TECNICAS DE SEPARACION PROTEINAS

La proporcion de las fracciones
proteicas individuales cambia en
el transcurso de un gran nidmero
de enfermedades lo que conlleva
que, la cuantificacion de las
mismas sea de valor
considerable en el diagnostico
clinico. Los procedimientos mas
utilizados actualmente en el
laboratorio clinico para el
estudio de las proteinas son los
siguientes:

1. Turbidimetria y nefelometria
2. Inmunodifusion

3. Electroforesis

4. Inmunoelectroforesis

5.  Inmunoelectroforesis
cohete

6. Inmunofijacion

7. Cromatografia
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PURIFICACION DE LAS PROTEINAS

Una purificacion de proteinas es una serie de
procesos que permiten aislar un solo tipo de
proteina de una mezcla compleja. La
purificacion de proteinas es vital para la
caracterizacion de la funcion, estructura
interacciones de la proteina de interés, por
ejemplo una enzima un receptor celular o un
anticuerpo. El material inicial es
generalmente un tejido biolégico o un
cultivo microbiano. Hay varios pasos en el
proceso de purificacién; puede liberar a la
proteina de la matriz que lo confina, separar
las partes proteica y no proteica de la
mezcla, y finalmente separar la proteina
deseada de todas las demas. Este ultimo
paso puede ser el aspecto mas laborioso de
la purificacion de proteinas.

1. Homogeneizacion

2. Fraccionamiento celular

3. Desnaturalizacion reversible con
sulfato de amonio
Cromatografia
Electroforesis
Dialisis
Espectroscopia ultravioleta-visible
Ensayo enzimatico
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CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS.

La cuantificacion de proteinas es un paso importante en
el control de calidad durante el flujo de trabajo de la
biologia molecular, para asegurar que los pasos
siguientes entreguen resultados certeros. La
Espectrofotometria con micro volimenes le permite a
los trabajadores del laboratorio estudiar materiales
protedmicos de las muestras en volimenes muy
pequefios, lo que a su vez, permite preservar aquellas
muestras que son mas valiosas.

La medicién de la concentracién de una proteina
soluble, es un ensayo vital en la investigacion
bioquimica en los laboratorios y sus aplicaciones
pueden ir desde estudios de enzimas hasta la entrega
de informacion para la fabricacién en lote de productos
farmacéuticos. La cuantificacion de proteinas con
Espectrofotometria es un método que usa la luz
ultravioleta y la espectroscopia visible para determinar
de manera rapida la concentracion de proteinas.
Utilizando un Espectrofotémetro UV-VIS, se puede
obtener una cuantificacion precisa del ADN, ARN y
proteinas utilizando solo 1 a 2 pL de muestra. Este
equipo también permite analizar muestras de proteinas
como parte del control de calidad de un lote e incluso
Ccomo precursor previo a reacciones adicionales,
cuantificar el contenido proteico en muestras e
identificar contaminantes que puedan impactar de
manera adversa los experimentos subsiguientes.

Tanto para cuantificar, como para calificar proteinas, se
pueden usar técnicas de medida directas e indirectas,
siendo destacada la aplicacion Protein A280, la que
calcula la concentracion de proteinas basandose en la
absorcion de la muestra en 280 nm y el coeficiente de
extincion especifico de la proteina y su longitud de
onda. Para las medidas indirectas, se puede utilizar un
colorimetro.






