Practicas de Metodologia

Y

Bioguimica estructural

» Cromatografia de cambio ionico

Se basa en el proceso de intercambio de iones, en disolucion, de la misma naturaleza, sobre una matriz o
resina cargada con iones de signo contrario. El intercambio puede ser entre aniones o entre cationes, dand
nombre a las resinas que promueven uno y otro proceso. Las fuerzas que actlian son de tipo electrostatico
por tanto, la preferencia de la resina por el contraion (aquel de la misma naturaleza, signo, que el inicial que

rodeaba las cargas de la matriz), sera la base para la separacién diferencial.

Las dos tipos de resinas pueden ser débiles o fuertes dependiendo del equilibrio de disociacién de los grup
unidos covalentemente a las mismas, como se muestra en la tabla.

FUERTES DEBILES
CATIONICOS |SO3* H+ COO* H+
ANIONICOS  |[+NH3*(CH3) X* |[NH3 X*

lones a intercambiar. Fijado covalentemente |

La gran utilidad de esta técnica es el poder separar compuestos cargados selectivamente, dependiendo de
naturaleza de los mismos en distintas condiciones (pH, fuerza ionica, tamafio, posicién de los grupos
cargados, temperatura).

La cromatografia de intercambio ionico se realiza en dos partes:

» Retencidn estable de los componentes a separar por parte de la resina. Hay que afiadir la muestra a la
columna, de modo que la muestra presente mas 0 menos las mismas probabilidades de quedar retenida
columna.

» Cambio selectivo de las condiciones del medio. Con lo que eluiran los componentes de forma diferencial.

1.1.Separacién de la muestra

Una de las mayores utilizaciones que se le dan e este tipo de cromatografia es la separacion de aminoacid
Esta separacion se basa en las propiedades de éstas moléculas, sobre todo en que son anfipaticos, lo que
implica que presentan diferente carga a valores de pH diferentes.

Los tres tipos de aminoacidos son los reflejados arriba, de los cuales exponemos sus equilibrios de
disociacién, haciendo incapié en la carga que flanquea a cada uno de ellos. En este tipo de cromatografia
utilizaremos el equilibrio entre la forma cargada +1 y la neutra o zwitterion 0, de modo que en el paso que
definimos antes como 1 todos estarian cargados positivamente, y por lo tanto a un pH inferior al menor de |
puntos isoeléctricos (pl) de los aminoacidos de la muestra. Recordemos que el pl es aquel pH para el cual |
molécula (aminoacido o proteina) se encuentra en toda su concentracion con carga neta 0. Al estar en un
principio cargados positivamente todos quedaran retenidos por la resina (utilizaremos una resina
intercambiadora de cationes). En el paso dos iremos variando el pH, de modo, que se valla acercando a los
de los aminoacidos, y como éstos son distintos iran eluyendo a diferentes pH, lo que implica que podremos
recogerlos en distintas fracciones.



En éste experimento contamos con una muestra a separar compuesta por un azlcar y dos aminoacidos co
distintos. Las variaciones del medio, las realizaremos con tampones citrato a distinto pH y finalmente con
hidroxido sodico (NaOH). Se iran recogiendo fracciones y analizando para localizar, en primer lugar la salid
del azicar, con carga 0y, por tanto, no retenido por la resina en el paso 1. Para ello utilizaremos el ensayo
licor de Fehling. Para la deteccién de los aminoéacidos a distintos pH utilizaremos la ninhidrina.

Material

* Resina Dowex 50

» Tampon citrato 50 mM, pH =3

» Tampon citrato 50 mM. pH =5

* Solucién de ninhidrina (0,2 % p/v) de ninhidrina en 95 % de etanol)
« Papel indicador de pH

* NaOH 2M

* HCI 2M

Mezcla problema

Mezclar 0,5 ml de glucosa 4 %, 1ml de lisina 2% y 1 ml de aspartico 2%. Todas estas sustancias se disuelv
inicialmente en HCI 0,1 M. Afadir 2,5 ml de tampdn citrato 50 mM (pH = 3), con lo que finalmente
tendremos un volumen de 5 ml. Utilizar 0,25 ml de la muestra por columna.

Preparacion de la columna

» Pesar 7 g de resina Dowex 50 y disolverla en 25 ml de CIH 2M. agitar y dejar decantar.

 Retirar la fase acuosa superior y lavar la resina con 25 ml de H2O(destilada), tantas veces como sea
necesario para que el pH sea igual al del agua (* 6). Obtuvimos unas medidas de:

Lavados ler 20 3er 40

PH medido [*1 *2 4-5 |*6

» Una vez con el pH del agua afadir 25 ml de NaOH 2M, agitar y dejar decantar.

« Retirar la fase acuosa superior y afiadir agua destilada igual que antes, harta que el pH vuelva a ser el de
agua. Las medidas obtenidas fueron:

Lavados ler 20 3er 40 50
PH medido [* 10 *9 * 8 *7-8 [*6
 Finalmente resuspender la resina en 25 ml de tampdn citrato 50 mM (pH = 3).

Una vez preparada la resina (se trataba de limpiarla de posibles contaminantes de anteriores experimentos
calibrarla), se aflade en una columna de vidrio, en la cual habiamos afiadido un tapén de lana de vidrio en ¢
fondo, para evitar la elucion de la resina. El vertido de la resina en la columna implica que esta se encuentr:
con la salida cerrada por la presion de la pinza sobre la goma, y éste debe de hacerse con cuidado, en el ¢
de necesitar eliminar tampén para terminar de echar la resina, se abre la pinza, teniendo en cuenta que la
resina nunca debe estar seca. Cerrar la salida de la columna cuando quede aproximadamente 1 cm de tam
sobre el frente de empaquetado de la resina.

Separacion de los componentes de la muestra.
Del mililitro de muestra que tenemos, compuesta de glucosa, aspartico y lisina, cogemos 250 |y los

afiadimos con cuidado en la columna, donde previamente hemos dejado con 1 mm de tampdn sobre la resi
dejamos que entre y con mucho cuidado vamos afiadiendo tampédn citrato pH 3 para que no se seque la re:



Una vez afladida la muestra debemos recoger las fracciones, cinco exactamente, que seran de unos 2ml.
Cuando tengamos las cinco fracciones, procederemos al analisis de las mismas. Ya que el inico componet
gue no tiene carga es el azucar (Glucosa), no quedara retenido al no entrar en el intercambio de cationes,
donde si estaran los aminoacidos.

Deteccién de la glucosa
La deteccion se realiza mediante el licor de Fehling.

« Afiadir a los 2 ml de fraccion 2 ml de solucion A.
 Agitar en el vortex.

« Afiadir 2 ml de solucion B.

 Agitar en el vortex.

« Poner en un bafio a 80 °C y esperar 10 minutos.

Se espera ver un precipitado rojo ladrillo en aquella fraccion que contega la glucosa. Si no aparece en las 5
fracciones habra que seguir eluyendo hasta que aparezca. Hay que realizar un control, y para ello cogerem
250 |y les afadiremos los 2ml de solucién Ay de la B, al igual que las fracciones dejaremos que reaccione
en el bafio a 80 °C.

Principio del licor de Fehling para la deteccién de azicares reductores

Muchos reactivos oxidan el grupo aldehido (reductor) de los azlcares. En esto se basa la reaccién o prueb
de Fehling para distinguir los azlcares reductores.
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El tartrato, al unirse al cobre formando un complejo soluble, impide la forma de hidréxido cuprico insoluble

que tendria lugar si existiese cobre libre en la solucion. La oxidacion de la glucosa por este método es mas
intensa que en el estado de &cido glucénico debido al aporte de cantidades apreciables de Cu20 a a partir
los grupos aldehido disponibles. Como criterio de positividad de la reaccion se utiliza la formacion de 6xido
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cruposo rojo insoluble. La prueba de Fehling no es especifica. Otras sustancias dan reaccion positiva son:
fenoles, aminofenoles, benzoina, acido Urico, catecol, acido formico, hidrazobenceno, fenilhidracina,
pirogalol y resorcinol.

Composicién

Solucién A: sulfato de cobre

Solucién B: tartrato sddico—potasico, hidrixido sédico.

Resultado
Control |F1 F2 F3 F4 F5
+ +

Deteccion de los aminoacidos

Una vez eluida la glucosa, hay que entrar en la fase 2, separar los aminoacidos selectivamente de la resing
Para ello afiadimos ahora tampdn citrato a pH 5, abriendo la pinza y recogiendo fracciones. Al afiadir el
tampon se forma en la columna un gradiente de pH que hara que eluya aquel de los dos aminoacidos que I
guedan retenidos que tenga el pl mas cercano a 3 y menor que 5.

En esta tabla se reflejan los puntos isoeléctricos de los dos aminoacidos, y en ellos resalta el del aspatrtico,
2,77, ¢no podria ser que hubiera eluido a pH 3?. Te6ricamente tendria que haberlo hecho, y posiblemente
halla salido, pero hay que tener en cuenta que se trata de un equilibrio y, por tanto, para que el aspartico te
carga neta 0 en gran concentracion, el pH de la solucion debe ser algo mayor de 3, algo que demostramos
haciéndolo eluir cuando afladimos citrato a pH 5, eso si en las primeras fracciones.

Base de la reaccion de deteccidon de aminoacidos con ninhidrina

El método se basa en la reaccion entre la ninhidrina y el grupo —amino de aminoacidos, péptidos y proteina
dando un compuesto coloreado azul o azul - violeta.

Calentar en presencia de ninhidrina produce la desaminacién oxidativa de los grupos amino en , lo que
implica la reduccién asociada de la molécula de ninhidrina.
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La ninhidrina reducida reacciona con el amonio y con otra ninhidrina oxidada para dar ligar a un compuesto
coloreado llamado azul - violeta de Ruhermann.



La prolina y la oxiprolina reaccionan con la ninhidrina, pero dan un positivo de color amarillo. La reaccién
de la ninhidrina puede dar positivo con ciertas aminas, aminas acidas y algunos otros compuestos.

Una vez eluidas tres fracciones se afiaden a 250 | de cada una otros 250 de citrato 5, se agita en el vortex
afiaden 500 | de ninhidrina. Se dejan los tubos en un bafio a 80 °C durante 10 minutos.

Incidencias

Segun las indicaciones del guién, al comenzar a afadir el citrato a pH 5, no recogimos fracciones, sino que
medimos el pH de lo que eluia sin recogerlo, esperando a que fuera de 5 para comenzar a recogerlo.
Evidentemente, y como ya hemos dicho el aspartico tiene un pl de 2,77 y, por tanto, coge carga 0 en cuant
pH sube algo por encima de 3, lo que ocurre nada mas afiadir el citrato a pH 5 porque se forma un gradient
de pH en la columna.

El resultado fue que no pudimos detectar de forma fiable la salida del aspartico, en las fracciones, pero si e
liquido que se recogi6 en un vaso de precipitados y sobre el que efectuamos la deteccion. El resultado fue |
intenso azul-purpura, que indicaba la presencia de algo en gran cantidad, pero que la escasa limpieza del
recipiente no permite afirmar que fuera aspartico.

Segun los resultados de otras parejas y de acuerdo con la teoria expuesta, el aspartico eluyé en la primera
fraccion recogida, y por supuesto el control dio positivo.

Una vez sabido que ya habia eluido al aspartico hay que continuar con la fase 2, lo que implica variar de
nuevo el pH de la columna, esta vez lo haremos con sosa, ya que el pl de la lisina es de 9,74. Al igual que
los demas tampones, vamos afiadiendo el NaOH a la vez que recogemos las fracciones y con cuidado no s
seqgue la resina.

Recogidas 4 fracciones se efectla la deteccion del aminoacidos mediante el método de la ninhidrina, con I
mismas cantidades de componentes que con el aspartico, salvo que ahora hay que medir el pH con un pap
medidor para asegurarnos gue no suoera las 8 unidades, ya que la ninhidrina se desactiva por encima de €
pH. En nuestro caso ninguna salié con un pH superior.

Resultados
Control |F1 F2 F3 F4
+

Marrén [Marron ,
Algo Marrén

muy muy
verdoso . claro
clarito |oscuro

Limpiado de la columna

Para ello hacemos eluir por la misma 5 ml de HCI, de H20, de NaOH y de nuevo de H20, con el fin de
eliminar posibles restos y dejar un pH lo mas cercano a 7.

2. Cromatografia de filtracion molecular.

En este tipo de cromatografia los componentes de una muestra se separan de acuerdo a su tamafio y form
molecular. La base de esta cromatografia es el reparto que sufren las moléculas entre un solvente y una
fase estacionaria contenida en una matriz de porosidad definida. La columna se prepara con particulas de
una sustancia inerte que contienen poros pequefios. Al pasar una disoluciéon con moléculas de distintas
dimensiones a través de la columna, las moléculas con un tamafio mayor que el de los poros se moveran s
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en el espacio que queda entre las particulas, y, por tanto, no sufrirdn retraso en su recorrido a través del
material de la columna. Sin embargo, las moléculas con un tamafio menor que el de los poros difunden hac
el interior y el exterior de las particulas con una probabilidad que aumenta a medida que disminuye el tama
molecular. Por lo tanto, las moléculas son eluidas de la columna por orden de tamafos decrecientes.

Para un determinado tipo de columna o matriz se puede calcular un parametro Kav de elucién de una
determinada molécula. La representaciéon grafica de Kav con respecto al logaritmo del peso molecular da ul
linea recta. Este parametro se define como:

Kav = (Ve-Vo)/(Vt-Vo) donde,

Ve = volumen de disolvente necesario para eluir las moléculas de interés.

Vo= volumen vacio o volumen necesario para eluir una molécula que nunca entra en la fase estacionaria.
Vt = volumen total de columna.

Material de la practica.

» Tampén PBS (0,1 M de tampdn fosfato; 0,15 M de NaCl pH 7.2).
« Sephadex G-100.

e Azul dextrano (10 mg/ml). 2.106 Da

* Rojo fenol (10 mg/ml). 345 Da

 Lana de vidrio.

* Columnas de vidrio.

2.1.Preparacion de la columna de Sephadex G-100.

Nombre comercial de una matriz comercial constituida por polimeros de dextrano entrecruzados por
epiclorihidrina. El grado de entrecruzamiento va a determinar el tamafio poro y éste va a determinar el rang
de fraccionamiento de tamafios moleculares. Esta resina permite separar proteinas globulares cuyo peso

molecular esté entre 4.000 y 150.000 Da. Esto ultimo guiere decir que moléculas mayores de 150.000 Da
seran incapaces de entrar en el poro de la matriz.

Preparacion de la columna en la practica.

» Previamente, a 1,5 gramos de resina sephadex G-100 se le afladen 50ml de tamp6n PBS y se deja espc
72 horas. Paso realizado por los profesores de practicas.

El esquema de la columna es:
Los pasos que se siguen para preparar la columna para la filtracién molecular son:

« Se afladen a la columna, con la pinza cerrada, 25 ml de PBS y se hace una sefial de la altura a la que lle
en la columna esos 25 ml. Esta marca sera la altura hasta la que debe llegar la resina en la columna.

» Poner lana de vidrio en la parte de debajo de la columna, para que, al afiadir la resina, esta Ultima quede
retenida por la lana.

« El sephadex suspendido en PBS se echa en la columna, al principio en grandes cantidades y después pc
poco con pipeta Pasteur, hasta que la resina llegue a la marca anteriormente mencionada. Hay que tenel
extremo cuidado de que la columna no pierda demasiado PBS y se seque, de modo que siempre tiene q
haber algo de PBS por encima del frente de compactacion de la resina. También hay que tener cuidado ¢
echar la suspension de la resina para que no se formen burbujas en la columna, ya que estas burbujas



dificultarian la elucién de la muestra a través de la columna.

Lo que sucede al echar la resina en suspension y abrir la pinza es que el PBS pasa a través de la lana de v
y se pierde, mientras que la resina queda retenida por la lana y se va empaquetando poco a poco.

Terminado el empaquetamiento, siempre poniendo mas PBS por encima del frente del empaquetamiento p
gue la resina no se seque, se afiaden unos ml de PBS por encima de la marca que hicimos. Después se pc
parafilm y se deja hasta el dia siguiente.

Incidencias.

» Rotura de una pipeta Pasteur. Fragmento de unos 4 6 5 cm que quedé incluido en la resina, por det
de la mitad de la columna.

A la altura de ese fragmento de la pipeta hay unas burbujas no demasiado grandes y no en demasie
cantidad.

« En la parte superior de la columna se observan algunas burbujas pero muy separadas y pequefias.
Creemos que no estaban en un nimero suficiente ni tenian un tamafio suficiente para que la
separacion de proteinas se viera muy perturbada.

» Suciedades y particulas, (pelillos o fibras), podrian haber entrado en la columna por falta de limpiez:
en el material del que disponiamos.

2.2. Equilibrado de la columna.

Después del empaquetamiento tenemos que equilibrar la columna.

Procedimiento.

Abrimos la llave para que salga el PBS sobrante hasta que queden 1 6 2 mm por encima del frente de la
resina.

Se procede a la colocacién en la superficie de la resina de 200 | de una mezcla con 40 gr de azul
dextrano, cuyo peso molecular es 2 millones g/mol, y 20 gr de rojo fenol, cuyo peso molecular es de 345
g/mol.

Se abre la pinza para que entre la muestra en la resina pero teniendo cuidado de que no se seque la resi
puesto que al eluir la muestra estamos eluyendo también el PBS. Tenemos que afiadir PBS para que la
resina no se seque, pero esperando a que hallan entrado los colorantes. Esta adicion de PBS se debe re
poco a poco, pues si echamos mucho PBS o lo echamos a destiempo podemos diluir la muestra de
colorantes, de modo que no entre todo a la vez en la resina y, como consecuencia, la elucién no seria
correcta.

Una vez que se abre la pinza y la muestra ha entrado en la resina comenzamos a recoger fracciones de .
ml en tubos de ensayo hasta que salga la fraccién con mas cantidad de rojo fenol.

Después se cuenta el nimero de fracciones hasta que salga el azul, que deberia salir en una sola fraccic
(que fue lo que nos pas6), y se multiplica ese nimero de fraccién por 1,5, obteniéndose asi el volumen di
elucién del azul dextrano, que tomaremos como el volumen inicial, Vo, el que nos marcara el volumen a
partir del cual podremos obtener proteinas al eluir la muestra problema.

La misma operacion se hace con el rojo fenol, con la Unica diferencia de que el rojo se recoge en un
volumen de elucién mucho mayor que el del azul, puesto que al ser el rojo una molécula mucho menor p:
por la columna mas despacio. Al multiplicar por 1,5 el nUmero de la fraccidn con mas cantidad de rojo
fenol tenemos el volumen de elucién del rojo, que nos dice el volumen total, Vt, que nos marcara el
volumen hasta el que las proteinas problema pueden eluir, por encima del cual no deberian eluir proteine

Los colorantes nos sirven para delimitar el intervalo de volimenes entre los que deben eluir nuestras
proteinas, puesto que sus pesos moleculares se encuentran entre los del azul y los del rojo, y la columna



separa las proteinas en funcién de su peso molecular.

Aunqgue cogimos 2 ml por encima y por debajo de esos Vo y Vt para estar seguros de que recogemos las
proteinas, esto no deberia ser necesario si la elucion es correcta.

Resultados del equilibrado de la columna.

VeA= Vo= 6 x 1,5 ml = 9 ml, pues recogimos el azul en la fraccién 6.

VbR= Vt= 16 x 1,5 ml = 24 ml, pues recogimos el rojo en la fraccién 16.

Segun estos datos tendremos que recoger 15+2+2 ml de nuestra muestra para recoger las proteinas.
2.3.Separacién de proteinas.

Procedimiento.

» Después de recoger el rojo, hay que lavar con PBS la columna para eliminar el resto de rojo y limpiar la
columna. La teoria decia que teniamos que lavar con 20 ml de PBS, pero no lo hicimos asi, simplemente
lavamos con lo que ibamos echando para eluir el rojo y luego afiadimos sélo algunos ml de PBS (por
indicacion del profesor).

» La metodologia para la separacion de proteinas es la misma que para el equilibrado. Dejamos eluir el PB
gue guedaba después del equilibrado hasta que queden 1 6 2 mm por encima del frente de la resina.
Después aplicamos 200 | de la muestra problema con proteinas. Abrimos la pinza y dejamos que entre I
muestra en la resina sin que esta Ultima se seque Yy sin echar demasiado PBS que diluya mucho la mues

» De esta muestra hay que recoger fracciones de 1 ml en tubos ependorf, estos Ultimos debidamente marc
con su numero de fraccién y pareja de practicas. La columna separara las proteinas en funcién de su
tamafio, de modo que las de mayor tamafio eluirdn antes y estaran en las primeras fracciones, y las men
estaran en las ultimas. Esto ultimo siempre dentro del intervalo Vo-Vt.

Segun los volumenes calculados en el equilibrado nosotros teniamos que recoger la primera fraccién 7 ml
después de aplicar la muestra en la columna, con lo que recogimos 19 fracciones de 1 ml en el intervalo de
volumenes 7-26 ml.

Una vez que recogimos estas 19 fracciones, los ependorf se colocaron en una gradilla y se llevaron las
fracciones al frigorifico. El dejar las proteinas a 4°C se realiza para evitar que las proteinas se desnaturalice
pierdan su actividad, ya que la filtracion molecular separa las proteinas en su estado nativo. El que las
proteinas estén en su estado nativo y que conserven su funcionalidad nos sirve para poder identificar en la
fracciones determinadas actividades enziméticas.

Valores de Kav

A 0 F6 0,2 F12 10,67
F3 0 F7 10,333 F13 0,733
F4 0,066 F10 |0,53 F14 |0,8
F5 0,133 F11 |0,6 R 1
Incidencias.

» Quedo algo de rojo fenol entre la lana de vidrio y eluy6 junto con las primeras fracciones de la
muestra. Como consecuencia de esto en las dos primeras fracciones recogidas habia algo de rojo, |
este colorante al no tener naturaleza proteica no interfiere o falsea los datos de la absorbancia obtel
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en la prueba de Bradford.

« La elucion del rojo y del azul se hizo bien, pero el rojo al llegar a la altura del trozo de Pasteur rota
difundié un poco y no iba tan junto o compacto que al principio, en cambio el azul no sufrié ninguna
difusién. No sabemos si la punta pudo influir negativamente en la separacion de las proteinas por la
columna de resina.

2.4.Regeneracion de columna.

Paso realizado por los profesores, consistente en vaciar la columna con ayuda de PBS, para que la resina |
seque, para ser reutilizada. Después se quita la lana de vidrio y se lava la columna.

3. Determinacién de proteinas y actividades enzimaticas.
3.1. Método de Bradford.
Este es uno de los métodos con mayor sensibilidad para la determinacién de proteinas.

Una de las cuestiones que se nos pedian para este punto es la de encontrar el fundamento de este métoda
a pesar de disponer del articulo original de Bradford y del libro de instrucciones del reactivo de Bradford
comercializado por Bio—Rad, nos ha sido imposible saber cudl es el tipo de interaccion que le permite al azi
brillante de Coomasie unirse a las proteinas, lo cual si se sabe en los otros métodos de este tipo conocidos
(Lowry, Biuret). Esta claro que al unirse a la proteina, este reactivo, sufre un cambio en su maximo de
absorbancia que es el que medimos con el espectrofotdmetro, y que es proporcional, por tanto, a la cantida
de proteina. Asi, cuanto mas proteina halla en la disolucién mas cambio en la absorbancia habra, es decir,
absorcion habréa en el nuevo maximo que es 595 nm. El cambio es de 465 a 595 nm.

Segun lo encontrado en la bibliografia utilizada, podemos decir de este método que:

» Es un ensayo de unién proteina colorante basado en el diferencial cambio de color de un colorante
respuesta a varias concentraciones de proteina. Este es un método de determinacion de proteinas (
implica la unién de Azul Brillante de Coomasie G-250 con las proteinas. Esta unién del colorante cc
las proteinas provoca un cambio en el maximo de absorciéon del colorante desde 465 a 595 nm. Por
tanto, se basa en la observacion de que el Azul Brillante de Coomasie G-250 existe en dos formas
con colores diferentes, rojo y azul. La forma roja se convierte en azul cuando se une el colorante a |
proteina.

» El complejo colorante—proteina tiene un alto coeficiente de extincion lo cual es imprescindible
aumentar la sensibilidad en la medicion de proteinas.

 La unién colorante—proteina es un proceso muy rapido (2min) y el complejo permanece estable
durante un tiempo relativamente largo, una hora. Haciendo de este un proceso muy rapido, y que nc
requiere un tiempo critico para el ensayo.

» Se pueden utilizar un gran nimero de muestras (muy reproducible) y es adaptable a la automatizaci

» Es un ensayo que elimina casi todos los problemas que habia anteriormente con es tipo de ensayos

« Las interferencias o no existen o son minimas por cationes tanto sodio como potasio y carbohidrato:
como la sacarosa. Otras sustancias que interfieren en el ensayo son los agentes fuertemente alcalir
(cuestion facilmente solventable con la utilizacién de tampones). Los Unicos componentes
encontrados que dan una excesiva interferencia en el color del ensayo, son grandes cantidades de
detergentes como el SDS, Triton X-100, etc.

» Preparacion del colorante. Azul Brillante de Coomasie G-250 (100mg) es disuelto en 50 ml de etan
95%. A esta disolucion se le afiade 100ml de acido fosférico 85% p/v. La solucién resultante se diluy
llevandola hasta un litro de volumen final. La concentracion en la disolucion final es 0,01% p/v de
azul, 4,7% pl/v de etanol y 8,5 % p/v de &cido fosférico.

» Una dificultad observada en la realizacién del ensayo es la tendencia del complejo colorante—protei
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a unirse a las cubetas. Esto resulta en una cubeta coloreada de azul: la cantidad de unién es poco
importante en lo que se refiere al resultado del ensayo. Se suele lavar el tubo o cubeta con agua
destilada entre medidas de diferentes muestras. Este azul se puede quitar y las cubetas se reutilizal
problemas.

« La sensibilidad del ensayo depende de la naturaleza de la proteina, y en muestras complejas (aung
no es nuestro caso), en las cuales las proteinas se diferencian ampliamente en su respuesta al ens:
puede ser dificilmente cuantificable. Sin embargo, recientes modificaciones en el ensayo han
mejorado su eficacia en estas aplicaciones. Se aplica una cierta cantidad de SDS, el cual por si mis|
causa una falta de desarrollo de color, es afiadido a la muestra o al colorante. El SDS iguala la
reactividad de las distintas proteinas, asi que el ensayo puede ser utilizado para mezclas de protein
Esta igualdad produce tanto una disminucion de la reactividad de proteinas con alta respuesta, com
la albimina, como un incremento en la reactividad en las proteinas con baja respuesta.

« Aplicaciones: Cromatografia, electroforesis, soluciones de proteinas complejas, quimica clinica,
adaptable a la automatizacion.

Material de la practica.

* Reactivo de Bradford

* PBS

* Albamina bovina.

* Fracciones de proteina.

» Espectrofotémetro.

» Tubos de espectrofotometro.

Procedimiento.

» Preparar las muestras que tenemos que medir para la determinacion de proteinas. Tenemos que tomar
alicuotas de 500 | de cada fraccién.(5).

» Afiadir a esas alicuotas 3,5 ml de PBS.

Anadir 1ml de reactivo de Bradford. (6). Después de esto tenemos en cada tubo 5 ml. Esto ultimo es

importante, ya que todos los tubos deben tener la misma concentracién para que la medida de la

concentracion de proteina sea correcta.

Después ésta disolucién se mezcla bien en el vortex.

Preparar una curva patrén en la que conocemos las cantidades de proteina que ponemos y medimos su

absorbancia. Esta nos servira para interpolar, a partir de la curva, los valores de concentracién de

proteina en las fracciones, sabiendo sus valores de absorbancia. La curva se prepara a partir de una

disolucion stock que tiene 100 gr/ml, de modo que preparamos seis tubos con cantidades crecientes de

albumina(uno sin nada que utilizaremos como nuestro cero), y los llevamos a 4 ml con PBS y después le

afiadimos 1 ml de reactivo Bradford.

Es muy importante afiadir el Bradford a la vez en todos los tubos, tanto en los tubos de la curva patrén

como en los de las fracciones. Asi todos los tubos se disparan a la vez y la medicion de la absorbancia e

fiable y correcta. Este hecho es una consecuencia de la cinética caracteristica de esta reaccion, ya que

cuanto mas tiempo transcurre mas intenso es el color de la disolucién. Por eso, se preparan todos los tut

y después se afiade a todos los tubos el reactivo.

* Medir los valores de absorbancia de los distintos tubos.

» Representar con los datos de D.O.: 1. D.O. frente n° fraccion; 2. D.O. frente [prot]; 3. [prot] frente n°
fraccion.

Resultados del patrén obtenidos a partir de la mesa 3C.

Tubo Concentraciéon Albdmina ABS595
1 0 0
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2 20 g/ml, 200 | de stock 0,336
3 40 g/ml, 400 | de stock 0,542
4 60 g/ml, 600 | de stock 0,662
5 80 g/ml, 800 | de stock 0,701
6 100 g/ml, 1000 | de stock 1,02

Resultados de absorbancia de las muestras.

Tubo Absorbancia Tubo Absorbancia
1 -0,123 11 0,370
2 -0,212 12 0,313
3 0.783 13 0,272
4 -0,192 14 0,178
5 -0,182 15 -0,014
6 -0,197 16 -0,062
7 0,82 17 -0,125
8 -0,011 18 -0,158
9 0,074 19 -0,183
10 0,280

Incidencias.

» Problemas con los espectrofotometros, pues algunos no funcionaban (incomprensiblemente) y otros
daban medidas extrafas e il6gicas. Ademas de la falta de aparatos disponibles. Al final medimos en
uno que media perfectamente, aparentemente.

« Fallo al preparar las muestras de las fracciones 4,5, y 6. Este fallo nos impidi6 ver si tenian proteina
esas fracciones y complic6 mucho la realizacién del cuaderno. Deducimos que debian tener protein
a partir de la gréfica D.O. frente al nimero de fraccion, pues estas fracciones quedaban dentro del
primer pico que aparecia en esta grafica. Después comprobamos que si tenian proteinas al correr e
gel de acrilamida.

» Entendimos mal la aclaracion del profesor, en la que decia que habia que diluir 1/10 las muestras di
curva patron si la segunda (la primera después del blanco) daba un valor de absorbanciade 1,301
aproximadamente. Pero nosotros al entender mal, diluimos las muestras patrén, 1/10, al obtener en
tercera muestra 1,2. Después de esta dilucién, las medidas resultaron totalmente incoherentes. Por
falta de tiempo y por los nervios, no fuimos capaces de resolver este problema y decidimos tomar,
Como nuestra, la recta patrén de la mesa 3C, y medir con su mismo aparato y con el mismo tubo.

3.2. Determinacion de la actividad catalasa.

Un método rapido para la determinacién de la proteina catalasa es la observacion de su actividad por la
formacion de burbujas en una solucién que contiene H202.

Procedimiento.
* Preparar un tubo con 1 ml de una solucién constituida por 1 ml de PBS + 10% de H202.
« Afiadir 100 | de las fracciones que, después de la realizacion del método de Bradford, sepamos que

contienen un alto contenido en proteinas.
» Aguellas fracciones que contengan catalasa produciran un burbujeo instantaneo en la solucién.
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Resultados de la prueba de la catalasa.

Tubo Actividad Catalasa Tubo |Actividad catalasa
Muestra [++++++++++ 10 -

3 ++++++++ 11 -

4 ++++++ 12 -

5 ++++ 13 -

6 ++ 14 -

7 +

Segun los resultados obtenidos en la prueba tenemos que la catalasa se encuentra en las primeras fraccior
sobre todo en la 3y en la 4 que se corresponde con el mililitro 9 y 10. Esto nos dice que la catalasa es una
proteina de gran peso molecular al eluir pronto en la columna. Con la columna separamos las proteinas en
fracciones segln su peso y después con experimentos como este y como el siguiente de la lisozima,
identificamos la presencia de determinadas proteinas en esas fracciones.

3.3. Determinacion de la presencia de lisozima.

Un método rapido para la determinacion de la actividad lisozima es la medida de la disminucién de turbidez
de una suspension de pared bacteriana al agregar dicha proteina. Al incubar la suspensién con lisozima la
pared celular se hidroliza originando fragmentos pequefios, reduciéndose la dispersion de la luz lo que se
manifiesta en una reduccion de la absorbancia a la longitud de onda de 450 nm. Asi, la actividad enzimatic:
sera, por lo tanto, proporcional a la disminucién en absorbancia.

En nuestro caso concreto se va a analizar la presencia de esta enzima en las mismas fracciones en las que
realizamos el ensayo de la catalasa.

Procedimiento.

 Colocar 100 | de la fraccion sobre un tubo que contenga 5 ml de suspension de pared bacteriana, mezcla
incubar a temperatura ambiente durante 15 min.

» Como tubo blanco tomamos uno solamente con la suspension que nos dara el maximo de absorbancia. F
el ajuste a 0 del densiémetro o espectrofotometro se utilizara el tubo en el que se colocaron 100 | de la
muestra inicial, que l6gicamente tendra un maximo de actividad lisozima (si es que esta proteina existier:
en la muestra).

* Medir DO450.

La suspension de pared bacteriana se prepara a partir de la pared del microorganismo Micrococcus
lysodeikticus (preparado comercial). 20 mg de este preparado se mezclan con 100 ml de tamp6n fosfato (1
mM; pH 6.2). (A nosotros se hos dio la suspension ya preparada).

Los resultados de este ensayo.

Tubo Absorbancia Actividad Tubo Absorbancia Actividad
Muestra 0,00 100% Blanco 0,38 0%

3 0,38 0% 10 0,285 25%

4 0,378 0,52% 11 0,28 26,3%

5 0,373 1,8% 12 0,242 36,3%

6 0,375 1,3% 13 0,28 26,3%
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7 0,377 0,78% 14 0,307 19,21%

Para calcular la actividad de cada fraccién tenemos que utilizar una regla de tres inversa.

Se puede ver como en este caso la actividad lisozima se encuentra en las fracciones 10, 11, 12, 13, 14 que
corresponden con los mililitros 16, 17, 18, 19, 20. Esta es, por tanto, una proteina de menor tamafio que la
catalasa. El hecho de identificar en estos dos grupos de fracciones dos proteinas, mediante los ensayos de
actividad, no quiere decir gue no pueda haber mas proteinas en esas fracciones, pues al separar las protei
en funcion del peso molecular, puede haber en esas fracciones otras proteinas a parte de las ya mencionac
con pesos parecidos. Los dos grupos de fracciones se corresponden, como ya vimos, con dos picos en la
gréfica de D.O. frente a nimero de fraccién, que son las fracciones donde hay mayor concentracién de
proteinas y con las que tenemos que trabajar para ver cuantas y cuales son las proteinas presentes en ella
5. Electroforesis en geles de Poliaclilamida-SDS

El principio basico de la electroforesis es el movimiento que experimenta una particula cargada en un
determinado medio cuando se ve sometida a la accion de un campo eléctrico. Dada ua particula de carga r
Q sometida a un campo eléctrico de intensidad E, se movera por accion de una fuerza igual a:

La técnica se utiliza para separar proteinas y acidos nucleicos, y uno de los medios soporte mas utilizados
el gel de poliaclilamida.

Geles de acrilamida

Permite gran cantidad de tratamientos

Permiten regular el tamafio de poro.

Muy estables.

Permite separaciones mas rapidas.

Casi no presenta endésmosis.

Son transparentes, con lo que permiten hacer estudios de densidometria.
Para realizar estos geles se parte de cuatro componentes liquidos:
- Acrilamida

CH2=CHCONH2

— Agente entrecruzante: bisacrilamida

CH2=CHCONH2CH2 CONH2CH=CH2

— TEMED (Tetrametilen, etilen diamina)

(CH3)2CHNHCH(CH3)2

— APS (Persulfato amonico)
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Electroforesis en condiciones desnaturalizantes

La electroforesis en condiciones desnaturalizantes, se basa en afiadir compuestos que alteren las
condiciones nativas de las proteinas y que se agrupan en el llamado tampén de carga que se aflade antes
cargar las muestras en el gel y después se incuban a unos 100 °C durante 4 minutos para que tenga su efe
El tampdn de carga consiste en un agente reductor, Me ( mercapto etanol) que se encarga de eliminar los
puentes disulfuro. EI SDS (dodecil sulfato sédico) es el detergente derivado del &cido de doce carbonos, se
une a las proteinas y las desnaturaliza. Esa unién es constante, 1,4 gramos de SDS por gramo de proteina
Ademas, el detergente esta cargado negativamente, y por lo tanto es el que se ocupa de dar carga a las
proteinas. En el tampdn también se incluye el azul de bromofenol, que se trata de un colorante con carga
negativa (por eso se utiliza) y con una movilidad electroforética que equivaldria a pequefios polipéptidos. St
funcién es la de ir por delante de las proteinas para ir marcando el frente de electroforesis y que podamos
visualizar como se va realizando la corrida (recordemos que tanto el gel como las proteinas son
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transparentes). El glicerol lo que hace es aumentar la densidad de la muestra, de modo que al echarla en €
pocillo no difunda ni se pase a los pocillos de al lado. Con todo esto nos encontramos con todas las protein
cargadas negativamente, con la relaciéon g/m constante se consigue que las proteinas se separen por su
tamafio, no por su carga.

4.1. Determinacion del peso molecular de proteinas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida

Determinacion del peso molecular mediante electroforesis con SDS

Este tipo de electroforesis permite separar entonces las proteinas por tamafio, lo que implica que podemos
conocer la relacion existente entre 'y el peso molecular de las moléculas, o lo que es lo mismo calcular el
Pm de distintas subunidades de proteinas, ya que recordemos que en condiciones desnaturalizantes se
eliminan los conjuntos de monémeros. La relacién se consigue poniendo en el gel unos marcadores de Pm
una vez corrido el gel medimos (como distancia al pocillo) y representamos la grafica (log Pm/ ).

Una vez representados los marcadores, medimos de las distintas bandas y las hacemos corresponder un
valor del Pm a través del antilogaritmo como se ve en la grafica.

Preparacion del gel de poliacrilamida

 Stock de acrilamida 30 % (29,2 g de acrilamida: 0,8 g de bisacrilamida.

e Tris—HCI 1M. pH 6,8.

e Tris—HCI 1M. pH 8,8.

* SDS 10 %.

* Persulfato amonico (APS) 10 %

* TEMED

» Tampodn de electroforesis (Tris 0,025 M; glicina 0,192 M; SDS 0,1%; pH 8,3).

» Tampon de carga 2x (Tris—HCI 0,125 M (pH 6,8; SDS 4 %); glicerol 20 %; 2——mercaptoetanol 10 %;
EDTA 15 nM; azul de bromofenol 0,008 %.

Limpiar los cristales con agua y etanol, colocar los separadores con algo de vaselina en la mitad que se
orientara hacia fuera, montar los cristales y sellarlos bien con vaselina. Antes de echar la acrilamida
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comprobar que el molde no tiene escapes vertiendo un poco de agua. Haremos un gel discontinuo, con el ¢
separador y el de empaquetamiento.

Electroforesis Discontinua

Por esta causa se diseid la electroforesis discontinua, con el fin de minimizar las diferencias de distancia e
la salida para que la separacion nos permita obtener la mayor resolucién.

El nombre le viene del propio método, que implica la polimerizacién de dos geles con diferente concentracic
de acrilamida y distintas condiciones de pH. El electrolito se compone de una mezcla de Tris—HCI y glicina,
siendo el aminoéacido la clave, ya que a pH de 8,8 — 8,9 se encuentra cargado al 15% en forma de gly", de
modo que transmite la corriente, al entrar en el gel concentrador, el pH varia a 6,8 (en general dos unidade:
de pH menos que el gel separador), en esas condiciones toda la glicina esta en forma gly0, de modo que ul
transmite la corriente, disminuyendo la intensidad de corriente (1), algo que no es termodinamicamente
posible, ya que debe ser constante, con lo que se crea un gradiente de voltaje como se muestra en la figure
resultado es una disminucién de la velocidad de las proteinas conforme se alejan del pocillo, de modo, que
las particulas se van reuniendo ayudadas por la baja concentracién del gel. La compactacion, en una
anchura de unos 0,1 mm, es facilitada por la dificultad que encuentran para entrar en el gel de separacion,
pero una vez dentro la glicina se vuelve a cargar por el nuevo cambio de pH, y a partir de ahi con todo
practicamente entrando a la vez se comienza a separar con idénticas condiciones.

|
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Iy oo gy g2 g
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En una electroforesis podemos aislar un tipo de proteinas, pero veriamos que las muy pequefias se
escaparian y las grandes ni siquiera legarian a entrar en el gel, pues bien, hay una forma de electroforesis
discontinua que permite aislar tanto proteinas grandes como las pequefias. La base es simple, se trata de
formar un gradiente de concentracidén de acrilamida en el gel separador, con un formador de gradientes, de
modo que la parte mas baja del gel presentaria una concentracion alrededor del 20% y de un 7% en la part
de arriba. Con esto las proteinas grandes, entrarian en el gel sin muchos problemas y las pequefias se veri
retenidas por el pequefio tamafio de poro del final. Los geles pueden llegar a tener unos 40 cm de alto por :
- 18 de ancho. Las proteinas pequefias en los geles normales si no escapan, forman bandas difusas, pero
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la separacion en gradiente corremos el peligro de una gran difusién ya que durante el gel, la concentracion
de acrilamida tampoco es muy grande, que facilita la difusion, lo que implica que hay que llegar a un
compromiso, como casi siempre.

El APS y el TEMED seran los ultimos componentes que afiadiremos a la poliacrilamida, para que no nos
polimerice en el matraz. Primero se prepara la soluciéon del gel separador, se vierte cuidadosamente en el
molde hasta que el frente llegue como un centimetro mas debajo de lo que ocupara el peine. Entonces ve \
con una pipeta pasteur un poco de agua(d) de modo que el frente quede cubierto, esto se hace porque el C
inhibe la polimerizacion de al poliacrilamida.

Cuando el gel de separacién halla polimerizado eliminamos el frente de agua y afiadimos la solucion del ge
concentrador, hasta el limite del cristal mas bajo, entonces colocamos el peine, es conveniente que esto se
haga introduciendo una de las puntas e ir descendiendo poco a poco, todo para evitar que se formen burbu
en el fondo de los pocillos, que haria desvirtuar la posterior electroforesis.

Una vez polimerizado totalmente el gel, se retira el peine con cuidado no romper el gel concertador, ya que
muy fragil. El molde se coloca en el aparato de electroforesis tal y como se muestra en la figura. una vez fij
se aflade el tamp6n de electroforesis en las cubetas, teniendo en cuenta que en la de arriba debe entrar en
contacto con el gel.

Preparacion de las muestras

Como ya hemos dicho, las muestras deben incubarse con el tampd6n de carga para desnaturalizarse, para ¢
seguimos esta lista:

» Muestra: 60 | + 30 | de tamp6n de carga.

* Fracciones: 60 | + 30 | de tampén de carga.

e Patrén: 25 | + 30 | de tamp6n de carga.

Todo ello en eppendorf, a calentar 5 minutos a 100 °C para desnaturalizar las proteinas y luego eh hielo pa
mantenerlas desnaturalizadas. Para que los eppendorf no se abran violentamente durante la incubacién se
efectua un orificio en la tapa y se cubre todo con parafilm, elastico y, por tanto, dara de si y se hinchara, pel
no estallara.

Cargado de las muestras en el gel

Una vez preparadas las muestras, las cargamos en el gel con este orden:

Una vez cargadas las muestras en el gel se desarrolla la electroforesis a una intensidad constante de 15 m
durante toda la noche.

Parar la electroforesis al dia siguiente, cuando el azul de bromofenol esté a 1cm del final del gel. Desmonte
y ponerlo a tefiir.

Tincién del gel de proteinas
Material
* Solucioén fijadora: etanol + acético + agua (en proporcién 5/1/5).

* Solucién tefiidora: 0,1 5 de azul de Coomassie; 40 % de etanol, y 10 % de acido acético.
» Solucion destefidora 7 % de acido acético.
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Colocamos el gel de proteinas, con cuidado de no romperlo, en un bandeja donde se afiadira la solucion
fijadora. Incubamos 30 minutos a 20 °C con agitacién leve. Tras retirar el fijador, afladimos al solucién de
tinciéon e incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, retirar el tefiidor y pasar a destef
Para acelerar el proceso de destincion afiadimos unas bolitas de papel de filtro, que absorbera el azul de
Coomassie; esto se propagara hasta que las bandas de proteinas sean claramente visibles, en este punto,
estd listo para ser secado sobre el papel W 3MM. Para ello se utilizara un secador de geles.

Resultados

Una vez tefido el gel tenia un aspecto similar al de la figura:

Determincacion de los pesos moleculares

Patrén|0,71,31,82,4]2,7|3,2
F3 0,71
F6 0,81
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