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Resumen

La Agencia Europea de Sustancias Quimicas, como parte del Parlamento Europeo y del Consejo,
estableci6 el Reglamento de Registro, Evaluacién, Autorizacion y Restriccion de Productos
Quimicos (REACH), para garantizar un alto nivel de proteccién de la salud humana y el medio
ambiente. El detergente Tritobn X-100 se incluyé en la lista de sustancias candidatas
extremadamente preocupantes debido a las propiedades de alteracion endocrina del producto de
degradacion. En este trabajo se estudio la influencia del empleo de los detergentes Ecosurf™ EH-
9, Ecosurf™ SA-9 y Tergitol™ 15-S-9 como sustitutos del Triton X-100 en la purificacion de los
cuerpos de inclusién en el proceso de purificacion de una proteina modelo basada en la capside
del virus del dengue. Para ello se realizé un disefio de experimentos multifactorial categérico
evaluando los tensoactivos en dos estrategias de purificacién de los cuerpos de inclusién con las
variables de respuesta pureza y recobrado del precipitado de lavado y pureza del sobrenadante de
solubilizacién. Los resultados indican que es posible sustituir Triton X-100 por Ecosurf EH-9™,
obteniendo ademés resultados positivos en cuanto al recobrado de la etapa, con valores
superiores 1,12 veces a los obtenidos con el empleo de Tritdn X-100 sin afectar la pureza de la
proteina solubilizada.

Palabras Claves: Triton X-100, detergentes sustitutos, purificacion, cuerpos de inclusion.

Abstract

The European Chemicals Agency, as part of the European Parliament and Council, established the
Registration, Evaluation, Authorization, and Restriction of Chemicals (REACH) Regulation to ensure
a high level of protection for human health and the environment. The detergent Triton X-100 was
included in the list of substances of very high concern due to the endocrine-disrupting properties of
its degradation product. This study examines the influence of using Ecosurf™ EH-9, Ecosurf™ SA-
9, and Tergitol™ 15-S-9 as substitutes for Triton X-100 in the purification of inclusion bodies during
the purification process of a model protein based on the dengue virus capsid. A categorical
multifactorial experimental design was carried out, evaluating the surfactants in two purification
strategies for inclusion bodies, using purity and recovery of the wash precipitate and purity of the
solubilization supernatant as response variables. The results indicate that Ecosurf™ EH-9 can
replace Triton X-100, also yielding positive results in terms of recovery, with values 1.12 times
higher than those obtained with Triton X-100, without affecting the purity of the solubilized protein.

Key Words: Triton X-100, substitute detergents, purification, inclusion bodies.
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Introduccién

La Agencia Europea de Sustancias Quimicas,
como parte del Parlamento Europeo y del
Consejo, estableci6 el Reglamento de
Registro, Evaluacion, Autorizacion y
Restriccién de Productos Quimicos (REACH),
Reglamento (CE) n° 1907/20061, para
garantizar un alto nivel de proteccion de la
salud humana y el medio ambiente. Tritén X-
100 se incluy6 en la lista de sustancias
candidatas extremadamente preocupantes
segun el marco reglamentario, el 19 de
diciembre de 2012 (McNamara L, 2022) y
desde el 4 de enero de 2021 se prohibié su
uso en la Uni6bn Europea con algunas
excepciones (Marques et al., 2024). Tritébn X-
100 es un tensioactivo no idnico
(https://echa.europa.eu/candidate-list-table/-
[dislist/details/0b0236e18db570) ampliamente
utilizado como parte del proceso de produccion
de proteinas terapeuticas (Yadav et al., 2024),
sin embargo, estudios ecoldgicos recientes
han indicado que sus productos de
descomposicién pueden comportarse
potencialmente como disruptores endocrinos
en organismos acuaticos (Conley et al., 2017).
Hoy en dia, la mayoria de las empresas
farmacéuticas que  desarrollan  nuevos
productos y procesos evitan Su UuSO
(McNamara L, 2022) y, en cambio, buscan
alternativas ecolégicas (Feroz et al., 2022). Se
han realizados estudios empleando
detergentes ecolégicos en procesos de
separacion de fases (7), lisis celular (Marques
et al., 2024) e inactivacién viral (Conley et al.,
2017; Feroz et al., 2022; Yadav et al., 2024).
El siguiente trabajo tiene como objetivo
analizar la influencia del empleo de los
detergentes Ecosurf EH-9™, Ecosurf SA-9™ y
Tergitol 15-S-9™ como sustitutos de Tritén X-
100 en la purificacibn de los cuerpos de
inclusion (Cl) del proceso de purificacion de
una proteina modelo basada en la cépside del
virus del dengue. Estos son tensioactivos no
ibnicos, compuestos de alcoholes, y son una
alternativa mas sostenible porque son
biodegradables, no téxicos y no
bioacumulativos. Ademas, tienen propiedades
tensioactivas similares a las de Triton X-100, lo
gue los convierte en sustitutos practicos
(https://www.itwreagents.com/iberia/es/product/
ecosurf-eh-9-alternativa-al-triton-x-100-/A9778;
https://www.itwreagents.com/iberia/es/product/
ecosurf-sa-9-alternativa-al-triton-x-100-/A9779;
https://www.itwreagents.com/iberia/es/product/t
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/A9780).

Materiales y Métodos

Material biolégico

La proteina de interés fue expresada en
células de E. coli y producida en un
biorreactor de tanque agitado de volumen
total 50 L (Sartorius, Alemania) en modo
discontinuo. Se emple6 una de las
cosechas obtenidas, la que presentd una
viabilidad celular de 9,55 * 10° superior al
criterio de aceptacion (> 109, una
estabilidad plasmidica de 95 % por encima
del criterio de aceptacion (> 85 %) y una
expresion de 11 %; por lo que se consider6
el proceso de fermentacion como estable y
consistente. La fermentacién se centrifugé
a 10 000 rpm, durante 30 min a 4°C, luego
se almacen6é a -20°C para su posterior
procesamiento.

Metodologia para el disefio experimental

Se parti6 de 10 g de la biomasa
proveniente de la etapa de fermentacion
que se homogeneizaron en NaCl 150
mmol/L, tris (tris(hidroximetil)Jaminometano)
20 mmol/L, EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) 1 mmol/L, pH 8 a
razon de 100 g/L con el empleo de un
homogenizador de cuchillas verticales (IKA,
Alemania). Posteriormente se realizaron
tres ciclos de ruptura celular con empleo de
un homogenizador de alta presion tipo
prensa francesa (Ohtake works, Japén)
manteniendo una presion entre 60 y 80
MPa, incubando en hielo 10 minutos luego
de cada ciclo. El material roto se centrifugé
a 10 000 rpm durante 30 min, 20°C, el
sobrenadante se deseché y el precipitado
se vovid a resuspender en NaCl 150
mmol/L, tris 20 mmol/L, EDTA 1 mmol/L,
pH 8 a razén de 100 g/L y se alicuoté 3 mL
en viales. Los viales se centrifugaron a 10
000 rpm durante 30 min, 20°C y se
desech6é el sobrenadante, el precipitado
constituy6 el material de partida de los
experimentos.

Con el empleo de STATGRAFICS
Centurion XVI Version 16.1.11 se realiz6 un
disefio de experimentos multifactorial
categérico  estudiando los  factores
experimentales tensoactivo: Tritdbn X-100
(Merck KGaA, Alemania), Ecosurf EH-9™,
Tergitol 15-S-9™, Ecosurf ~ SA-9™
(neoFroxx, Alemania) y estrategia de
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purificacion de los CI; se realizaron dos
réplicas para un total de 24 corridas. La
metodologia consisti6 en resuspender el
precipitado de ruptura a razén de 100 g/L en el
tampén de lavado 1 (Estrategia A: urea 2
mol/L, NaCl 200 mmol/L, tris 20 mmol/L y
tensoactivo 1 %, pH 8; Estrategia B: Na2HPO4
100 mmol/L, tensoactivo 2 %, pH 11,2). Los
viales se incubaron 1 h con agitacién lenta a
4°C, posteriormente se centrifugaron a las
condiciones antes mencionadas, se tomaron
muestras, el sobrenadante se desechd y el
precipitado se resuspendi6 en tampén de
lavado 2 (Estrategia A: urea 2 mol/L, NaCl 200
mmol/L, tris 20 mmol/L, pH 8; Estrategia B: tris
20 mmol/L, NaCl 150 mmol/L, pH 8), para
eliminar el exceso de detergente y a
continuacion se centrifug6. Para lograr la
solubilizacién de los Cl se homogenizé el
precipitado en urea 8 mol/L, tris 20 mmol/L,
NaCl 250 mmol/L, Tween 20 1 %, pH 8,
incubando durante 16 h con agitacion lenta a
4°C. Luego de la centrifugacion la proteina de
interés se encuentra en el sobrenadante. Las
muestras tomadas en cada una de las corridas
experimentales  fueron  analizadas  por
Microcoomassie y Electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Las variables analizadas fueron pureza del
precipitado de lavado y sobrenadante de
solubilizacién. Se emple6 el software ImageJ y
el recobrado de lavado que se determin6 a
partir de la ecuacion 1.

m(PL)
m(PR)

Recobrado (%) =

Donde:

m(PL): masa en miligramos de proteina de
interés en el precipitado de lavado

m(PR): masa en miligramos de proteina de
interés en el precipitado de ruptura celular

La masa de proteina de interés se determin6 a
partir de la ecuacion 2.

%100 1)

BioTecnologia, Afio 2025, Vol. 29 No.1

masa (mg) =c (%) * Pureza(%) (2)

Resultados

Los ClI son agregados altamente
especificos y estan compuestos
fundamentalmente por la  proteina
recombinante de interés, por lo que su
aislamiento y purificacion, previo a la
solubilizacion, contribuye significativamente
al incremento del grado de pureza de la
proteina (Palmer y Wingfield, 2024). Los ClI
recuperados de lisados celulares estan
altamente contaminados con componentes
de la pared celular y la membrana externa
de E. coli; estos se eliminan en gran
medida por extraccion selectiva con
detergentes y bajas concentraciones de
urea (Falero-Morejon et al., 2015). También
hay reportes de que los Cl pueden
solubilizarse con métodos mas suaves
como el uso de pH alcalinos (Brito-Molina
et al.,, 2015). La concentracién de urea y
detergente en el tampon de lavado puede
variar. Se reporta que la concentracion de
urea suele estar entre 1 y 4 mollL y la
concentracién habitual de detergente esta
entre el 0,5 % y el 5 % (Falero-Morej6n et
al., 2015).

En la estrategia de lavado A se empled una
concentracién de urea de 2 mol/lL y de
detergente de 1 %, mientras que en la
estrategia B se opté por una concentracion
de detergente de 2 % y el empleo de pH
basico para favorecer la solubilizacién de
proteinas contaminantes.

En la figura 1 se muestra una electroforesis
correspondiente a los pasos de lavado y
solubilizacién de una de las réplicas del
disefio experimental.

31



v - W— e o
e B = e == S
66,0 KDa s 1= "-? T = = 66,0 kDa | Exteaa B =
450kDa wee & 3 L & = 45,0 kDa ¥ ¥
3 — : -— - | rp—— 8- - - .-
200KDA e 0w W 29,0kDa\‘ =i =L_=8 =
143kDa 14,3 kDa |
=
6,5kDa 6,5 kDa |
1 2 3 4 7 8 9 10 1 10 11 12 I1I3 14 15 16 17
- - - e— G W TRTTER GPTWR TR W
66,0 kDa 66,0 kDA o -8 ¥ e | &
45,0 kDa 45,0 kDa : -
29,0 kDa - o --. B
290 kDa o na aa P
143kDa . 143kDa 3
65kDa 6,5 kDa
—
1 2 10 1 11 12 13 16 17 18

14 15
(V)

Figura 1. Electroforesis SDS-Page en poliacrilamida al 15 % en condiciones reductoras de una de las réplicas del disefio
experimental. () Lavado segln estrategia A. (ll) Solubilizacion de los ClI a partir de la estrategia A. (Ill) Lavado con
estrategia B. (IV) Solubilizacién de los Cl a partir de la estrategia B. En la figura: 1- patron de masa molar, 2- precipitado de
lavado 1 Triton X-100, 3- sobrenadante de lavado 1 Tritdn X-100, 4- precipitado de lavado 1 Ecosurf EH-9™, 5-
sobrenadante de lavado 1 Ecosurf EH-9™, 6- precipitado de lavado 1 Tergitol 15-S-9™, 7- sobrenadante de lavado 1
Tergitol 15-S-9 ™, 8- precipitado de lavado 1 Ecosurf SA-9 ™, 9- sobrenadante de lavado 1 Ecosurf SA-9 ™, 10- Control
positivo de la proteina de interés, 11- precipitado de solubilizacion a partir del lavado con Triton X-100, 12- sobrenadante de
solubilizacion a partir del lavado con Triton X-100, 13- precipitado de solubilizacién a partir del lavado con Ecosurf EH-9 ™,
14- sobrenadante de solubilizacién a partir del lavado con Ecosurf EH-9 ™, 15- precipitado de solubilizacién a partir del
lavado con Tergitol 15-S-9™, 16- sobrenadante de solubilizacién a partir del lavado con Tergitol 15-S-9™, 17- precipitado
de solubilizacién a partir del lavado con Ecosurf SA-9™, 18- sobrenadante de solubilizacion a partir del lavado con Ecosurf

3 4 5 6
= (1)

SA-9™,

La proteina se encuentra insoluble formando
Cl, por lo que el objetivo es que se encuentre
en el precipitado de lavado hasta el paso de
solubilizacién o extraccion de los mismos. En
los carriles 3, 7 y 9 (Fig. 1A), que constituyen
las fracciones solubles de los lavados con los
detergentes Triton X-100, Tergitol 15-S-9™ y
Ecosurf SA-9™ con la estrategia A
respectivamente, se observa una banda que
migra a la misma altura que la proteina de
interés evidencidndose una pérdida de la
misma en las fracciones solubles, no
mostrandose este comportamiento al realizar
el lavado empleando Ecosurf EH-9™. Sin
embargo, al emplear la estrategia B de
purificacion de los Cl (Fig. 1B) se observa la
presencia de una banda a la misma altura que
la proteina de interés en todas las fracciones
solubles, comportamiento presente en todas
las réplicas.

A partir del disefio de experimentos se obtiene
para las variables de respuesta analizadas el
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diagrama de interacciones entre la
estrategia de purificacibn de los Cl y
tensoactivo empleado.

Como se muestra en la figura 2A la media
de los mayores valores de pureza del
precipitado de lavado se obtienen al
emplear Ecosurf EH-9 ™ en la estrategia
uno y Tritén X-100 en la estrategia dos, con
una pureza media de 36,6 % y 37,6 %
respectivamente. Por otra parte los valores
de recobrado de la proteina de interés en el
precipitado de lavado y pureza en el
sobrenadante de solubilizacion con ambas
estrategias describen una curva similar
(Fig. 2B y 2C), obteniéndose el mayor
recobrado del precipitado de lavado al
emplear Ecosurf EH-9 ™ en la estrategia A
(75,7 %) y una media de la pureza de la
solubilizaciéon de los Cl aproximada de 56
% al emplear Triton X-100 y Ecosurf EH-9
™ indistintamente con la estrategia dos.
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Figura 2. Gréficos de interacciones para las variables de respuesta analizadas. En la figura (A) Pureza del precipitado del
lavado 1, (B) Recobrado del precipitado del lavado 1, (C) Pureza del sobrenadante de solubilizacion. 1- Triton X-100, 2-

Ecosurf EH-9™, 3- Tergitol 15-S-9™, 4- Ecosurf SA-9 ™,

Por otra parte al realizar una comparacién de
las medias obtenidas con el empleo de cada
tensoactivo para las variables de respuestas
analizadas (Fig. 3), se observan mayores
porcentajes de pureza del precipitado de
lavado con el empleo de Tritén X-100 con una
media de 36,3 + 0,68 %, mientras que el mayor
recobrado se obtiene con el empleo de Ecosurf
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EH-9 ™ con un valor medio de 75,17 + 2,26
%. Al analizar las medias para la variables
respuesta pureza del sobrenadante de
solubilizacién se obtienen valores similares
pues no existe diferencia estadisticamente
significativa (p=0,4876) con el empleo
indistinto de los aditivos.

82

.

74

0

=
s

56

Pureza SE

s

2

Tensoactivo

62 I
58
1 2 3 4
Tensoactivo
3 4

Figura 3. Graficos de medias de los tensoactivos respecto a las variables de respuestas analizadas. En la figura (A) Pureza
del precipitado de lavado 1, (B) Recobrado de la proteina de interés en el lavado 1, (C) Pureza del sobrenadante de

solubilizacioén.
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Los mayores valores de pureza y recobrados
obtenidos en la purificacion de los Cl se
obtuvieron con la estrategia A. Por otra parte,
el estudio de los diferentes detergentes mostro
que el empleo de Triton X-100 favorece la
eliminacion de proteinas contaminantes al
alcanzarse una pureza 1,1 veces mayor que la
alcanzada con Ecosurf EH-9™. Sin embargo,
el mayor recobrado se obtuvo al emplear este
Gltimo siendo 1,12 veces mayor que con Triton
X-100. Mientras, no existi6 una diferencia
estadisticamente significativa en la etapa de
solubilizacién a partir de los lavados con los
diferentes tensoactivos. Por lo cual se puede
inferir que es posible sustituir Ecosurf EH-9™
por Triton X-100 en el lavado de los Cl en el
proceso de purificacion en cuestion. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por
Kiesewetter al lograr resultados similares con
el empleo de Ecosurf EH-9™ y Tritén X-100 en
la eliminacion de lipopolisacaridos (Kiesewetter
et al., 2023).

Conclusiones

El estudio de detergentes homolégos al Triton
X-100 permiti6 obtener como sustituto al
Ecosurf EH-9™ en la purificacion de los Cl de
una proteina modelo basada en la capside del
nacleo del virus del dengue, que ademas de
ser un detergente biodegradable que cumple
con las normas del REACH, permite obtener
un recobrado 1,12 veces superior, sin afectar
la pureza de la proteina solubilizada.
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