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Resumen

El desarrollo e innovacion de técnicas que permitan
un estudio cada vez mas detallado de las proteinas,
diverge en dos direcciones, hacia el conocimiento
basico para conocer su papel en diferentes procesos
celulares, y en otro sentido sus aplicaciones en las
areas de la Dbiomedicina, biotecnologia y
nanotecnologia. Las técnicas de purificacion de
proteinas juegan un papel fundamental en estas
investigaciones, tomando como base el
conocimiento de las propiedades de estas
biomoléculas para determinar el protocolo de
purificacion. Un protocolo para purificar una
proteina se inicia seleccionando la muestra biologica,
el método y la condicion para lisar las células con la
finalidad de exponer a las proteinas, inevitablemente
obteniendo una mezcla de estas junto con todos los
componentes de la célula, biomoléculas, metabolitos
y fragmentos de estructuras celulares. A partir de este
momento, es imperante mantener a la proteina de
interés en condiciones Optimas que le permitan
preservar su funcién y estructura. La gama de
métodos para la purificacion de proteinas la podemos
enlistar con base a estas propiedades; los métodos
mas comunes estan basados en: purificacion por peso
molecular (cromatografia de filtracion en gel), por
carga (cromatografia de intercambio idnico), por
hidrofobicidad (precipitacion por sales o solventes,
cromatografia de interaccion hidrofobica o fase
reversa), por afinidad a un ligando (cromatografia de
afinidad). La validacion de cada técnica en un
protocolo de purificacion se basa en el uso de algunas

Abstract

The development and innovation of techniques that
allow an increasingly detailed study of proteins
diverge in two directions, towards the basic
knowledge to know their role in different cellular
processes. In another sense, its application in the
areas of biomedicine, bio- and nanotechnology.
Protein purification techniques play a fundamental
role in these areas, the basis being the prior
knowledge of these biomolecules to determine the
purification protocol. A protocol to purify a protein
starts from choosing the biological sample, the
method and its condition to lyse the cells to expose
the proteins, and inevitably together with all the
components of the cell, biomolecules, metabolites
and fragments of cellular structures. From this
moment on, it is imperative to keep the protein of
interest in optimal conditions to preserve its function
and structure. The methods for protein purification
can be listed based on protein properties: by
molecular weight (gel filtration chromatography), by
charge  (ion-exchange  chromatography) by
hydrophobicity (precipitation by salts or solvents,
hydrophobic interaction chromatography or reverse-
phase) by affinity to a ligand (chromatography
affinity). Polyacrylamide gel electrophoresis and
protein quantification methods go in each
purification step to analyze the protein purity and
yield. Finally, the conditions to preserve the pure
protein must be defined, again, considering its
biochemical properties. The success of a protein
purification consists of prior knowledge of the
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de las variantes de la electroforesis en gel de
poliacrilamida y cuantificacion de proteinas. El éxito
de una purificacion de proteinas consiste en la
paciencia, orden, y conocimiento previo de la
proteina de interés, del fundamento de cada técnica,
analisis detallado de cada paso, y sobre todo
persistencia.

Palabras claves: proteinas, cromatografia,
electroforesis, extracto.

protein of interest, the foundation of technique,
detailed analysis of each step, principally,
persistence and patience.

Keywords: proteins, chromatography,
electrophoresis, extract.

Introduccion

El auge de la aplicacion de moléculas
polipeptidicas (péptidos y proteinas) en diferentes
arecas de la ciencia, ha marcado el rumbo de la
innovacion de técnicas para la purificacion de estas
biomoléculas. El conjunto de técnicas para purificar
moléculas polipeptidicas se ha convertido en un
campo de estudio amplio. Contar con una proteina
pura permite, de manera directa y especifica, la
caracterizacion de su funcion, estructura, estabilidad,
la interaccion con otras biomoléculas, con la finalidad
de comprender los procesos moleculares y celulares.
Asimismo, se explora la posibilidad de su aplicacion
en la biotecnologia, biomedicina, nanobiotecnologia,
entre otras areas.

Las biomoléculas polipeptidicas, péptidos y
proteinas, son cadenas formadas por aminoacidos, los
cuales contienen dos grupos funcionales. En uno de
los extremos se localiza un grupo amino (‘NHz) y en
el otro extremo un grupo carboxilo (COOH), ademas
de una cadena lateral que determina la caracteristica
fisico- quimica de cada uno de los aminoécidos
existentes en la naturaleza. La union entre los
aminoacidos es mediante un enlace covalente llamado
enlace peptidico, en el que interacciona el grupo
amino de un aminoacido con el grupo carboxilo de
otro aminoacido [1, 2].

La cadena formada por aminoacidos requiere
plegarse, es decir adquirir su conformacion nativa, con
la finalidad de generar una estructura y funcién
determinada [2]. Las propiedades particulares de cada
polipéptido son determinantes en el manejo de las
diversas técnicas para su caracterizacion bioquimica.

Las técnicas para purificar una proteina se
determinan a partir de una o varias de estas
propiedades, como son la carga, el peso molecular, la
hidrofobicidad, la especificidad por algin ligando,
principalmente [3]. Por lo que es fundamental conocer
a profundidad, todas o la mayor parte de estas
propiedades para precisar los pasos a seguir en un

protocolo para purificacion, asi como las condiciones
especificas en cada uno de ellos.

En este trabajo se describiran, de manera general,
las etapas a considerar para establecer un protocolo de
purificacion de proteinas. La manera como se
presentan las técnicas es con base a la secuencia que
se sigue para una purificacion convencional, llegando
a un punto en que cada protocolo puede divergir
dependiendo de las caracteristicas bioquimicas de la
biomolécula de interés, asi como el objetivo de cada
investigacion.

Conocimiento de las caracteristicas bioquimicas de
las moléculas polipeptidicas

Las proteinas son biomoléculas abundantes en los
sistemas vivos, realizan una gran variedad de
funciones esenciales, por lo que se les considera como
protagonistas en gran numero de procesos
bioquimicos para el mantenimiento y funcion de cada
organismo. La purificacion de proteinas permite su
estudio de manera individual, lo que ha permitido
conocer su funcion bioldgica, ademas de que brinda la
oportunidad de su enfoque en aplicaciones
tecnologicas.

El primer paso en el estudio de una proteina se
basa en la investigacion exhaustiva de las propiedades
bioquimica y fisico- quimicas, secuencia de
aminoacidos, carga, peso molecular, hidrofobicidad,
funciodn, incluso qué moléculas y parametros fisico-
quimicos pueden modificar estas propiedades y el
mecanismo por el cual llevan a cabo esta alteracion de
la molécula.

La funcion de la proteina de interés es
determinante durante el proceso de purificacion.
Considerando que la muestra se dividira en fracciones
a lo largo de todo el proceso de purificacion, la
identificacion de la proteina de interés sera mediante
su funcion, o alguna caracteristica que se pueda
monitorear de manera sencilla, rapida, reproducible y
econdémica. El ensayo que se determine para llevar a
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cabo esto, debera estandarizarse antes de iniciar con la
obtencion del extracto.

Partiendo de esta informacion se inicia con el
planteamiento de las técnicas para purificar a la
proteina, e incluso determinar las condiciones en que
se trabajara cada técnica. Sin duda, esta informacion
es fundamental como primer paso en la purificacion
de proteinas, una decision erronea por la falta de
informacion de la proteina de interés puede ser
fatidico, debido a la posibilidad de perder la muestra
biolodgica, tiempo y recursos materiales.

Preparacion de un extracto

La purificacion de una proteina parte de las
caracteristicas del sistema bioldgico donde se sintetice
(produzca), sea una célula eucariota o procariota, asi
como la localizacion de la proteina dentro de la célula,
citoplasma, membrana celular, organelo, periplasma
(espacio existente entre la pared y membrana
plasmatica de las bacterias Gram negativas) [4, 5].

La preparacion de un extracto se inicia al
determinar el amortiguador o solucién quimica con
sales especificas y pH definido, los cuales se
establecen a partir de las propiedades bioquimicas,
funcién de la proteina de interés, y la meta de la
investigacion. El siguiente paso es definir el método
para lisar (romper) a las células que contienen a la
proteina de interés. De manera general se consideran
dos métodos para este paso, métodos mecanicos y
quimicos [6, 7].

Entre los métodos mecanicos se enlistan la
homogenizacion, sonicacion, ciclos de congelado-
descongelado y uso de presiones altas [7, 8]. En los
métodos quimicos siempre se usara un compuesto
quimico para producir la lisis mediante un choque
osmotico, detergentes, disolventes organicos, entre
otros.

El rompimiento de las membranas celulares
permite la interaccion de la proteina de interés con
proteinas de la misma célula que tienen la capacidad
de romper los enlaces peptidicos (enzimas proteasas).
Por lo que es fundamental afiadir en el amortiguador
inhibidores de proteasas, para mantener la integridad
de las proteinas [6, 8].

Lo que se obtiene en este paso es una solucion con
una mezcla de especies quimicas (biomoléculas,
metabolitos, etc.), fragmentos de membranas
celulares, y en algunos casos de pared celular, como
es el caso de las plantas. El siguiente paso es clarificar
el extracto, es decir, si nuestra proteina es soluble en

el amortiguador, los restos celulares se separan
mediante la centrifugacion. La centrifugacion consiste
en someter la muestra a una fuerza centripeta a una
velocidad determinada, con lo que se lograra que las
particulas mas pesadas se concentren al fondo del
contenedor de la mezcla. Finalmente, la muestra se
decanta para separar la parte soluble (donde se
encuentra la proteina de interés) de los fragmentos
celulares (Figura 1). La Tabla 1 describe el
fundamento de algunos métodos para la preparacion
de un extracto, asi como el tipo de célula en el que se
pueden aplicar y algunos aspectos que deben
considerarse [4, 6-8].

Durante el proceso de purificacion de una proteina
se deben considerar dos aspectos importantes:

1. Estandarizar un protocolo que abarque el menor
tiempo posible, por lo que se deben considerar el
menor niumero de pasos que permitan obtener la
mayor cantidad de proteina pura, y sobre todo que
mantenga su funcion y estabilidad.

2. La muestra debe mantenerse siempre a cuatro
grados Celsius. Esto es con la finalidad de reducir
la actividad de las proteasas y procesos quimicos
que desencadenen la ruptura del enlace peptidico,
el cual puede ser resultado no sélo de la accion de
las proteasas.

Cuantificacion de proteinas

Una manera de evaluar el protocolo de
purificacion es conociendo la cantidad de proteina
total de la muestra, desde que se clarifica el extracto
hasta que se obtiene pura (rendimiento expresado en
porcentaje). Los métodos para cuantificar a la proteina
se clasifican en colorimétricos y no colorimétricos.
Ambos métodos se fundamentan en la ley de Beer y
Lambert, la cual se basa en la transmitancia y
absorbancia de la incidencia de un haz de luz a través
de una muestra [9].

Los métodos no colorimétricos se basan en la
deteccion de la proteina al incidir un haz de luz
ultravioleta con una longitud de onda de 210 0 280 nm.
Esto se consigue mediante un equipo que se llama
espectrofotdmetro, observamos la deteccion mediante
una grafica (espectro). Con la longitud de onda de 210
nm se detecta el enlace peptidico, mientras que a una
longitud de onda de 280 nm se detecta el aminoacido
triptéfano presente en la mayor parte de las proteinas
descritas hasta ahora. Este método se recomienda para
proteinas puras, ya que se considera el coeficiente de
extincion molar (es un pardmetro especifico para cada
proteina) para obtener la cantidad de proteina [10—13].
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Figura 1. Obtencion de un extracto proteico. El primer paso (1) consiste en elegir la muestra biologica de partida, esta puede ser células
en suspension (cultivo) o tejido total. Después (2) se requiere seleccionar la solucion amortiguadora adecuada para realizar la ruptura del
tejido y la extraccion de la proteina total en su forma soluble sin afectar las caracteristicas estructurales y funcionales de la proteina de
interés. En este paso se recomienda trabajar a 4°C, de forma rapida y en presencia de inhibidores de proteasas para proteger a las proteinas
de la degradacion. Determinar el método que se empleara para lisar la membrana celular (3). Estos métodos pueden ser fisicos como (A)
la homogenizacion manual o mecanizada, (B) la sonicacion o ciclos de congelacion y descongelacion (C), o bien ser quimicos como el uso
de detergentes como el Tritéon X-100 (D) o la lisis por choque osmético, por ejemplo, los eritrocitos al diluir su medio con agua y hacer
mas hipotonica la solucién en la que se encuentran hasta generar que se hinchen y revienten (E). Se puede emplear mas de un paso de
extraccion y la combinacion de métodos quimicos y fisicos. El aclaramiento (4) consiste en separar fragmentos celulares de las proteinas
solubles mediante centrifugacion. Finalmente se cuantifica la cantidad de proteina en el extracto usando un espectrofotometro (5). El
extracto es la muestra (6) de la que se parte para aplicar una o varias técnicas de purificacién de proteinas. Figura realizada en
BioRender.com
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Tabla 1. Métodos fisicos y quimicos para la obtencion del extracto proteico.

5 Tipo de .
Método Fundamento p Comentarios
muestra
Meétodos Fisicos
En la sonicacion se aplica energia sonora (ultrasonido) . .
. . . . P . Es ideal para obtener proteinas
mediante una sonda vibratoria sumergida en el liquido donde Células . [ .
-y . , . citoplasmaticas. Es importante
s ex se encuentra la suspension celular. Este tipo de energia eucariontes y . .
Sonicacién g . . P . mantener la muestra en hielo para evitar
mecanica agita las particulas en el liquido generando la procariontes
h i P que el calor generado durante el
ruptura de las membranas celulares y la liberacion del  en suspension . .
. . procedimiento desnaturalice las
contenido celular al medio. . . .
proteinas de interés.
La homogenizacion puede ser realizada empleando distintos
instrumentos como una licuadora o un politron que emplean .. .
. S un p 4 P Tejidos de El proceso es muy sensible y se debe
navajas, perlas de vidrio y un agitador, prensa francesa, . . <
o . RN . plantas, tener cuidado para evitar dafiar los
Homogenizacion  homogeneizador de vidrio tipo Potter-Elvehjem. En todos .
. - . hongos o componentes sub-celulares que se esta
los casos se busca triturar el tejido y/o someterlo a presiones . .
. . . animales tratando de aislar.
altas con la finalidad de romper las células mecanicamente.
Involucra el congelamiento de las células en un baio de hielo
seco/etanol o en un congelador siguiendo el
Ciclos de descongelamiento del material a temperatura ambiente o a Extractos Se requieren de multiple ciclos para que
congelado y 37°C. La formacion de los cristales de hielo generan la celulares la lisis se lleve a cabo de manera
descongelado ruptura de la membrana celular haciéndola mas permeable y acuosos eficiente.
potenciando la liberacion de su contenido.
Meétodos Quimicos
En este método las células son expuestas a una solucion B} .
Choque S . . . Es uno de los métodos mas suaves para
P hipotonica lo que genera que las células se hinchen y se Eritrocitos .. .
osmético . o . generar la lisis celular junto con los
rompan. Se puede aplicar una agitacion mecanica suave para .
. ciclos de congelado y descongelado.
favorecer la lisis.
Los detergentes rompen la barrera lipidica de las membranas Células Los detergentes no ionicos y bipolares,
solubilizando las proteinas e interrumpiendo la interaccion animales como los de la serie Triton-X, son mas
Detergentes lipido-lipido, lipido-proteina y proteina-proteina. Los bacterianasyen suaves y menos desnaturalizantes, por
detergentes, al igual que los lipidos, se asocian entre ellos y e lo cual, son cominmente empleados
. . o suspension
se unen a superficies hidrofobicas. Se componen de una para estos fines.
cabeza polar hidrofilica y una cola no polar hidrofobica.
Algunas células poseen, a parte de la membrana plasmatica, Levaduras, .
P X Para plantas pueden ser utilizada la
R una pared celular rigida que confiere a las células forma, plantas y .
Enzimaticos . . P . celulasa, para hongos quitinasas y en
proteccion y rigidez. Estas paredes pueden ser digeridas con bacterias en Lo
. b L bacterias lisozima.
enzimas especificas. suspension

Referencias [3,6 y 7]

Los métodos colorimétricos se basan en el uso de
un colorante, el cual interacciona quimicamente y de
manera especifica e irreversible con algunos
aminoacidos presentes en las proteinas. La intensidad
del color determina la cantidad de proteina, es decir,
si la mezcla de la muestra tiene un color claro denota
una cantidad pequefia de proteinas, mientras que un
color intenso refiere la presencia de una alta
concentracion de proteina en la muestra.

Los métodos colorimétricos mas comunes son los
ensayos de Bradford, Lowry y 4cido bicinconinico
(BCA) [10-12]. Cada método se convierte en un
analisis cuantitativo al medir la intensidad de color
mediante la absorbancia de luz visible a una longitud
de onda determinada. Siempre en este tipo de técnicas

se debe construir una grafica conocida como “Curva
de calibracion”, en la que se grafican concentraciones
determinadas de albiimina sérica de bovino (BSA) y
su respectiva absorbancia. A partir de un volumen
definido de la muestra problema se extrapolaran sus
valores de absorbancia para determinar su
concentracion de proteina, otra alternativa es mediante
la ecuacién de la grafica (recta). Los métodos
colorimétricos se ensayan con un volumen
determinado de la muestra, de tal manera que no se
expone el extracto al colorante. Los métodos
colorimétricos se recomiendan para muestras con una
proteina pura y con muestras de varias proteinas.

Al elegir el método para cuantificar la cantidad de
proteina, se debe considerar la sensibilidad,
reproducibilidad 'y costo del método. La
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compatibilidad de cada método con la muestra
depende de las condiciones (amortiguador, pH y
pureza) en las que se encuentra la proteina de interés,
composicion de aminoacidos y otros componentes de
la muestra que puedan interferir con cada método.

Electroforesis en gel

Para tener una idea de la complejidad del extracto,
es decir, conocer aproximadamente la cantidad de
proteinas que estan presentes en la muestra, asi como
el tipo de proteinas con base en su peso molecular y
carga, las proteinas que conforman el extracto se
pueden analizar mediante la técnica de electroforesis
en gel. Esta técnica se basa en el movimiento de las
proteinas en respuesta a un campo eléctrico a través de
una matriz porosa (tamiz) o gel de poliacrilamida,
dando como resultado la separacion de las proteinas
[14, 15]. La electroforesis en gel de poliacrilamida es
una técnica de separacion ampliamente empleada
debido a que es facil de realizar, es sencilla, con alto
poder de resolucion, y bajo costo.

Existen variantes de esta técnica, elegir una de
ellas dependera de la caracteristica bioquimica de la
proteina con la que se basara su analisis. Esto es, si se
analiza la muestra por el peso molecular de las
proteinas o por carga, o ambas. El anadlisis de las
proteinas con base en su peso molecular se realiza

mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes.
En la electroforesis en condiciones

desnaturalizantes, las proteinas se ponen en contacto
con un detergente cationico que despliega estas
cadenas y les confiere carga negativa a todas las
proteinas de la muestra, por lo que las proteinas
migraran hacia la misma direccion, hacia el polo
positivo. El gel funciona como un tamiz, con poros
microscopicos de tamafio definido, a través de los
cuales las proteinas de mayor tamafio permaneceran
en la parte superior del gel, mientras que las de menor
tamafio migraran en la parte inferior de la matriz, y las
de tamafio intermedio se distribuirdn en la mayor parte
del gel. De esta manera, la separacion de las proteinas
dependera de su tamaio.

En el caso de la electroforesis en condiciones
nativas, es decir, en ausencia de agentes quimicos que
alteren la funcion y plegamiento de la proteina, se
mantendra su conformacion y funcion. La migracion
de las moléculas a través de la matriz se rige por la
carga natural de la proteina.

El isoelectroenfoque es otra técnica de
electroforesis en gel en la cual las proteinas se
distribuyen en un gel de poliacrilamida conteniendo

un gradiente de pH, cada proteina migra hacia la
region con carga eléctrica opuesta [15].

La deteccion de proteinas en la matriz de
poliacrilamida se logra mediante colorantes que se
unen de manera especifica a las proteinas, entre los
que se encuentran son el azul de Coomassie G250, la
plata y reactivos fluorescentes como Deep PurpleTM
y SYPRO Ruby. Las proteinas se observan en el gel
como lineas (bandas) de diferente intensidad,
determinada por la cantidad de proteina total en cada
banda, teniendo en cuenta que cuando la proteina aun
no esta pura, en cada banda podemos encontrar desde
una hasta decenas de diferentes proteinas [10, 14, 15].

Cuando se combina el andlisis de la muestra
considerando tanto el peso molecular como la carga,
se aplica la electroforesis en dos dimensiones (2D), la
cual consiste en la separacion de las proteinas de una
muestra mediante su peso molecular, y posteriormente
esas proteinas inmersas en el gel se incorporan en una
matriz de poliacrilamida con gradiente de pH,
entonces la misma muestra se analiza considerando
dos propiedades de las proteinas, peso molecular y
carga [15, 16].

La electroforesis en gel se puede acoplar a otra
técnica conocida como Western blot, en la cual un gel
de poliacrilamida que contiene proteinas se pone en
contacto con una membrana (difluoruro de
polivinilideno o nitrocelulosa). Las proteinas del gel
se transfieren del gel a la membrana a través de un
campo eléctrico. A diferencia de los geles de
poliacrilamida, para visualizar la presencia de
proteinas en la membrana, no se usan colorantes, sino
anticuerpos [17, 18].

Mediante electroforesis de gel, en especifico en
condiciones desnaturalizantes, se monitorea cada paso
durante el proceso de purificacion de proteinas, en el
paso final de purificacion, si la proteina esta pura, s6lo
se detectara una banda tnica. La cual se recomienda
analizar esa misma muestra mediante una
electroforesis en gel que se base ahora en la carga de
la proteina (isoelectroenfoque o gel nativo), para tener
la certeza de la pureza de la proteina.

Estandarizacion del protocolo de purificacién

A partir de este paso, durante la estandarizacion
del protocolo de purificacion de proteinas, se elegira
una técnica a partir de una de las caracteristicas
bioquimicas de la molécula de interés.
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Fraccionamiento del extracto por precipitacion

La solubilidad de una proteina depende de los
residuos de aminodacidos ionizados, regiones polares e
hidrofobicas que estan en contacto con el solvente
(agua), generando una capa de moléculas de agua
(capa de solvatacion). Cuando la interaccion de la
proteina con la capa de solvatacion se interrumpe por
un aumento en la entropia del sistema, entonces la
proteina se precipita, esto se logra con solventes, sales
o cambios en el pH. Altas concentraciones de sales se
usan de manera comUn para precipitar proteinas, los
iones compiten con las proteinas por las moléculas de
agua en la capa de solvatacion, hasta que la proteina
pierde la interaccion con la capa de solvatacion. A este
fenomeno se le llama en inglés “saltig out”, cuando la
proteina es soluble en presencia de bajas
concentraciones de sales, se denota “salting in”’[3, 19].

La precipitacion de proteinas con alta
concentracion de sal (Serie de Hofmeister) es una
alternativa recurrente en la purificacion de proteinas
cuando se trata de extractos muy complejos (gran
numero de proteinas), o cuando se manejan volumenes
grandes de la muestra, incluso se convierte en una
alternativa para clarificar extractos. Una gran ventaja
de precipitar proteinas con altas concentraciones de
sales, en comparacion con solventes o cambios del pH,
se mantiene la estructura y funcion de las proteinas.

Las proteinas precipitadas se recuperan por
centrifugacion (precipitado y sobrenadante), se
solubilizan y dializan con un amortiguador
determinado. Las proteinas que no se precipitaron
(sobrenadante) se recuperan adicionando una
concentracion mayor de sal. Para conseguir una
separacion adecuada y reproducible la incorporacion
del agente precipitante debe ser gradualmente. La
temperatura, pH y la carga de las proteinas son
factores determinantes en la precipitacion. En el caso
de la precipitacion con sales, existen tablas o
servidores en internet que permiten determinar la
cantidad de sales que se requieren para precipitar
proteinas [20, 21]. La validacion de este método es por
geles de acrilamida en condiciones desnaturalizantes,
asi como la identificacion de la proteina de interés (por
funcion, peso molecular, inmunodeteccion, etc.)

Cromatografia

Es una técnica que se basa en la separacion de
moléculas a través de su distribucion entre dos fases,
estacionaria y moévil. Las propiedades de cada
molécula determinaran su tiempo de permanencia (se
retenga) en la fase estacionaria (tiempo de retencion).
La fase estacionaria (polimero) es empaquetada dentro

de un cilindro, y en la parte superior se coloca la
muestra. Las moléculas se desplazan a través de la fase
estacionaria mediante el bombeo de la fase movil
(amortiguador) con un flujo a velocidad controlada.
Para detectar las proteinas que salen de la columna, la
fase movil pasara por un detector UV (280 nm),
generando una sefial hacia un software, que finalmente
se representara como una grafica (cromatograma),
donde los picos o montaifias representan la presencia
de proteinas, y los valles la usencia de éstas.

En una muestra con un gran nimero de proteinas,
su cromatograma se representara con varios picos; si
el pico de la proteina de interés se mezcla con otros
picos, entonces se deben considerar las diferentes
alternativas que tiene cada técnica para mejorar la
resolucion (cuando dos picos estan bien definidos, dos
montafias y un valle) (Figura 2). Al final de cada
proceso de cromatografia, la fase estacionaria debe
tener un proceso de mantenimiento (limpieza,
regeneracion si es necesaria, almacenamiento).

Por peso molecular

Las técnicas de separacion por peso molecular se
comenzaron a utilizar en la década de los sesenta del
siglo XX, al tratar de separar compuestos de una
planta. Investigadores de esa época descubrieron que
el dextran, como fase estacionaria, tenia propiedades
para separar moléculas por tamafio (peso molecular),
dando lugar a la cromatografia de exclusion molecular
o filtracion en gel [22].

El principio de la cromatografia de exclusion
molecular consiste en que una mezcla de moléculas de
diferentes tamafios se hace pasar a través de la fase
estacionaria, produciendo una separacion con base al
tamafio de las moléculas, las de menor tamafio
penetran en el interior de las esferas (polimero o gel)
que componen la fase estacionaria, deben pasar por
toda la columna para salir o eluir de la fase
estacionaria, recorriendo el volumen total de la
columna (Vt). Mientras que las moléculas de mayor
tamafio al de los poros del polimero, s6lo rodean a éste
recorriendo unicamente el volumen vacio (Vo), siendo
las primeras en salir de la columna. Las moléculas de
tamafio intermedio difunden con mayor o menor
facilidad en el interior del polimero en funcién de su
tamafio (volumen de elucion, Ve), y salen de la
columna fraccionadamente en voliimenes
comprendidos entre el Vty el Vo (3, 25, 26) (Figura
2B).

Los factores que influyen en la resolucion
mediante cromatografia de exclusion molecular son:
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a) Longitud de la columna. A mayor longitud de la
columna mejor separacion.

b) Flujo. Laresolucion de la separacion disminuye al
aumentar el flujo de la fase movil.

c) Volumen de la muestra a separar. Las mejores
separaciones se obtienen con un volumen de
muestra entre 2 % y 5 % del volumen total de la
columna.

d) Empaquetamiento de la columna. La resina debe
empaquetarse de manera homogénea a lo largo de
toda la columna para obtener picos bien definidos.
Esta caracteristica va de la mano con la
composicion del polimero de la columna.

e) Viscosidad de la muestra. Debe ser muy similar a
la viscosidad de la fase movil.

f) Seleccion de la resina. La eficiencia de la
resina depende del tamafio de su particula,
una mejor resolucion se obtiene con
particulas pequefias, sin embargo, esto
incrementa la presion de trabajo al usar un
sistema automatizado.

g) Interacciones inespecificas de la muestra
con la columna. Las proteinas pueden
interaccionar con la muestra mediante
interacciones io6nicas o hidrofobicas, lo que
puede alterar la elucion de las proteinas. Esto
se evita aumentando la fuerza i6nica de la
fase movil mediante pH o alguna sal.

La distribucion de la muestra en la fase
estacionaria (o particion) esta relacionada con la
accesibilidad de los poros de la resina y el tamafio de
las proteinas. Estos dos parametros se relacionan con
el coeficiente de distribucion (Kd), que se calcula a
partir de la siguiente ecuacion:

Kd = (Ve - VO)/Vi = (Ve — VO)/(Vt — V0)

donde Ve es el volumen de elucion de la muestra
(volumen de la fase movil que pasa a través de la
columna, desde que se inyecta la muestra hasta el
punto maximo del pico), VO refiere al volumen muerto
(volumen de la fase movil que pasa a través de la
columna desde que se inyecta la muestra, hasta que
comienza a salir el primer pico), Vt es el volumen total
(volumen de toda la columna), Vi volumen interno del
poro (el correspondiente al volumen total que ocupa el
interior de las esferas de la resina) [3, 4, 25, 26].

Para elegir una resina se debe enfocar en su
capacidad de resolucion con base a la curva de

calibracion de la columna. En la cual se representa una
relacion lineal del Kd (de diversas moléculas de
tamafio conocido) con el logaritmo del peso molecular
(Mr) de proteinas de tamafio conocido.

La cromatografia de exclusion molecular tiene
varias aplicaciones: separacion de grupos de
moléculas por tamafio, cambio de amortiguador,
eliminaciéon de moléculas pequeiias de la muestra
(como sales o marcas radioactivas), determinacion del
peso molecular de una proteina.

Por carga

La cromatografia de intercambio idnico es la
técnica que separa a las proteinas en funciéon de su
carga (Figura 2C). La carga de la cada proteina varia
por su composicion de aminoacidos cargad,
distribucion y densidad de carga de la molécula, y el
ambiente quimico en el que se encuentran. Los grupos
ionizables de los residuos de aminoacidos modifican
su carga de manera gradual como el pH del ambiente
cambia, si esto lo observamos en una curva de
titulacion, la proteina alcanzara un pH en el cual su
carga neta es igual a cero, a lo que se le conoce como
punto isoeléctrico (pl), lo que significa que la proteina
no interacciona con las cargas del medio y por lo tanto
se precipita. Si el pH del medio en el que se encuentra
la proteina esta por arriba de su pl, la proteina adquiere
carga negativa; de manera contraria, si el pH del
medio es menor a su pl, la proteina adquiere carga
positiva [1, 2].

La fase estacionaria en la cromatografia de
intercambio i6nico puede ser anidnica o cationica, y
se unirdn moléculas de carga opuesta. La manera de
separar y eluir a las proteinas de la fase estacionaria se
basa en modificar la fuerza idnica de la fase movil, por
cambios graduales de pH o concentraciones de un
intercambiador i6nico (por lo general es una sal).

Los pasos para seguir una cromatografia de
intercambio i6nico son:

- Equilibrar la columna con un amortiguador
determinado, considerando el efecto del pH del
amortiguador en las cargas de la fase estacionaria
y las proteinas de la fase movil.

- Aplicacion de la muestra y lavado, en este paso
las moléculas que no se unen a la columna (es
decir, que tienen la misma carga que la columna)
saldran de la columna pasando algunos volumenes
de la fase movil.
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- Elucién, las proteinas que se unieron a la
columna de manera diferencial se desplazaran-
mediante un gradiente de fuerza idnica, al
aumentar la  fuerza idnica, para eluir
completamente cualquier proteina unida y también
para regenerar las cargas [3, 4, 27].

En esta técnica las proteinas son adsorbidas en
polimeros de poliestireno usando divinil benceno

como entrecruzador, al cual se une un grupo funcional
como dietilaminoetil (DEAE), carboximetil (CM),
sulfopropil (SP), amonio cuaternario (Q), entre otros.
La longitud del grupo funcional se relaciona
directamente con la resolucion de la técnica, a mayor
longitud del grupo funcional mejor es la resolucion
[27].

- _————

Figura 2. Purificacion de proteinas por cromatografia. A) Esquema general de cromatografia. En la parte superior e inferior se muestra
la composicion de la muestra inicial y final, respectivamente, corroborada mediante una electroforesis de un gel desnaturalizante de
poliacrilamida. En color amarillo se encuentra la muestra (fase movil) y en azul la fase estacionaria. B) Cromatografia de exclusion
molecular. C) Cromatografia de intercambio iénico. D) Cromatografia de afinidad. E) Cromatografia de interaccion hidrofobica. F)
Cromatografia de fase reversa. En la parte inferior de las distintas técnicas cromatograficas se encuentra un cromatograma, en el eje de las
abscisas se grafica el tiempo, volumen o numero de fraccion obtenida. En rojo se muestra el gradiente de elucion empleado. Figura realizada

en BioRender.com

Por afinidad

La capacidad de las proteinas de interaccionar de
manera reversible, estable y especifica con otras
moléculas que funcionan como ligando (anticuerpos,
proteinas, carbohidratos, metales, entre otras),
determina el fundamento de la cromatografia por
afinidad (Figura 2D). En esta técnica una proteina del
extracto se une a un ligando inmovilizado en la
columna. Al pasar algunos volimenes de la fase movil
(lavado), las moléculas que no se unieron a la columna
se disociaran y recuperarda al modificar el

amortiguador (cambiando fuerza idnica, polaridad o
pH, con una molécula que compita con el ligando de
la columna) [3, 23, 28].

Para obtener aumentar la resolucion en la
cromatografia por afinidad es importante considerar
que la composicion de la columna consista de un
polimero (dextran, celulosa, poliacrilamida, silica, o
mezcla de ellas) de gran area para favorecer la
interaccion con el ligando, que sea hidrofilica o neutra,
para evitar la interaccion no especifica entre las
proteinas y la fase estacionaria, con grupos
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funcionales que favorezcan la union quimica del
ligando, que sea fisicamente estable [3, 23].

En cuanto al ligando, este debe ser compatible con
los reactivos que se apliquen para su union con la fase
estacionaria, al menos con un grupo funcional (amino,
carboxilo, aldehido, tiol, hidroxilo). Lo recomendable
es usar ligandos largos para aumentar la resolucion de
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la cromatografia. Las condiciones para el proceso de
cromatografia no deben alterar la inmovilizacion del
ligando ni sus propiedades de interaccion con la
proteina. Es fundamental almacenar la resina para
cromatografia de afinidad a 4°C, con la finalidad de
mantener estable la inmovilizacion del ligando [3, 4,
23].

Tabla 2. Generalidades y consideraciones de las técnicas cromatograficas.

En la superficie de las proteinas se pueden detectar
regiones que repelen moléculas de agua (regiones
hidrofobicas). Esta propiedad de las proteinas se
aprovecha en las cromatografias de interaccion
hidrofobica y en fase reversa (Figura 2E y 2F). En la
cromatografia de interaccion hidrofobica, las
proteinas se unen a la fase estacionaria en un ambiente
que favorezca el efecto “salting out”, es decir, donde

Comp tes Propiedad Exclusié lecul Afinidad Intercambio ionico Interaccién hidrofébica Fase reversa
Caracteristica Pes lecular de las Interaccion especifica . PSR PSR
. st €80 motecuiar $ miferaceion espectil Carga superficial Hidrofobicidad Hidrofobicidad
fisicoquimica proteinas con un ligando
6vi Interaccién con Interaccién inespecifica Reversibles,
Fase mévil . controlada adicionando PO Electrostatica Hidrofobica Hidrofobica
matriz electrostaticas
sales
. . Solucion clarificada, filtrada, desgasificada, 4 °C en las condiciones de pH y fuerza idnica de acuerdo con la proteina de interés. Uso de
Consideraciones Coa
inhibidores de proteasas durante la ruptura celular.
. Dextranos, agarosa, Dextranos, agarosa, Silica, metacrilato, Lo . Apolar: silanol, éter,
Matriz celulosa, silica, Agarosa, poliestireno, silica R
sephadex, sephacryl Lo agarosa octadecil
poliacrilamida
Sulf il, metil .
Fase Estable y compatible ! :15;25113;(;“6 ' N-alquilo o
estaci ia Ligando/Grupo No es necesario y p Lo Butilo, octilo, fenilo, eter hidrocarbonos
con la proteina dietilaminoetil, P
o . f aromaticos,
dietilaminopropil
Consideraciones Mantener la resina siempre hidratada y con un empaquetamiento homogéneo. Almacén en etanol 20 %, 4 ° C
- . Volumen de la muestra Unién especifica. Baja fuerza ionica, no P
Condiciones iniciales - o Alta fuerza ionica, volumen de -
limitado (< 10 % del Volumen de la muestra hay volumen D Fase movil es polar
de la muestra s o muestra no limitante
volumen total) no limitante limitante de muestra
Muestra al final, alta Muestra con alta
- L. . - . - concentracion de
Condiciones finales [ Elucion especifica, fuerza ionica, o Baja fuerza ionica, muestra
Muestra diluida . solventes no polares u
de la muestra muestra concentrada cambio de pH, concentrada P
. organicos, concentrada y
muestra concentrada . L
baja fuerza idnica
Desprendimiento en
Proceso Flujo depende de la fase Ligando competitivo, .r'el:dcmn a fuerza Solventes no polares,
. g S - B ionica de menor a Lo . - .
Elucion movil y del movimiento pH, fuerza ionica, L Disminucién de salinidad organicos, acetonitrilo o
b . . mayor, concentracion .
rowniano polaridad . metanol
de sal, flujo,
temperatura , pH,
Tamaiio y uniformidad Alta resolucion, Alta resolucion,
de particulas, altura y capacidad desde 5y capacidad y Buena resolucion, capacidad y
Resolucion empaque de la columna,  hasta 250 mg por mL de  velocidad, en general velocidad, en general en Alta resolucion
velocidad de flujo y resina, en general en procesos de mas procesos de mas de un paso
concentracion de muestra  procesos de un solo paso de un paso
Consideraciones Flujo de acuerdo con las especificaciones de la resina, en general 1 mL min™.
No se trata de resinas . .
o se ¢ resinas No se trata de resinas Riesgo de
particularmente . . o
. . . e particularmente especificas. Se desnaturalizacion de la
. L No existen ligandos para  especificas. Se debe . X o o
Desventajas Dilucion de la muestra ) P . fpnen requieren parches hidrofobicos muestra. Utilizada
todas las proteinas considerar la dialisis X L
superficiales capaces de principalmente para
para remover el . - . o
interaccionar con la resina. péptidos
exceso de sales
Referencias [3,4,23,24]
Por hidrofobicidad las proteinas no estan en contacto con el solvente (ver

precipitacion de proteinas). Mientras que en la fase
reversa el ambiente hidrofébico lo favorece la fase
movil, es decir, el solvente.

La resolucion de dichas cromatografias se rige,
primeramente, por la composicion de grupos
funcionales unidos al polimero de la columna [29, 30].
La cromatografia de interaccion hidrofobica utiliza
grupos tales como: fenilo, octilo y butilo; para las
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columnas de fase reversa el soporte es a base de silica
que varia en el numero de carbonos (de 8 a 18). En
ambas técnicas, entre mayor es el tamafio del grupo
funcional, mejor es la retencion de las proteinas y por
tanto la resolucion de la cromatografia. Las proteinas
se adsorben a la fase estacionaria en un ambiente
hidrofébico, con alta concentracion de sal (hasta 2 M).

Una ventaja de la interaccion hidrofobica es
mantener a las proteinas en su conformacion y nativas,
en la fase reversa las proteinas se desnaturalizan. Sin
embargo, la resolucion de la fase reversa es mayor, en
particular para péptidos, los cuales no presentan
regiones hidrofobicas de tamafio considerable para
unirse a una columna de interaccion hidrofobica. La
elucion de las proteinas o péptidos, en ambas técnicas,
es la reduccion del ambiente hidrofobico de manera
gradual [3, 4, 31].

Los pasos de ambas cromatografias consisten en:
equilibrar la columna, adicionar la muestra, lavar con
el amortiguador con el que se equilibré la columna,
eluir las proteinas reduciendo de manera gradual el
ambiente hidrofobico y regenerar la columna.

Conclusion

En las ultimas tres décadas, el impacto de la
generacion del conocimiento cientifico ha sido de
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han surgido como enzimas de gran interés en la
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biosensores.
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