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Introduccion

Este trabajo consiste en conocer las técnicas de separacion que utilizan las proteinas, asi

como también los métodos de purificacion que emplean y las distintas formas de usarlos

y que utilidad emplean.




Y como son cuantificables las proteinas y para nos servird saber esta informacion.

Para definir las proteinas son macromoléculas complejas desde los puntos de vista fisicos

y funciona, que desempefian multiples funciones de importancia crucial.

Por ejemplo, una red de proteina interna, el citoesqueleto (cap. 49), mantiene la forma y
la integridad fisica celulares. Filamentos de actina y miosina forman la maquinaria

contractil del musculo.

Las proteinasy Los péptidos se deben purificar antes de analizarlos
La proteina altamente purificada es esencial para el examen detallado de sus propiedades

fisicas y funcionales. Las células contienen miles de proteinas distintas, cada una en
cantidades ampliamente variables. Asi, el aislamiento de una proteina especifica en
cantidades suficientes para analizar sus propiedades plantea un formidable desafio que

puede requerir la aplicacion sucesiva de multiples técnicas de purificacion.

Cromatografia de columna




En la cromatografia de columna la matriz de fase estacionaria consta de cuentas pequefias

cargadas en un recipiente cilindrico de vidrio, plastico o acero llamado una columna.

Confinan las cuentas dentro de este espacio mientras que permiten que el liquido de fase
movil fluya o se filtre a traves de la columna. Por medio de procedimientos quimicos se
pueden preparar derivados de las cuentas de fase estacionaria para cubrir su superficie
con los grupos acido, basico, hidrofobico o tipo ligando requeridos para cromatografia de

intercambio i6nico, de interaccion hidrofobica, o de afinidad.

Cromatografia liquida de alta presién (HPLc)

Para la cromatografia en columna de primera generacion las ma trices constaban de
polimeros de oligosacarido entrelazados, largos, conformados hacia cuentas esféricas de
aproximadamente una décima de milimetro de diametro. Desafortunadamente, su tamafio
relativamente grande perturbaba el flujo de fase mévil y limitaba el area de superficie
disponible. La reduccién del tamafio de las particulas ofrecio el potencial de aumentar

mucho la resolucion.

FIGURA 4-2 Componentes de un aparato de cromatografia liquida tipico. R1 v

Cromatografia de exclusion de tamafio

Se separan las proteinas con base en su radio de Stokes, el radio de la esfera que ocupan

a medida que entran en solucion.

El radio de Stokes es una funcion de la masa y la forma moleculares. Una proteina
alargada que cae ocupa un mayor volumen que una proteina esférica de la misma masa.
En la cromatografia de exclusion de tamafio se emplean cuentas porosas. Los poros son

anélogos a irregularidades en una ribera de rio.




Cromatografia de intercambio idnico

Las proteinas interactuan con la fase estacionaria mediante interacciones de carga. Las
proteinas con una carga positiva neta a un pH dado se adheriran estrechamente a cuentas
con grupos funcionales que tienen carga negativa, como carboxilatos o sulfatos

(intercambiadores cationicos).

Las proteinas no adherentes fluyen a través de la matriz y se eliminan por medio de
lavado. A continuacién, las proteinas unidas son desplazadas de manera selectiva al
aumentar gradualmente la fuerza idnica de la fase movil, lo que debilita interacciones

entre una carga y otra.
Cromatografia de interaccion hidrofobica

Separa a proteinas con base en su tendencia aasociarse con una matriz de fase estacionaria
cubierta con grupos hidrofobicos (p. ej., fenil Sepharose, octil Sephadex). Las proteinas
que tienen superficies hidrofobicas expuestas se adhieren a la matriz por medio de
interacciones hidrofobicas que se aumentan mediante una fase movil de fuerza ionica alta.

Cromatografia de afinidad

Explota la alta selectividad de casi todas las proteinas para sus ligandos. Las enzimas
pueden purificarse mediante cromatografia de afinidad usando sustratos, productos,

coenzimas o inhibidores, inmovilizados.

La pureza de las proteinas se evalla mediante electroforesisen gel de
poliacrilamida (PaGe)




La electroforesis separa biomoléculas cargadas con base en los indices alos cuales migran
en un campo eléctrico aplicado; en cuanto a la SDSPAGE, la acrilamida se polimeriza y

Se entrecruza para formar una matriz porosa.

El SDS se une a proteinas a una proporcion de una molécula de SDS por cada dos enlaces
peptidicos, lo que causa que el polipéptido se desdoble o se desnaturalice. Cuando es
utilizada en forma conjunta con 2mercaptoetanol o ditiotreitol para reducir enlaces

disulfuro y romperlos, la SDSPAGE separa los polipéptidos componentes de proteinas
multiméricas.
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Enfoque isoeléctrico (ieF)

Se usan amortiguadores ionicos llamados anfolitos y un campo eléctrico aplicado para
generar un gradiente de pH dentro de una matriz de poliacrilamida. Las proteinas
aplicadas migran hasta que llegan a la region de la matriz donde el pH coincide con su

punto isoeléctrico (pl), el pH al cual la carga neta de una molécula es cero.

Deteccion y cuantificacion de las fracciones separadas




Para revelar las proteinas separadas por electroforesis, el soporte se trata con colorantes.

Las bandas de proteinas adsorben el colorante mas intensamente que el soporte, de forma

que se puede eludir el exceso de colorante del soporte mientras que las proteinas quedan

tefiidas con el colorante.

Se mide densitométricamente, integrando las areas correspondientes a cada fraccion

proteica y calculando el porcentaje de cada fraccion sobre el total de proteinas.
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+—— Alimentada desde el sistema de cromatografia

FIGURA 4-9 Tres métodos comunes para vaporizar moléculas en la cdmara
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Las técnicas de separacion, purificacion y cuantificacion de las proteinas van de la mano

ya que se encargan de realizar por partes los distintos procesos en los cuales ya mencione

dentro de mi trabajo, también agregando con es que se va realizando esta separacion y

como llegamos a una proteina purificada y después de esto como se lleva a cabo la

cuantificacion de esta proteina y el valor que tendra y la funcion que va desemperar.
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