinas y otras moléculas que no se unen se lavan.
Finalmente, las proteinas restantes se eluyen con un tampdn idnico que elimina las
moléculas cargadas de la matriz.

En este experimento, los estudiantes exploraran la fermentacién y el
bioprocesamiento de proteinas cromogénicas de color rosa y purpura. Las proteinas
cromogénicas se expresaran cultivando E. coli transformado en un fermentador a
pequefia escala. La produccion de proteinas se inducird utilizando IPTG y las
condiciones de cultivo se controlaran para optimizar la produccion de proteinas. Las
células se recolectaran del fermentador y las proteinas cromogénicas se aislaran y
purificardan mediante cromatografia de intercambio ionico. Finalmente, se realizara la
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) para determinar la pureza
de la purificacién de la proteina.



4. DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

El bioprocesamiento es la produccion y el aislamiento de productos deseados a
partir de células vivas. En esta introduccién al bioprocesamiento, los estudiantes
usaran fermentadores a pequena escala para producir proteinas cromogénicas
utilizando Escherichia coli. Los extractos de proteinas se separaran luego mediante
cromatografia en columna para analizar el éxito del proceso de fermentacion.
Finalmente, las soluciones de proteinas se examinaran mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida SDS para determinar la pureza de las proteinas cromogénicas.

4.1 Precauciones

iATENCION! IMPORTANTE

Esta practica contiene antibiéticos que se utilizan para mantener los cultivos
libres de contaminacion. Los estudiantes que tienen alergias a los
antibioticos, incluido AMPICILINA, no deben participar en esta practica.

Aunque las bacterias utilizadas en este experimento no se consideran patdgenas, es
una buena practica de laboratorio seguir pautas simples de seguridad en el manejo y
eliminacién de materiales contaminados con bacterias.

1. Se deben usar los guantes y gafas de proteccién de forma rutinaria como buenas
practicas de laboratorio.

2. Deben tener mucho cuidado al trabajar con equipos que utilizan calor y/o fusion de
los reactivos.

3. NO PIPETEAR LOS REACTIVOS CON LA BOCA - PIPETEAR CON PERAS DE SUCCION.

4, Lavarse bien siempre las manos con agua y jabon después de manipular reactivos o
materiales bioldgicos del laboratorio.

5. Tener cuidado al usar cualquier equipo eléctrico en el laboratorio.

6. La bacteria E. coli utilizada en este experimento no se considera patdgena. Aunque
rara vez se asocia con alguna enfermedad en personas sanas, e€s una buena practica
seguir pautas de seguridad simples para el manejo y eliminacion de materiales
contaminados con bacterias.

7. Disponer adecuadamente los materiales después de completar la practica:

a. Limpiar la poyata de trabajo del laboratorio con una solucién de lejia al 10% o un
desinfectante de laboratorio.

b. Todos los materiales, incluidas las pipetas, las pipetas de transferencia y los tubos
que entran en contacto con las bacterias deben desinfectarse antes de desecharlos en
la basura. Desinfectar los materiales tan pronto como sea posible después de usarlos
de una de las siguientes maneras:

e Autoclavar a 121°C durante 20 minutos. Recoger todos los materiales
contaminados en una bolsa desechable y autoclavable. Sellar la bolsa y coldcarla
en una bandeja metalica para evitar cualquier posibilidad de que el medio liquido
o el agar se derramen en la camara del esterilizador.



e Sumergir en solucion de lejia 10% durante la noche. Sumergir los tubos
abiertos y otros materiales contaminados en un recipiente que contenga una
solucién de lejia al 10%. Sumergir los materiales durante la noche y luego

desecharlos. Usar guantes y gafas protectoras al trabajar con lejia.

4.2 Diagrama de flujo de la practica

| Cultivar el cultivo de semillas durante la noche. |

!

Afadir el cultivo de semillas al fermentador. |

!

Recolectar muestras y medir pH y DO. |

!

Lisar y precipitar las muestras. |

!

Purificar las proteinas cromogénicas. |

!

Analizar resultados por SDS PAGE. |

4.3 Requisitos de tiempo (aproximados) de los procedimientos de la practica

ORGANIZACION Y EJECUCION DEL EXPERIMENTO.

Antes de comenzar este experimento, revise cuidadosamente la lista de Componentes
y requisitos en las paginas 1 y 2 para asegurarse de tener todos los componentes y

equipos necesarios.

Las pautas que se presentan en este manual se basan en cinco grupos de laboratorio.
El experimento se divide en cuatro modulos y debe durar aproximadamente una
semana. Las siguientes son pautas de implementacion, que se pueden adaptar para
adaptarse a su conjunto especifico de circunstancias.

REQUISITOS DE TIEMPO APROXIMADOS

Tiempo
Etapa Que se hace Cuando queri
Etapa ue se hace Cuando requerido
Preparar y esterilizar el Hasta dos dias antes 2 horas
medio de cultivo LB de la practica
Preparar el cultivo celular Un dia antes de la
(durante la noche) practica 1 hora
Modulo I:
Produccion de Preparar IE.] m;gbaaon Una hora antes de la ;
, con agitacion y o 10 minutos
proteinas p practica
L espectofotdmetro
cromogeénicas
Preparar y alicuotar
reactivos. Separar los En cualquier momento .
20 minutos

materiales para cada
grupo

antes de la practica




Alicuotar el tampdn de
extraccion de proteinas.

En cualquier momento

20 minutos

Modulo II: Separar los materiales antes de la practica
para cada grupo
Separacion de las
proteinas Preparar bafio de_agua, Una hora antes de Ia _
congelador, centrifuga y P 10 minutos
. practica
agitador vortex
Modulo III: Preparar y_allcuotar Una horalar)tes de la 10 minutos
) reactivos practica
Purificacion de
proteinas por Preparar la matriz de Una hora antes de la .
cromatografia en - R P 30 minutos
intercambio idnico practica
columna
Preparar tampdn SDS- Hasta un dia antes de .
P 10 minutos
PAGE la practica
Preparar y alicuotar En cualquier momento 30 minutos
Modulo 1V: reactivos y equipos antes de la practica
Electroforesis en Preparar bafio de agua a | En cualquier momento 5 minutos
gel SDS-PAGE 990C antes de la practica
Preparar las soluciones En cualguier momento
de tincion y lavado de a 5 minutos

geles

antes de la practica

4.4 Preparaciones previas

Notas a los preparativos del profesor de la practica
El tamano de la clase, la duracion de las clases de practicas y la disponibilidad de los

equipos son factores que deben ser considerados en la planificacién e implementacion
de esta practica con sus alumnos. Estas directrices pueden adaptarse para encajar en
sus circunstancias especificas.

Registro de las actividades de laboratorio

Los alumnos deben registrar en su libreta de practicas las actividades indicadas a

continuacion.

Antes de iniciar la practica:
e Leer atentamente la introduccién y el protocolo.
e Escribir una hipotesis que refleje la practica.

¢ Predecir los resultados experimentales.

Durante la practica:
e Registrar (dibujar) sus observaciones, o fotografiar los resultados.

Al finalizar la practica:
¢ Interpretar los resultados y formular una explicacién de los mismos, ¢los datos
obtenidos respaldan o contradicen la hipoétesis inicial?

e Determinar lo que podria cambiar en la practica si la repites.
¢ Escribir una hipotesis que refleje este cambio.




Instrucciones generales i
A. PREPARATIVOS ANTES DE LA PRACTICA

Preparaciones Pre-Laboratorio del Médulo I
PREPARACION DE LOS FERMENTADORES.

Cada grupo mantendra un fermentador. Recomendamos el uso de frascos de 500 ml
con 250 ml de medio, aunque se pueden usar frascos y volUmenes mas pequefios.
Asegurarse siempre que los frascos mantienen suficiente espacio libre en su interior;
recomendamos no llenar los frascos por encima del 50% de capacidad.

ESTERILIZACION DE MATERIAL DE LABORATORIO

e Una fermentacion exitosa depende en gran medida de mantener los cultivos de
bacterias libres de contaminaciéon por microorganismos como la levadura, los hongos y
los virus. Todos los materiales que entren en contacto con los fermentadores deben
ser estériles, y las manipulaciones no deben permitir ningin contacto directo entre los
cultivos y los entornos no estériles.

e Para evitar la contaminacion, deben esterilizarse los tubos, los cilindros graduados y
las barras de agitacion utilizadas para este experimento. Se pueden utilizar muchas
técnicas diferentes para esterilizar el equipo. Consulte con los fabricantes para
garantizar la temperatura o la resistencia quimica que puede soportar cada equipo
antes de seleccionar el método a utilizar.

e Autoclave: Cubrir las aberturas del equipo con papel de aluminio. Autoclave a 121°C
durante 15 minutos.

NOTA: se debe utilizar cinta indicadora de autoclave para garantizar que se hayan
alcanzado las temperaturas adecuadas.

e Calor seco (horneado): Colocar los componentes en un horno precalentado a 170°C
y hornearlos durante 60 minutos. Retirar con cuidado el equipo y cubrir las aberturas
con papel de aluminio mientras aun esté caliente.

e Limpieza con alcohol: enjuagar con etanol 70%, asegurando la cobertura de todas
las superficies. Dejar que el equipo se seque al aire antes de cubrir las aberturas con
papel de aluminio.

Recomendamos que se esterilice: una probeta graduada de 500 ml, una probeta
graduada de 100 ml, cinco frascos de 500 ml, dos frascos de 250 ml y siete barras
magnéticas de agitacion.

PREPARACION DE MEDIOS DE CRECIMIENTO LB

Los medios de crecimiento LB pueden prepararse hasta 48 horas antes de comenzar el
experimento. El concentrado de medios de crecimiento LB (componente C) que se
proporciona en este kit es estéril. Se puede comprar agua destilada o se puede hervir
brevemente el agua del grifo para esterilizarla antes de preparar el medio final.

1. En la Tabla A se indican las cantidades para PREPARAR los medios que se
necesitan para el experimento.

Volumen Agua Medio de cultivo LB
final destilada concentrado (componente C)
375 ml 262,5 ml 112,5 ml
750 ml 525 ml 225 ml

1000 ml 1050 ml 450 ml

TABLA A



NOTA: Recomendamos 5 grupos con 250 ml de cultivos cada uno, pero se pueden
usar fermentadores mas pequefios si es necesario. Los medios se pueden mezclar en
volumenes individuales o como un gran volumen y luego dividirse en alicuotas.

2. DISPENSAR 250 ml de medio en 5 frascos estériles. Conservar los medios restantes
para preparar cultivos de semillas y para wusarlo como blanco en los
espectrofotémetros.

3. AGREGAR 0.6 ml de agua estéril al tubo de Ampicilina (Componente D). Mezclar por
inversion.

4, AGREGAR 0.1 ml de la solucién de ampicilina a cada frasco de 250 ml de medio.
Remover para mezclar. Almacenar la ampicilina restante a 4°C para la preparacion de
cultivos de semillas.

PREPARACION DEL CULTIVO DE SEMILLAS

Este kit incluye bacterias que expresan proteinas cromogénicas de color rosa o
purpura. Las dos proteinas no se separaran durante el experimento de cromatografia,
por lo que es importante que cada grupo seleccione una opcién por adelantado.

1. ALIQUOTAR 125 ml de medio de crecimiento LB en dos frascos Erlenmeyer estériles
de 250 ml. GUARDAR los medios restantes a 4°C para el Médulo IV.

2. AGREGAR 50 pul de ampicilina a los medios de crecimiento en cada frasco.

3. ETIQUETAR cada frasco como "Cultivo de semilla de proteina cromogénica purpura"
o "Cultivo de semilla de proteina cromogénica rosa".

4. AGREGAR el contenido completo de BactoBeads™ transformado con viales de
plasmidos de color purpura o rosa al frasco apropiado. Agitar suavemente para
MEZCLAR, asegurandose de que las perlas se disuelvan completamente. CUBRIR con
papel de aluminio para evitar la contaminacion.

5. INCUBAR los frascos durante la noche a 37°C en una incubadora con agitacién.

NOTA: Si no tiene una incubadora con agitador, recomendamos mantener el cultivo
en agitacion a temperatura ambiente.

6. ALICUOTAR 25 ml del cultivo de semillas en tubos coénicos de 50 ml para cada
grupo de estudiantes.

PREPARACION PARA LA PRODUCCION DE PROTEINAS CROMOGENICAS EN EL
FERMENTOR

1. PREPARAR cualquier equipo opcional que vaya a ser utilizado para airear los
fermentadores. Esto incluye bombas de aire, platos de agitacién e incubadoras con
agitacién.

2. PREPARAR el espectrofotdmetro, las cubetas y el papel de pH para la clase.

5. AGREGAR 0.6 ml de agua estéril al tubo de IPTG (Componente E). Mezclar por
inversion.

6. ALICUOTAR 110 pl de IPTG en un tubo de microcentrifuga con tapa a presion para
cada grupo. Almacenar las alicuotas a -20°C hasta que sea necesario.

Preparaciones Pre-Laboratorio del Médulo II
PREPARACION PARA LA SEPARACION DE PROTEINAS

1. ALICUOTAR 2.5 ml de tampdn de extraccion de proteinas (componente F) en un
tubo cénico de 15 ml para cada grupo.

2. PREPARAR una centrifuga, un congelador y un agitador vortex.
3. PREPARAR un bafio de agua a 37°C.



Preparaciones Pre-Laboratorio del Médulo III

PURIFICACION DE PROTEINAS POR CROMATOGRAFIA DE COLUMNA

Empaquetar la columna durante el Médulo III deberia llevar a los estudiantes entre 15
y 30 minutos. Para ahorrar tiempo, los alumnos pueden preparar columnas con un dia
de antelacion durante los pasos de incubacion del Médulo II o como una actividad
separada. Las columnas empaquetadas deben taparse y almacenarse con de tampoén
de lavado 1x a 4°C hasta que sea necesario.

IMPORTANTE: iNo dejar que la matriz se seque!
1. ETIQUETAR cinco vasos o frascos como "Tampédn de lavado" (Wash Buffer).

2. DILUIR el tampdn de lavado concentrado (Componente G) agregando 10 ml de
tampdn a 90 ml de agua destilada para obtener una solucion 1x.

3. ALICUOTAR 5 ml de tampdn de lavado para cada uno de los vasos de precipitados o
frascos. Guardar el tampon restante para preparar la matriz de intercambio idnico.

4. ETIQUETAR cinco tubos de microcentrifuga con tapa a presion de 2 ml como
“Tampon Elucion” (Elution Buffer).

5. ALICUOTAR 2 ml de tampdn de elucién (Componente H) en cada uno de los tubos
de microcentrifuga.

PREPARACION DE LA MATRIZ DE INTERCAMBIO IONICO (SLURRY)

1. VERTER todo el contenido de la Matriz de Intercambio de Iones Seca (Componente
I) a un vaso de precipitados de 100 ml.

2. AGREGAR 30 ml del tampdén de lavado 1x al vaso que contiene la matriz de
intercambio idnico. Remover ocasionalmente durante 15 minutos. Usar una cuchara o
espatula para separar cualquier grumo duro.

3. ETIQUETAR cinco tubos cénicos de 15 ml como “Matriz de intercambio i6nico”.

4, VERTER 5 ml de la matriz en cada tubo, mezclando antes de verter cada alicuota.
Preparaciones Pre-Laboratorio - Médulo IV

BUFFER DE ELECTROFORESIS SDS

El tampdn Tris-Glycine-SDS se suministra como un concentrado 10x y debe diluirse
antes de su uso. Para diluir, agregar 1 parte de tampoén concentrado a 9 partes de
agua destilada. Consultar las instrucciones del fabricante para conocer el volumen de
tampon necesario para su unidad de electroforesis.

1. AGREGAR 160 pul de agua destilada o desionizada al tubo de Marcadores de
proteinas estandar (Componente J]) y permitir que la muestra se hidrate durante
varios minutos. Agitar en vortex o hacer girar el tubo vigorosamente para mezclar.

2. ALICUOTAR 25 ul de marcadores de proteinas estandar resuspendidos en tubos de
microcentrifuga con tapa de presion de 1.5 ml para cada grupo. Las alicuotas se
pueden mantener a temperatura ambiente para su uso inmediato o congeladas hasta
que se necesiten. ETIQUETAR los tubos como “Marcador estandar”.

3. ALICUOTAR 25 pl de glicerol 50% (Componente K) en tubos de microcentrifuga con
tapa de presion de 1.5 ml para cada grupo. ETIQUETAR los tubos como “Glicerol
50%".

4. ALICUOTAR 25 pl de solucion desnaturalizante de proteinas (Componente L) en
tubos de microcentrifuga con tapa de presion de 1.5 ml para cada grupo. ETIQUETAR
los tubos como “Solucién desnaturalizante”.

5. PREPARAR un bafio de agua a 99°C para la clase.
NOTA: varios grupos pueden compartir un solo gel de SDS-PAGE.



PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE TINCION Y DECOLORANTE

1. MEZCLAR 180 ml de metanol, 140 ml de agua destilada y 40 ml de acido acético
glacial. Almacenar a temperatura ambiente hasta que se necesite.

NOTA: La solucién almacenada se puede usar para tefiir y decolorar los geles SDS-
PAGE con Protein InstaStain®.

4.5 Material gque debe recibir cada grupo
Cada grupo de practicas debe recibir los siguientes componentes antes de iniciar el

procedimiento experimental:

Moédulo I
Para el Modulo I, cada grupo debe recibir:
¢ 1 frasco Erlenmeyer (500 ml)
¢ 4 pipetas de transferencia estériles
¢ 4 tubos de centrifuga (15 ml)
e 1 tubo de IPTG
Médulo II
Para el Médulo II, cada grupo debe recibir:
e 6 tubos de microcentrifuga con tapa a presién (2 ml)
¢ 4 pipetas de transferencia
e 1 tubo de tampdn de extraccion de proteinas
Moédulo III

Para el Modulo III, cada grupo debe recibir:
¢ 1 contenedor de residuos
¢ 4 tubos de microcentrifuga con tapa a presién
¢ 2 pipetas de transferencia
e 1 columna de cromatografia
e Soporte con anillo
¢ Abrazaderas de columna
e Tampon de lavado
e Mezcla de matriz de intercambio idnico
e Tampon de elucién
Médulo IV
Para el Modulo 1V, cada grupo debe recibir:

e 4 tubos de microcentrifuga con tapa de rosca

1 tubo de marcadores de proteinas estandar

1 tubo de solucion de carga en gel de practica
1 tubo de glicerol 50%

1 tubo de solucién desnaturalizante de proteinas
SDS-PAGE gel

e Solucion de tincién de gel



e Tarjeta Protein InstaStain®

4.6 Evitar los errores mas comunes
1. Los estudiantes han de tener mucho cuidado al transvasar soluciones.

2. Usar solo pipetas limpias y correctamente marcadas y evitar la contaminacion
cruzada.

5. PRACTICA

iATENCION! IMPORTANTE

Este experimento contiene antibidéticos que se utilizan para mantener los
cultivos libres de contaminaciéon. Los estudiantes que tienen alergias a los
antibiéticos, incluido AMPICILINA, no deben participar en este experimento.

Médulo I: Produccién de proteinas cromogénicas en el fermentador.

1. ADD 2. ADD 3, RECORD 4, OBSERVE
25 ml \' 100 pl \V 0D s00 and pH. the color of the culture
overight IPTG and RECORD
seed 5 SWIRL solution. % SWIRL
culture. ? ?
G . TRANSFER 6. LABEL 7. INCUBATE B. REPEAT
10 ml culture. tube. @37° C with aeration. step 3-7 for
additional time points
and incubate.

At

1. INOCULAR el medio en su frasco al agregar 25 ml del cultivo de semilla durante la
noche. AGITAR, mediante un movimiento circular, para mezclar.

2. ANADIR 100 ul de solucién de IPTG al frasco. AGITAR, mediante un movimiento
circular, para mezclar.

STORE @sC.

3. Usando el espectrofotometro y el papel de pH, REGISTRAR la densidad 6ptica inicial
a 600 nm (DOgqp) Y el valor de pH en la Tabla 1.



Tiempo medicién DO (A600) pH Color

Tabla 1: Seguimiento de la fermentacién de proteinas cromogénicas.

NOTA: En un cultivo tipico, los valores aproximados son DOgqg inicial 0.2 y el pH 7.0.

4. OBSERVAR el color del cultivo. REGISTRAR las observaciones de DOgo vy pH a lo
largo del tiempo en la Tabla 1.

5. Usando una pipeta de transferencia estéril, TRANSFERIR 10 ml del cultivo en un
tubo de centrifuga de 15 ml.

6. ETIQUETAR el tubo con el nombre o nimero del grupo y la hora en que se tombé la
muestra. ALMACENAR el tubo a 4°C para su posterior analisis.

7. INCUBAR el cultivo a 37°C con aireacién (por ejemplo: barra de agitacién, agitador,
bomba de aire).

8. REPETIR los pasos 3 a 7 para obtener puntos de tiempo adicionales.
Recomendamos recoger mediciones y muestras adicionales a las 2 horas, 4 horas y 24
horas después de la inoculacion.

NOTA: Para el andlisis del crecimiento celular, usar medio de crecimiento LB+AMP
sobrante como blanco para las mediciones de absorbancia del DOgy. Una vez que se
hayan registrado las mediciones, la muestra debe ser descartada de forma segura.

Mddulo II: Separacion de Proteinas
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1. TOMAR las muestras de cultivo recogidas en el Mddulo I y ETIQUETAR un tubo de
microcentrifuga con tapa a presiéon de 2 ml por cada punto de tiempo.

2. TRANSFERIR 2 ml de cada muestra a los tubos apropiados y CENTRIFICAR durante
2 minutos a la velocidad maxima.

3. Cuidadosamente DECANTAR y desechar el sobrenadante y guardar el sedimento.
4. AGREGAR 2 ml de muestra adicional a cada tubo.

5. REPETIR los pasos 2-4 hasta que se haya centrifugado la muestra completa de 10
ml de cada punto de tiempo.

6. OBSERVAR cada tubo y seleccionar el tubo que contenga el pellet de color mas
intenso y vivo. Este punto de tiempo debe contener la mayor concentracion de su
proteina cromogénica.

7. AGREGAR 0,5 ml de tampdn de extraccién de proteinas al tubo elegido en el paso
6.

8. PIPETEAR hacia arriba y hacia abajo o agitar con agitador vértex el tubo para
asegurarse de que el pellet esté completamente resuspendido.

9. COLOCAR el tubo de microcentrifuga que contiene las células en el congelador a
-20°C durante 15 minutos o hasta que se congele. COLOCAR el tubo de lado para
asegurar una congelacion rapida.

10. Una vez que las células estén completamente congeladas, DESCONGELAR las
células colocando el tubo en un bafio de agua a 37°C.

11. AGITAR con voértex vigorosamente las muestras durante 30 segundos.

12. REPETIR los pasos 9 a 11 dos veces mas para lisar completamente las células.

13. CENTRIFUGAR el tubo en una microcentrifuga durante 10 minutos a la velocidad
maxima.

NOTA: Después de la centrifugacién, el sobrenadante debe contener la proteina. Si el
sobrenadante no es de color brillante, repita los pasos 9-13 para congelar,
descongelar y centrifugar hasta que el sobrenadante adquiera un color brillante con la
proteina cromogénica. Es posible que permanezca algo de color en el pellet.

14. TRANSFERIR 250 pl de sobrenadante en dos tubos limpios y ETIQUETAR cada uno
como "Extracto de proteina" y la identificacion del grupo al que correspondan.

15. GUARDAR el extracto en el congelador para la purificacién en el Médulo III y el
Médulo 1V.



Moédulo III: Purificacion de proteinas mediante cromatografia en columna.
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EMPAQUETAR Y EQUILIBRAR LA COLUMNA.

1. MONTAR la columna de cromatografia verticalmente en un soporte con anilla.
Asegurar que la columna esté recta. COLOCAR un vaso de precipitados vacio debajo
de la columna para recoger el tampdn de lavado.

2. MEZCLAR la suspensién de la matriz de intercambio i6nico removiendo o agitando
suavemente.

3. PIPETEAR 5 ml de la mezcla y verter con cuidado en el interior de la columna
dejandola correr por las paredes internas de la columna.

NOTA: Si el flujo se detiene en una bolsa de aire, deje de verter la suspension y
golpear firmemente las paredes de la columna hasta que se elimine el aire y la
suspension continue fluyendo hacia abajo por el lateral de la columna.

4. QUITAR la tapa de la parte inferior de la columna y permitir que la matriz se
empaque en la columna.

5. AGREGAR 3 ml de tampodn de lavado a la columna y dejar que el tampodn se drene
hasta justo por encima de la matriz. iNo permitir que la columna se seque!

6. Volver a COLOCAR la tapa inferior y asegurarse que no gotee la columna (podria
provocar que la matriz se secara).

@Punto de parada opcional



La columna preparada se puede almacenar a 4°C hasta que sea necesario. Asegurese
de que la tapa esté apretada y selle cuidadosamente la parte superior para evitar que
la matriz se seque.
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COLECCIONAR LAS FRACCIONES DE PROTEINA DE LA COLUMNA
1. ETIQUETAR cuatro tubos de microcentrifuga con tapa de cierre a presion del 1 al 4.
2. MARCAR cada tubo con un marcador permanente el nivel de volumen de 0,5 ml.

3. MEZCLAR 0.25 ml de la proteina aislada en el Mdédulo II con un volumen igual de
tampodn de lavado.

4, CARGAR la columna lentamente con 0,5 ml de extracto de proteina. Retirar la tapa
para PERMITIR que el extracto entre por completo en la columna.

5. AGREGAR 1 ml de tampon de lavado para eliminar la proteina que esta en el flujo.

6. RECOLECTAR 0.5 ml de flujo a través del tubo #1 y guardarlo en hielo. Repita con
el tubo #2.

7. A continuaciéon ELUIR la columna con 2 ml de tampon de elucién. Cuando la banda
de proteina de color casi alcance la parte inferior de la columna (cerca de la frita),
comenzar a recoger las fracciones en los tubos de microcentrifuga.

8. RECOLECTAR 0.5 ml de elucién de proteinas en el tubo #3 y almacenar en hielo.
Repetir con el tubo #4.

9. GUARDAR las fracciones a 4°C para su posterior analisis.



Moédulo IV - Electroforesis en gel SDS-PAGE
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PREPARACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA PRECAST PARA
ELECTROFORESIS

NOTA: Aunque los geles de poliacrilamida y las camaras de proteinas prefabricados
variaran ligeramente en el disefo, el procedimiento para su uso sera similar.

1. ABRIR la bolsa que contiene el cartucho de gel. Retirar el cassette y colécarlo en su
banco con la placa frontal mas corta hacia arriba.

2. Muchos geles tienen una etiqueta o cinta adhesiva en la parte inferior de la placa
frontal. RETIRAR la cinta para exponer la parte inferior del gel.

3. Retirar con cuidado el peine tirando suavemente hacia arriba. Tirar del peine hacia
arriba para evitar dafios en los pocillos del gel.

4. INSERTAR el gel en la camara de electroforesis. Orientar el gel de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

5. VERTER el tampdn de electroforesis diluido en la cdmara. El tampon debe cubrir la
parte superior de la placa frontal, mas corta.

6. ENJUAGAR cada pocillo introduciendo tampdn de electroforesis en los pocillos con
una pipeta de transferencia. Ahora el gel esta listo para practicar la carga del gel o la
carga de muestras.



1. MEASURE 20u. 2. PLACE pipettp 3. DELIVER 4, rINSE

under buffer. the solution. wells.

PRACTICAR LA CARGA DEL GEL

1. Usando una punta de micropipeta fina, PIPETEAR 20 ul de solucion de practica de
carga de gel.

2. COLOCAR la punta de la pipeta debajo del tampdn y directamente sobre el pocillo
de la muestra, descansando suavemente contra la placa posterior del cartucho de gel.

3. DESCARGAR la muestra lentamente presionando el émbolo y luego retirar la pipeta.
Continuar practicando con pozos adicionales hasta que los alumnos se sientan
comodos cargando las muestras de proteinas.

4. ENJUAGAR la solucion de carga de gel de practica de los pocillos de la muestra
antes de cargar las muestras de proteinas obtenidos en los Mdédulos anteriores.
Usando una pipeta de transferencia, DESCARGAR suavemente tampdén de
electroforesis en los pocillos para desplazar la solucién de la practica.

1. RETRIEVE UDU 2. LABEL 3. TRANSFER T 4. TRANSFER T
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PREPARACION DE MUESTRAS PARA LA ELECTROFORESIS EN GEL DE SDS-
PAGE

1. RECUPERAR el lisado de proteinas guardado a 4°C del Mddulo II, asi como las
fracciones de elucion de proteinas del Modulo III. IDENTIFICAR el tubo de elucién de
proteinas con el color mas brillante y vivo, esta muestra se utilizara para el analisis de
proteinas.

2. ETIQUETAR cuatro tubos limpios de microcentrifuga con tapén de rosca como "LN",
|ILD|I, IIENII y "ED".



3. TRANSFERIR 40 pl de lisado de proteina a los tubos "LN" y "LD".
4, TRANSFERIR 40 pl de elucién de proteinas a los tubos "EN" y "ED".

5. AGREGAR 10 ul de glicerol 50% a los tubos "LN" y "EN", luego MEZCLAR cada tubo
y reservar. Estas serdn sus muestras de proteinas nativas.

6. AGREGAR 10 pl de solucién desnaturalizante de proteinas a los tubos "LD" y "ED",
luego MEZCLAR cada tubo y reservar. Estas seran tus muestras de proteinas
desnaturalizadas.

7. INCUBAR los tubos "LD" y "ED" en un bafio de agua a 99°C durante 5 minutos.
NOTA: Desnaturalizar las proteinas puede eliminar su color.

8. Proceder inmediatamente a cargar el gel.

Muestra Etiqueta Solucion Glicerol Solucién
tubo proteina 50% desnaturalizada
LN 40 pl 10 pl -
Proteina lisada
LD 40 ul - 10 pl
EN 40 pl 10 l .
Proteina Eluida
ED 40 ul -- 10 pl

Tabla 2: Resumen de la preparacion de la muestra de proteina

9. measwre0p 10, PLACE pipettp  11. DISPENSE . REPEAT
Standard Protein Marker. under buffer. the sample. steps 10-12
with native and
denatured protein
samples.
13. eLAce 14. CONNECT leads 1S SET 16. TURN OFF
safety cover. to power supply. voltage power supply and
and perform REMOVE lid.
electrophoresis.
[. = =" ]

“ %



Guia de tiempos y voltajes
Tabla B _
Tiempos recomendados
Voltios Minimo Optimo
100 80 min. 95 min.
125 60 min. 75 min.
150 50 min. 60 min.

9. Con una punta de pipeta nueva, PIPETEAR 20 ul del Marcador de Proteinas
Estandar.

10. COLOAR la punta de la pipeta debajo del tampén y directamente sobre el pocillo
de la muestra, descansando suavemente contra la placa posterior del cartucho de gel.

11. DESCARGAR lentamente la muestra presionando el émbolo.

12. REPITIR los pasos 10-11 con las muestras de proteinas nativas y desnaturalizadas,
cambiando la punta entre cada nueva muestra. Ver Tabla 3.

Ejemplo de gel para grupo del color Rosa

Linea 1 | 20 ul de marcador de proteinas estandar

Linea 2 | 20 pl de lisado rosa nativa

Linea 3 20 ul de lisado rosa desnaturalizado

Linea 4 | 20 pl de eluido rosa nativa

Linea 5 20 pl de eluido rosa desnaturalizado

Ejemplo de gel para grupo del color Purpura

Linea 1 | 20 pul de marcador de proteinas estandar

Linea 2 | 20 pl de lisado purpura nativa

Linea 3 20 ul de lisado purpura desnaturalizado

Linea 4 | 20 ul de eluido purpura nativa

Linea 5 20 ul de eluido purpura desnaturalizado

Tabla 3: Carga de gel

13. Una vez que se hayan cargado todas las muestras, COLOCAR la cubierta con
cuidado sobre los terminales del electrodo.

14. CONECTAR los cables eléctricos a la fuente de alimentacion.

15. AJUSTAR el voltaje de la fuente de alimentacion y REALIZAR la electroforesis
(consulte la Tabla B para conocer las pautas de tiempo y voltaje). Permitir que las
proteinas se separen en el gel durante el tiempo recomendado, o hasta que el tinte de
rastreo llegue al fondo del gel.

16. APAGAR la fuente de alimentacion y retirar con cuidado la tapa. El gel ahora se
puede retirar de la camara y analizar.



NOTA: Aunque las proteinas nativas a menudo son visibles inmediatamente después
de concluir la electroforesis, las proteinas desnaturalizadas a menudo son invisibles en
el gel. Para visualizar las proteinas, es necesario utilizar las tarjetas Protein
InstaStain® (consulte el apartado TINCION DE GELES CON PROTEIN INSTASTAIN®).

3. POUR D 4. NUDGE
100 ml ),/' gel off back
fixative ’)’),)- plate.
solution. ()2

5. FLOAT Protein InstaStain®  ©. COVER tray with 7. AGITATE 13 hours 8. OBSERVE

sheet in the liquid for 30 min. saran wrap. or overnight. gel results.
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TINCION DE GELES CON PROTEIN INSTASTAIN®

1. Para retirar el gel del cassette, coloque el cassette y separe con cuidado la placa
frontal colocando una moneda o una espatula en la ranura del borde superior, cerca
de los pocillos de muestra. GIRAR para separar las dos placas del cassette.

2. Levantar suavemente la placa frontal para alejarla de la placa posterior mas
grande. El gel debe permanecer en la placa posterior. Si el gel se pega parcialmente a
la placa frontal, dejarlo caer sobre la placa posterior.

3. VERTER aproximadamente 100 ml de solucién fijadora en una bandeja pequeiia.

4. TRANSFERIR la placa posterior de la cassette (con el gel) a la bandeja que contiene
la solucion fijadora. Mojar los dedos enguantados con solucidn fijadora y extraiga
suavemente el gel de la placa posterior y retire la placa, dejando el gel sumergido en
la solucidn fijadora.

5. Dejar suavemente una hoja de Protein InstaStain® FLOTANDO con el lado de la
mancha (azul) orientado hacia el liquido. Retirar la tarjeta Protein InstaStain®
después de 30 minutos.

6. CUBRIR la bandeja de tincion con envoltura de saran para evitar la evaporacion.

7. AGITAR suavemente en una plataforma oscilante durante 1 a 3 horas o durante la
noche.

8. Después de la tincién, OBSERVAR los resultados del gel. Las bandas de proteinas
apareceran de azul medio a oscuro sobre un fondo claro* y estaran listas para obtener
excelentes resultados fotograficos.

*Normalmente no es necesario destefiir, pero se puede llevar a cabo si el fondo del
gel es demasiado oscuro. Los geles pueden ser destefiidos con varios cambios de
solucion de decolorante fresca hasta que mejore la apariencia y el contraste de las
bandas de proteinas con el fondo.

NOTA: Los geles de poliacrilamida son muy finos y fragiles. Tener cuidado en el
manejo para evitar rasgar el gel.



NOTA: Preparacion de la solucién fijadora y decolorante para cada gel:

Para 100 mi
Metanol 50 ml
Acido acético glacial | 10 ml
Agua destilada 40 ml

Almacenar el gel

Una vez que se logra un resultado satisfactorio, el gel se puede almacenar en agua
destilada. Para un almacenamiento permanente, el gel se puede secar entre dos hojas
de envoltorio plastico estiradas en un bastidor. Seque el gel al aire durante varios dias
hasta que el gel sea fino como el papel. Cortar envoltorio plastico "extra" que rodea el
gel seco. Colocar el gel seco durante la noche entre dos libros pesados para evitar que
se doble. Pegarlo en la libreta de laboratorio.

6. RESULTADOS Y PREGUNTAS DE LA PRACTICA

6.1 Resultados

A continuacion se presentan los resultados del experimento de fermentaciéon de
proteinas cromogénicas purpuras y rosadas cultivadas a 37°C con agitacion. Sus
resultados pueden variar en funcion de varios factores, incluida la duraciéon de la
incubacion, la temperatura y la precision del pipeteo.

Mddulo I: Producciéon de proteinas cromogénicas en el fermentador.
Frasco #1 - Proteina Cromogénica Purpura

Tiempo | DO (Asoo) | PH Color
10:00 AM 0,184 7,0 Marrén claro
12:00 PM 0,788 7,0 Marrén claro
02:00 PM 1,381 7,0 | Marrén oscuro
10:00 AM 2,423 8,0 Purpura

Frasco #2 - Proteina Cromogénica Rosa

Tiempo | DO (Asoo) | PH Color
10:00 AM 0,164 7,0 Marrén claro
12:00 PM 0,889 7,0 Marron claro
02:00 PM 1,487 7,0 Marron claro
10:00 AM 2,571 8,0 Rosa




Cultivo de proteinas rosa y purpura después de 24 horas

Linea temporal de la fermentacion de la proteina purpura

Modulo II: Separacion de Proteinas

Imagen representativa de extractos de proteinas de color rosa y purpura.



Moédulo III: Purificacion de proteinas mediante cromatografia en columna.

Imagen representativa de la elucidn de la proteina purpura.
Moédulo IV - Electroforesis en gel SDS-PAGE

Ejemplo de gel para grupo del color Rosa

Linea 1 20 pl de marcador de proteinas estandar

Linea 2 | 20 pl de lisado rosa original

Linea 3 20 pl de lisado rosa desnaturalizado

Linea 4 | 20 pl de eluido rosa original

Linea 5 | 20 pl de eluido rosa desnaturalizado

Ejemplo de gel para grupo del color Purpura

Linea 1 | 20 pl de marcador de proteinas estandar

Linea 2 | 20 pl de lisado purpura original

Linea 3 20 ul de lisado purpura desnaturalizado

Linea 4 20 ul de eluido purpura original

Linea 5 20 ul de eluido purpura desnaturalizado

Resultados esperados para el gel de SDS-PAGE tefiido con Protein Instastain®



6.2 Preguntas
Responder a las siguientes preguntas en la libreta de practicas:

1. Comparar y contrastar los tres tipos de fermentacion. éQué tipo de fermentacién se
realizé en este experimento?

2. ¢En qué paso del experimento las células comienzan a producir la proteina
cromogénica? éPor qué?

3. éPor qué podria cambiar el pH del medio de crecimiento durante la fermentacion?

4, ¢(Cuadles son los productos de fermentacidn mas comunes disponibles en el
mercado?

5. éQué tipo de producto son las proteinas cromogénicas? ¢Son intra o extracelulares?

6. Los estudios previos de bioprocesamiento implica optimizar las condiciones de
crecimiento microbiano para producir la maxima cantidad de producto. Como
ingeniero de bioprocesos, ha decidido cambiar la temperatura y la concentracién de
IPTG de su proceso de fermentacion para aumentar el rendimiento de la proteina.
Usted realizd los siguientes experimentos y recopild los siguientes datos. éQué
condiciones utilizarias?
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