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1; /.RESUMEN. 

Un análisis preliminar del problema sugiri6 la conveniencia 

de basar los trabajos de la detecci6n y el aislamiento del péptido "A" 

de la insulina humana entre los péptidos obtenidos por ruptura química 

de una porción homogénea de la proteína portadora del péptido 111\11 de la 

insulina en forma de inserto carboxilo terminal (proteína híbrida beta

galactos idasa "A"), 

Para los estudios de purificación de la proteína h!brida se 

prepar6 una soluci6n enriquecida hasta el 60% respecto al total de pr~ 

teínas, a partir de una inicial con un contenido de 30%. El procedimie!:l.. 

to se bas6 en un estudio del reparto de la proteína híbrida entre las 

porciones soluble e insoluble, en medios de diversa naturaleza. 

La proteína híbrida se purificó por electroforésis en gel de 

poliacrilamida, incorporando un detergente iónico necesario para su so

lubilización. Se optimizaron las concentraciones de los electrolitos del 

sistema glicinato, cloruro, tris, con base en la teoría de electroforésis 

en sistemas de electrolitos discontínuos y se determinaron las concen

traciones óptimas de monómero y las longitudes de los geles concentra

dor y separador, requeridos para conseguir la separación deseada. El 

resultado de la separación fÚe la recuperaci6n total de la proteína hí 

brida sin contaminantes apreciables. 

Como referencia para comparar los resultados obtenidos en la 

purificación por electroforésis, se estudió la .separación de la misma 

muestra por cromatografía de permeación en gel, en presencia del mismo 

detergente iónico. Aunque el primer método resultó superior en resolu

ción, selectividad y rapidez, el segundo presentó ventajas aprovecha

bles en la separación a la escala de gramos. 

Se estudiaron las posibilidades de separaci6n por electrofor§. 

sis en gel de poliacrilamida de los peptidos de bromuro de cian6geno de 

la proteína híbrida. Se diseñó un sistema de electrolitos que result6 



satisfactorio para conseguir la resoluci6n de peptidos de 60 000 a 

1 000 daltons, en presencia de un detergente i6nico. En estas 'condici!!_ 

nes fué posible separar y detectar, entre los péptidos de cianogen6lisis 

de la prote!na h!brida "A", un péptido que migraba a la misma posici6n 

que el péptido "A11 de la insulina. 

Con el f ín de aprovechar las posibilidad~s de separación por 

electroforésis, combinando los efectos de carga eléctica y de talla mo

lecular, se estudió la electroforésis del péptido ºA" de la insulina 

tetra S-sulfonado en diversos electrolitos. Uno de los electrolitos pr~ 

bados se utilizó rutinariamente para·investigar la composición de las 

porciones de péptidos de bromuro de cianógeno obtenidas en diversas et~ 

pas del aislamiento del péptido "A" de la insulina humana. También se 

diseñ6 y se probó un sistema de electrolitos para la separaci6n por ele!:_ 

troforésis de péptidos con carga negativa, en medio ácido, selectivo 

para el péptido 11 A11 de la insulina tetra s-sulfonado. Las condiciones en 

las que ocurre la separación permiten procesar muestras de tamaño con

siderablemente mayor al usual en electroforésis de zona ya que solo paE. 

ticipan en la separación los componentes de punto isoeléctrico menor a 

4.2, cuya movilidad hacia el ánodo es mayor que la del ión acetato a ese 

pH. 

Una porción de p~ptidos de bromuro de cian6geno, enriquecida 

en el péptido "A'' de la insulina hmnana se sometió a electroforésis h~ 

cia el §nodo en medio ácido, en un gel granular. Los componentes caneen 

trados entre los extremos rápido y lento del frente de migración se re

cuperaron y se pasaron por una columna de permeación en gel. Se investi 

gó por cromatografía en fase líquida sobre un soporte apelar la campos.!, 

ción de las fracciones recogidas alrededor del volúmen de elución obser 

vado para un estándar del· péptido "A11 en la misma columna de permeación. 

Entre los cromatogramas se encontró un pico con una retención similar a 

la de un estándar del péptido 11 A11 de la insulina tetra .S-sulfonado. Los 

resultados de electroforésis analítica en medio básico y de composición 

de aminoácidos de alícuotas de la fracción correspondiente al pico men

cionado indican que corresponde a un componente singular, indistinguible 

de un estándar del péptido 11 A" de la insulina porcina, el cual tiene la 

misma cornposici6n de arninoiicidos que el péptido "A" de la insulina hwnana, 



2 ."/.OBJETIVO. 

B;te trabajo forma·parte de un proyecto de investigaci6n cuyo 

objetivo final es la producci6n de insulina humana por asociaci6n quím.!_ 

ca de los péptidos que la constituyen. Los péptidos "A" y 11 8 11 de la in

sulina humana son sintetizados por dos cepas de E. coli modificadas ge

néticamente para producir cada uno de los péptidos de la insulina, uni

do covalentemente al extremo carboxilo terminal de la enzima beta-gala"

tosidasa de E. coli. 

El objetivo particular de este trabajo consiste en demostrar 

la presencia del péptido "A" de la insulina humana entre los péptidos 

provenientes del material protéico bacteriano, y caracterizarlo desde 

el punto de vista fisicoquímico con el fin de obtener la informaci6n 

necesaria para su aislamiento en el estado de pureza requerido para su 

asociación química con el péptido 11 8 11
• 

La cepa productora de la proteína híbrida beta-galactosidasa 

"A", constituye el material de partida para la investigaci6n y fué pro

porcionada por el Doctor Francisco Bolivar Zapata, director del Centro 

de Investigación sobre Ingeniería Genética y Biotecnología. 

. l 



. 3 , / INTRODUCCION, 

La producción biosintética de la insulina humana por medio de 

microorganisIDos se basa en la inserción de genes sintéticos en el mate

rial genético extracromosomal, en este caso de la bacteria E. coli, para 

conseguir su expresión através de la síntesis protéica y producir cada 

uno de los péptidos de la insulina. La naturaleza de la expresión de 9! 

nes en bacterias requiere la clonación del gene sintético a un gene de 

características bien definidas 1 en este caso el gene de beta-galactosi

dasa. La clonación de los genes sintéticos para los péptidos de la insE_ 

lina contempló la posibilidad de su liberación de la proteína híbrida 

expresada, por ruptura selectiva de la unión covalente entre la beta-ga

lactosidasa y el péptido de la insulina 

La beta-galactosidasa (6- Galactósido galactohidrolasa E.e. 

3.2.1.23) constituye cerca del 5\ del total de proteínas en cepas aplo.!:_ 

des de Escherichia coli; sin embargo, se alcanzan niveles considerable

mente mayores en ciertos merodiploides. 

La secuencia de aminoácidos propuesta (1) se muestra en la fi 

gura 1, El monómero contiene 1 021 aminoácidos en una sola cadena poli-. 

peptídica. La determinación de la secuencia se hizo por procedimientos 

bioqu!rnicos convencionales auxiliados por estudios de complementación. 

La hormona insulina es un polipéptido producido por muchos º!. 

ganismos superiores del reino animal, y cuya composición de aminoácidos 

varía de una especie a otra, aunque su función biológica es siempre la 

misma. Todas las variantes de la insulina estudiadas contienen dos cade 

nas peptídicas interconectadas por dos puentes disulfuro. 

La naturaleza química de los aminoácidos que componen a la e! 

dena "Aº le confieren propiedades ácidas, mientras que los aminoácidos 

de la cadena 11 8" le confieren propiedades básicas. Los péptidos "A" y "B" 

de la insulina humana contienen 21 y JO aminoácidos respectivamente y, 

2 



en el péptido ºA", un enlace disulfuro adicional conecta los residuos 

6 y 11 formando un puente intramolecular. En la figura 2 se muestra la 

estructura de la insulina humana. 

3 

cada uno de los péptidos de la insulina se produce "in vivo" 

como un segmento peptídico unido por medio de metionina al extremo caE_ 

boxilo terminal de la betagalactosidasa. Las cadena~ biosintetizadas de 

la insulina, las cuales no contienen metionina, pueden liberarse eficien 

temente por reacción con bromuro de cianógeno (2) y, finalmente, asociar 

se correctamente (3) "in vitre" can el fin de producir insulina humana 

biológicamente activa, 

La acción del bromuro de cianógeno sobre las proteínas se ca

racteriza por un ataque·selectivo al aminoácido metionina que provoca el 

rompimiento químico del enlace peptídico de la metionina en condiciones 

suaves. El resultado de este rompimiento es la liberación del aminoácido 

o aminoacilp~ptido que sigue a la metionina, mientras que el residuo de 

metionina que originalmente ocupaba la posición ende se convierte en una 

lactona de homoserina y pasa a ser el aminoácido carboxilo terminal del 

fragmento peptídico. Aún en condiciones ácidas la lactona de homoserina 

producida está en equilibrio con la homoserina por lo que es necesario 

calentar en presencia de un ácido fuerte para lactonizarla o, preferen

temente, formar la homoserina por tratamiento con un álcali a tempera-.. 

tura ambiente. 

La selectividad de la reacción de bromuro de cianógeno con los 

aminoácidos depende del pH. En medio alcalino el bromuro de cianógeno 

reacciona con los grupos básicos de la proteína, pero esta reacción pu~ 

de suprimirse facilmente por protonación. En medios neutro y ácido salo 

la metionina y la cisteína se atacan con bromuro de cianógeno. La cis

teína se oxida lentamente a ácido cistéico, aunque esta reacción no es 

importante debido a que los grupos SH son comparativamente poco frecue!!. 

tes y, en todo caso, pueden protegerse ya sea irreversiblemente o re

versiblemente. 
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Figura 1. Secuencia de aminoácidos de la beta-galactosidasa aislada de la cepa A 324-5 

de E.coli. 



INSULINA HUMANA 

Figura 2. Esquema simplificado de la estructura de la insulina humana. 
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Los residuos de cisteína en las proteínas pueden formar puen

tes entre diferentes péptidos o mantener eñlazadas diferentes partes de 

un mismo péptido. La validez de muchos estudios bioquímicos requiere la 

conversión de los residuos de cistina en derivados más estables. Esto 

elimina la posibilidad de reacomodos debidos principalmente al interc~ 

bio de disulfuros. Ademas, las proteínas en las que se han separado los 

residuos de cistina normalmente son más suceptibles al ataque enzimático 

y químico. 

Los métodos más comunmente usados para la ruptura de enlaces 

disulfuro (4) son la oxidación con ácido perfórmico, la ruptura por re

ducción del disulfuro con un exceso de algún tiol y la fisión del puen

te disulfurb con sulfito. La oxidación con ácido perfórmico consiste en 

convertir la cistina en ácido cistéico y tiene el inconveniente de que 

la acción del agente oxidante no se limita a los residuos de cistina 

sino que degrada al triptofano, convierte casi cuantitativamente a la 

metionina en sulfona y puede modificar también a la tirosina. La rupt~ 

'ra por reducción del disulfuro por un exceso de tiol se emplea en muchos 

casos como el primer paso en el bloqueo de los azufres de cistina y ci~ 

teína de las proteínas, con reactivos con un halógeno activo o un doble· 

enlace capaz de reaccionar con el SH. La fisión específica del puente 

disulfuro can sulfito consiste en la oxidación y reducción simultáneas de 

los azufres del puente, con la producción de un residuo de cisteína y un 

derivado s-sulfonado. 

--~ R - S + R - 5 503 

Por razones de estabilidad, es conveniente convertir todos los 

amino~cidos cisteína y cistina de las proteínas en grupos 5•sulfonato. 

La fonna más simple de conseguirlo es aportando un agente oxidante suave 

para mantener un ciclo de oxidación y reducción (~) hasta conswnir los 

grupos SH. 

R - s -- s - ·R + so3" --~ R - s 503- + R - 5-
~ .. . ' 
~------------------------------------------J 

Oxidante suave 
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Las propiedades de los derivados S-sulfonados de las proteínas 

son similares a las de los derivados de las mismas proteínas en los que. 

los azufres de los residuos de ciseína y cistina se han convertido en 

ácidos fuertes; sin embargo, algunos de ellos presentan una fuerte ten

dencia a agregarse por lo que es necesario conservar el pH y la fuerza 

iónica de las solucione~ en un intervalo estrecho con el objeto de no 

alterar su solubilidad. 

Por su estabilidad bajo las condiciones usuales de aislamiento 

de péptidos, los derivados s-sulfonados tienen gran importancia en las 

aplicaciones preparativas. Adem~s pueden convertirse facilmente a su 

forma reducida por lo que se utilizan enla síntesis de proteínas con 

enlaces disulfuro. 

Ya que el péptido 11 1\11 de la insulina humana se biosintetiza 

por medio de bacterias unido por medio de metionina a un fragmento de 

beta~galactosidasa (5), en forma de proteína híbrida que posee un núme

ro considerable de cisteínas y cistinas (6) ; para su aislamiento se re

quiere tanto de su liberación del fragmento de beta-galactosidasa por 

ruptura en la posición de metionina, como de la ruptura de los enlaces 

de cistina y de la protección reversible de los residuos de cisteína en 

vista de que su asociación química con el péptido ''B" oc::urre por medio 

de dos enlaces de cistina. 



4 • / PARTE '11XJRICA 

4 ~ 1 ; LOS METOOOS DE SEP/IRACION. 

4 • 1 ; 1 •. GENERALIDADES. 

Un grupo muy importante de métodos de separación es el de los 

procesos de separación basados en la migración diferencial de los comp~ 

ncntes de la muestra ya sea a través de un medio (fase estacionaria) pe!. 

meable al flujo de un fluído (fase móvil) , o a través de una región hom~ 

genea por el efecto de algún campo de fuerza. Al inicio de la separación 

los componentes de la muestra ocupan la misma región en la zona de apli~ 

cación, pero mientras los componentes migran el el medio de separación 

se apartan gradualmente y eventualmente se separan. La cromatografía es 

el ejemplo clásico de migración diferencial producida por el flujo de un 

fluÍdo, mientras que la electroforésis de zona ocurre por migración di

ferencial de moléculas con carga eléctrica en un campo eléctrico. 

En los métodos con flujo la velocidad de migración de un com

ponente está determinada por su distribución al equilibrio entre la fa

se móvil y la fase estacionaria. En un campo de fuerza las diferencias 

de velocidad de migración de los componentes ocurren como resultado de 

variaciones en propiedades como coeficientes de difusión o coeficientes 

de fricción entre los diferentes componentes. En ambos casos, estas di

ferencias de velocidad de migración entre los componentes de l~ muestra 

son las responsables de la separación. 

La migración de los componentes va acompañada de una crecie~ 

te dispersión de la zona inicial. Esta dispersión de las zonas se debe 

a un inadecuado intercambio entre las fases, a la difusión común, al 

mezclado y a algunas interacciones inespecíficas entre los componentes 

y el medio. Los perfiles de concentración de los componentes tienen la 

forma de una curva de Gauss cuya varianza es proporcional a la distan

cia migrada. El factor de proporcionalidüd es función de varios parám.'!. 

tras del sistema y de las condiciones de operación, y se denomina Núme

ro de Platos Teóricos y es una medidü directa de la eficiencia del mét~ 

do de separación. 

B 
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La separación relativa de dos zonas adyacentes al cabo de una 

cierta distancia migrada depende de dos factores: (i) el grado de sepa

ración o la distancia entre los centros de las zonas y (ii) el grdo de 

dispersión o el ancho de las zonas. Conviene expresar la separación re

lativa entre dos componentes adyacentes por la resOlución. La resolución 

es la relación entre la distancia que separa los Gentros de dos zonas y 

el producto de la desviación estándar de los picos por una constante que 

define el ancho de banda correspondiente a una unidad de resolución. 

4 • 1 • 2. CARACTERISTICAS MAS IMroRTANTES DE LOS ME'IOOOS DE SEPARACION. 

CAPJl.CIDAD DE MUESTRA. 

La capacidad de muestra propia de un mét9do de separación se 

refiere a la cantidad máxima de muestra que puede separarse con una efi

ciencia dada. La capacidad de muestra generalmente depende más del pro

cedimiento o del equipo usado para llevar a cabo la separación que de 

las características intrínsecas del método mismo. 

CAPACIDAD DE FRACCIONES. 

La capacidad de fracciones de un método de separación es el 

número máximo de componentes que pueden separarse en una sola operación •. 

Los mejores métodos para separar mezclas complejas en sus componentes 

individuales se caracterizan por su gran capacidad de fracciones, la 

cual depende de la eficiencia del proceso de separación. En la cromato

grafía y en la electroforésis de zona, la capacidad de fracciones es 

equivalente a la capacidad de picos o número máximo de bandas o compo

nentes .· .distinguibles que se pueden obtener con un sistema particular 

para ciertas condiciones experimentales. 

SELECTIVIDAD. 

La selectividad es una medida de la capacidad intrínseca de un 

método de separación para diferenciar a los componentes y está íntimamen 

te relacionada con el fenómeno fisicoquímico fundamental en el que 
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se basa la separación. En el caso de la cromatografía, la selectividad 

se mide por el factor de separación, mientras que para la electroforésis 

la selectividad se mide como una relación dé movilidades iónicas. En 

todos los casos, la selectividad de un método de separación es consecue!!_ 

cia de su capacidad de respuesta hacia las propiedades moleculares de 

los componentes. 

Con mucha f racuencia las propiedades moleculares de los comp~ 

nentes de una muestra dan lugar a varias categorías de selectividad; en 

estos casos debe buscarse un método que aproveche alguna o varias de es 

tas propiedades para realizar la separación, o bien buscar varios méto

dos en una secuencia que permita conseguir ln separación de los compo

nentes de interés. La selectividad de una separación puede variarse den 

tro de un rango muy amplio, dependiendo de las condiciones experimenta

les, por lo que además de buscar el método de separación apropiado es 

necesario establecer las condiciones que produzcan la mejor separación. 

RAPIDEZ Y SIMPLICIDAD EXPERIMENTAL. 

cualquier esfuerzo por mejorar la rapidez de la separación y 

la simplicidad del procedimiento resulta muy valioso, particularmente 

para el trabajo rutinario. Por supuesto que la rapidez y la simplicidad 

de una separación están relacionadas con la eficiencia, la capacidad de 

fracciones y la capacidad de muestra. Estas características no pueden 

mejorarse simultáneamente por lo que la optimización de las condiciones 

de separación debe basarse en una serie de consideraciones de diversa 

índole, 
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4 , 1 , 3. ELECCION DE UN METODO DE SEPARACION, 

La elección de un m~todo de separación apropiado para soluci~ 

nar un problema de separación particular se basa en una serie de consi

deraciones prácticas, entre las cuales la más obvia es la compatibilidad 

de las condiciones de la separación con la naturaleza de los componentes 

de la muestra. Evidentemente, la aplicabilidad de un método particular 

está determinada por las propiedades fisicoquímicas en las que se basa 

la separación. 

La forma de abordar un problema de separación queda determinada 

por la información disponible sobre los componentes de la muestra y por 

los objetivos de la separación. El problema se simplifica notablemente 

cuando se dispone de amplia información sobre las propiedades de los 

componentes, o cuando se está interesado sólo en alguno (s) de ellos, 

En los casos en los que la complejidad de la muestra no per

mite alcanzar el objetivo de la separación por medio de un solo método 

se hace necesaria la combinación de varios métodos o etapas de purif ic~ 

ción. Para diseñar correctamente tales secuencias de purificación es ne 

cesari'o conocer las capacidades relativas de cada uno de los métodos dis 

ponibles. El diseño consiste en determinar cuantas etapas de purifica

ción se emplearan par lograr el objetivo deseado, con qu~ criterios se 

seleccionaran las separaciones individuales, y en qué orden habrán de 

llevarse a cabo. 

Uno de los aspectos más importantes a considerar en la elec

ción de los métodos que integren el esquema de separación es la selecti 

vidad del método, La selectividad requerida para resolver un problema 

particular depende de la naturaleza de la muestra. 

Las consideraciones sobre la selectividad de un método de se

paración no sólo permiten planear la separación de los componentes de una 

muestra ofreciendo la posibilidad de predecir el resultado de una separa

ción, también permiten interpretar los resultados de una separación con 
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fines de identificación o de caracterizaciiSn de los componentes, En ci-=: 

tos casos esto permite la identificación de componentes de la muestra por 

comparación de los resultados de la separación de los componentes con los 

resultados obtenidos para compuestos de referencia. Aún cuando no se dis

ponga de compuestos de referencia apropiados, los resultados de una sepa

ración pueden ofrecer información relacionada con la estructura de los 

componentes de la muestra siempre que se conozca la ralación entre la es

tructura molecular y el comportamiento en la separación. El análisis del 

comportamiento de un componente en una separación para inferir su estruc

tura molecular se complica cuando el método de separación se basa en más 

de un tipo de selectividad. 

La capacidad de fracciones requerida para conseguir el objetivo 

de la separaciiSn depende de la complejidad de la muestra, es decir, el 

número de componentes individuales y sus concentraciones relativas. Para 

resolver mezclas de un centenar de componentes individuales normalmente 

se requiere de más de un método de separación, aún de gran capacidad de 

fracciones, tanto más cuanto menor sea la cantidad relativa de los comp~ 

nantes de interés. 

Las características de capacidad de muestra, rapidez de separ!. 

ciiSn y simplicidad del método tienen un gran interés práctico y deben t2 

marse seriamente en cuenta durante la elección de los métodos de separa

ciiSn que han de integrar un esquema de purificaciiSn. Una vez cumplidos 

los requerimientos básicos de selectividad y de capacidad de fracciones, 

lo mismo que el requisito elemental de aplicabilidad o compatibilidad 

con la naturaleza de la muestra, la elección final de los métodos dispo

nibles debe perseguir la máxima conveniencia (simplicidad y rapidez) 

siempre que la papacidad de muestra de los métodos sea lo suficientemente 

grande para realizar la separación a una escala conveniente. En las sep! 

raciones preparativas lo mismo que en el análisis de componentes poco a

bundantes, la capacidad de muestra resulta particularmente importante en 

comparación con otras características. 
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4. 2. SEl'ARACIDN DE MACroioLECULAS DE ORIGEN BIOLOGICO. 

4 , 2, 1 , GENERALIDADES. 

Los criterios de ¡:ure>a aplicables a una separación de proteínas 

están determinados por el propSsito particular ¡:ar el cual se reali:za la -

separación. Los procedimientos de separación que integran un esquema de ~ 

rificación están determinados por el grado de pureza requerido y por la abun 

dancia relativa de los componentes de interés en la muestra inicial. Una ca 

racterística muy importante de los métodos de separación escogidos es su ren 

dimiento expresado en términos de la cantidad total de proteína recuperada 

(o de su actividad específica). Otro aspecto importante es la economía del 

prceso de purificación global, la cual incluye no solo el costo de los mat,! 

riales usados y el tiempo requerido para llevar a cabo la separación hasta 

el grado de pureza (enriquecimiento) requerido, sino también el costo en 

función del rendimiento. La gran variedad de métodos de separación dispon! 

bles en la actualidad ofrece: una gran libertad de elección aún para resol 

ver problemas de separación muy particulares, 

Siempre conviene revisar la información disponible acerca de la 

proteína de interés para establecer un plan inicial. Debe considerarse la 

naturaleza de la muestra en lo que se refiere a su volúmen, las cantidades 

de proteínas contaminantes, el pH y la fuerza iónica de la solución, con el 

fÍn de prever la escala de las separaciones y de planear la secuencia de 

métodos de separación de manera que la muestra obtenida a partir de cada 

etapa sea adecuada para su aplicación a la siguiente etapa. Naturalmente 

resulta muy valiosa cualquier información sobre las propiedades fisicoquí

micas de los componentes de la muestra, como su ta:maño (peso molecular), 

su punto isoeléctrico, su solubilidad y su hidrofobicidad. Algunas veces 

también resulta útil sa):ier algo sobre sus propiedades químicas. 

Para conseguir una separación pueden aprovecharse diferentes ti

pos de selectividad, entre ellos: la solubilidad, la talla molecular, la 

carga' eléctrica, la hidrofoficidad y la actividad biológica. Los mejores 
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resultados de enriquecimiento se obtienen al incluír métodos de separación 

basados en diferentes selectividades dentro del esquema de purificación, 

ya que los contaminantes que no se eliminan en un procedimiento basado en 

cierto principio probablemente puedan eliminarse por un procedimiento bas_! 

do en otro principio. Ya que algunos métodos de separación permiten una ID,! 

yor recuperación que otros, conviene el uso de métodos de mayor recupera

ción hacia el final de la secuencia de purificación, cuando el valor de la 

muestra es mayor. Estos métodos de preferencia deben ser rápidos y ocurrir 

en condiciones controlables. 

Aunque la teoría no preve el efecto del orden de las etapas en las· 

que se eliminan los distintos contaminantes sobre el resultado final de la 

purificación, algunas consideraciones prácticas determinan la secuencia que 

deben seguir las etapas de separación de un esquema de purificación. Al ini 

cio de la purificación, cuando es necesario manipular grandes cantidades de 

material, conviene aplicar métodos de gran capacidad como el intercambio 

iónico; en estas condiciones una gran resolución es un requerimiento secu!!. 

dario. La compatibilidad entre los procedimientos de separación adyacentes 

es otro aspecto a considerar la secuencia de etapas del esquema de purif i-

cación. 

Aunque el material a partir del cual ha de aislarse la proteína 

está determinado por el estudio que se realiza, siempre conviene escog~r 

un material particularmente rico en el componente deseado u otro que per

mita minimizar el número de contaminantes protéicos. Muchas veces el ma

terial de partida consiste en una fracción subcelular o de tejido, por lo 

que se necesita romper u homogeneizar el material celular en una solución 

reguladora de pH. Las fracciones soluble e insoluble se separan por filtr!_ 

ción o por centr~fugación y se examina la distribución de la proteína de 

interés en ambas fracciones. Si la proteína deseada está asociada con la 

fracción insoluble es necesario solubilizarla para su procesamiento post!. 

rior. Si está presente en la fracción soluble es posible proceder directa 

mente a la siguiente etapa. 
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La preparación cruda que resulta de la extracción generalmente 

consiste de una gran variedad de proteínas, en un volúmen grande de mues

tra. La etapa siguiente debe ser capaz de procesar una cantidad de material 

considerable y, de ser posible, concentrar la muestra para su procesamiento 

posterior. La precipitación por adición de disolventes orgánicos, por efec

to de cambios de pH, o de fuerza iónica con sales como el sulfato de amonio, 

es un paso inicial muy común en la purificación de proteínas. Es un método 

económico, simple y de gran capacidad; sin embargo no es apropiado para ca~ 

ponentes de bajo peso molecular. La absorción es una buena alternativa a la 

precipitación. Se requiere de un material que absorba selectivamente las 

sustancias de interés a partir de la preparación cruda. Un enriquecimiento 

por intercambio iónico, por ejemplo, consiste en mezclar la muestra con el 

intercambiador (s6lido) y dejarlos equilibrar durante algún tiempo para ab 

sorber a los componentes de interés. Entonces se lava el interca.mbiador y 

se desorben los componentes aumentando la fuerza iónica o cambiando el pH. 

Esta etapa gruesa de separación puede convertirse en un método bastante se 

lectivo si se eligen apropiadamente el tipo de intercambiador y las condi

ciones experimentales de absorción y deserción. La absorción bioselectiva 

tambiém puede ser·un método muy útil en estas circunstancias si se aprove

chan las propiedades biológicas de las proteínas por separar. Los materia

les para la absorción por bioafinidad son más caros que los intercambiado

res de iones y requieren técnicas de elución más cuidadosas; sin embargo, 

la gran selectividad de las técnicas de absorci6n por afinidad las convie~ 

te en métodos muy valiosos. 

una vez que la proteína de interés se extrajo de su fuente de 

origen y se le eliminaron algunos de los contaminetes mayores por medio de 

procedimientos de gran capacidad aunque poco selectivos ( excepto que haya 

sido posible uti!izar un procedimiento de separación por bioafinidad en 

una etapa inicial), los procedimientos siguientes debes ser más selectivos. 

Por otra parte, en cualquier etapa de la purificación, resulta de gran ut!, 

lidad un método analítico de gran resolución como la clcctroforésis para 

.comprobar que se han eliminado los contaminantes esperados. 
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Las separaciones gruesas por precipitación o por adsorción pr~ 

ducen muestras concentradas contaminadas por los solutos usados en la 

precipitación o en la deserción, en concentraciones elevadas. La perme!. 

ción en gel es un método particularmente adecuado para procesar este t.!, 

po de muestras, ya que su funcionamiento es casi insensible a la campos!_ 

ci6n de la muestra. Esta propiedad de la permeaci6n en gel tambi5n perm!_ 

te tener un control considerable sobre las condiciones de elución. Otro 

método aplicable a muestras con un contenido importante de sales es la 

cromatografía por interacciones hidrofóbicas. 

La cromatografía de intercambio iónico es uno de los métodos 

selectivos m~s populares, además resulta particularmente útil después de 

un procedimiento de penneación en gel del cual se obtiene generalmente un 

producto diluido. Dado que tanto el pU como la fuerza iónica tienen una 

gran influencia en la unión de los componentes .al intercambiador, es in

dispensable que el procedimiento anterior se haya realizado en el regul!!_ 

dor adecuado o eliminar los salutes que puedan interferir con la separa

ci6n y equilibrar la muestra al pH adecuado. Una forma simple y rápida 

para trasladar a los componentes de la muestra al regulador adecuado es 

una cromatografía por permeación en gel en una columna corta y ancha, con 

un gel permeable solo a los solutos de bajo peso molecular, equilibrado 

con el regulador indicado para el experimento de intercambio. 

Es importante comprobar el grado de pureza de las muestras ob

tenidas despúes de cada una de las etapas del procedimiento de purifica

ción con el propósito de conocer el grado en que se alcanzan los objeti

vos deseados. Por esto, los métodos de análisis usados deben ser aplica

bles a todo el rango de proteínas de las muestras y, naturalmente, deben 

ser rápidos y~eficientes. 

Virtualmente toda la información concerni~nte a la purificación 

de una proteína puede obtenerse por electroforésis en alguna de. sus moda

lidades. Por medio de este método de separación es posible detectar co~t~ 

minación de proteínas, estimar su peso molecular y su punto isoeléctico y 

aGn obtener información sobre la actividad biol6gica de las prote!nas. 
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La electroforesis en gel de poliacrilamida, en presencia del detergente 

aniónico dodecilsulfato es un método estándar para establecer las condi

ciones de pureza de las muestras de prote!nas. La separación se basa en 

las diferencias de tamaño de los componentes en condiciones disociantes. 

El método es eficiente, selectivo y rápido. El enfoque isoeléctrico es 

una técnica de separación de gran resolución, y puede usarse para aplic!_ 

cienes preparativas lo mismo que para estudios analítico~ ya que la de

terminación de los puntos isoeléctricos de los componentes también es i!!!, 

portante para el desarrollo de otros métodos como el intercambio iónico. 

En términos generales, la detección de contaminantes por electroforésis 

en gel de poliacrilarnida permite definir exactamente cuales métodos de

ben usarse para conseguir su eliminación. 

Una vez que se ha alcanzado el grado de pureza requeriqo, con

viene considerar la eficiencia del esquema de purificación en términos de 

rapidez, capacidad de muestra y conveniencia práctica. Finalmente, deben 

explorarse las reservas de capacidad y resolución de los métodos de sepa

ración para definir que tanto pueden modificarse las condiciones probadas 

para-procesar mayores cantidades de muestra o muestras de menor calidad, 

sin perjudicar la calidad de la purificación. 

4 .2.2. SEPARACION DE MACROMOLECULAS POR CRDMATOGRllFill EN FASE LIQUIDA. 

La separación de componentes en un sistema cromatogr&fico de

pende de su distribución diferencial entre una fase sólida estacionaria 

y una fase móvil líquida. Los componentes cuya concentración es mayor en 

la fase móvil son los primeros-en eluír del lecho de fase estacionaria 

(columna), seguidos por los de menor concentración en la fase móvil. Las 

diferencias de elución de los componentes son consecuencia de la diferen 

cia relativa entre sus coeficientes de distribución entre ambas fases. 

La exclusión selectiva a la talla molecular, el intercambio iónico, la 

interacción hidrof6bica sobre fases apelares y la afinidad bioespec!fica 

son fenómenos que permiten disponer de métodos de separación.por cromatO 

grafía en columna sensibles a las diferencias físicas o químicas de los 

biopolúneros. 



La cromatografía de exclusión por tamaño permite separar mo

léculas basandose en sus diferencias de talla debido a su permeación 

diferencial en el material de la fase estacionaria. Cuando pasan a ~r!_ 

vés de un lecho de partículas porosas, moléculas desde varios cientos 

hasta algunos millones de daltons, su comportamiento de elución sugie

re que se puede considerar la existencia de distintas regiones o volú

menes dentro de la columna, un volúmen (V ) accesible a todas las mol! 
o 

culas y un volúmen (Vi) que es accesible diferencialrnente según es la 
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talla del salute. Estos volúmenes corresponden aproximadamente al vol§. 

men intersticial y al volúmen de los poros del soporte, respectivamente. 

El volúmen de elución de cualquier componente del lecho se expresa por 

la ecuaci6n: 

= V + o 

donde ~ se refiere al coeficiente de distribución de la excusión por 

tamaño y corresponde a la fracción del volúmen de poros accesible a la 

molécula. 

Las gráficas del logaritmo del peso molecular de los solutos 

en función de ~ son aproximadamente lineales en un intervalo de valores 

de 0.15 <~<o.so. La pendiente (m) de esta curva de calibración está 

relacionada con la distribución del diámetro de los poros del empaque Qe 

la columna. En la medida en que la distribución del tamaño de poros es 

m~s heterogénea, m aumenta y el rango de selectividad de pesos molecul!!_ 

res de la coltunna se extiende pero disminuye el poder de resolución de 

la columna. 

El poder de resolución de una columna de exclusión molecular 

es función principalmente del volúmen de poros y de su distribuclón en 

el empaque, por un lado, y del ancho de los picos cromatográficos por 

el otro. Las primeras características están relacionadas con las propia 

dades inherentes del soporte, mientras que el ancho de lcls picos es fu}l_ 

ción del tamaño de partículas del soporte, la homogeneidad de empaca~ 

iento de la columna, la velocidad de la fase móvil lo mismo que de su 

viscocidad, y del coeficiente de difusi6n del soluto. 
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Las técnicas de cromatografía por intercambio iónic~, por in

teracción hidrofóbica (sobre un soporte apelar) y por afinidad se basan 

en mecanismos de retención muy diferentes, aunque en todas ellas inter

viene la superficie del soporte. Los biopolímeros (10 a 100 kilodaltons) 

pueden poseer cientos de residuos suceptiblcs a interacciones hidrofóbi

cas, iónicas y de formación de puentes de hidrógeno con la superficie de 

un soporte estacionario, muy probablemente estos pÜedan adsorberse en 

más de un sitio. 

El factor que determina la retención de biopolímeros por int!!_ 

racción hidrofóbica es el área de contacto hidrofÓbica .entre el soluto y 

la fase estacionaria. cuando el soporte es sílica porosa a la que se ha 
2 unido covalentemente un alquil silano a una densidad de 2 a 4 µmol/m de 

ligante, y los salutes se eluyen por medio de disolventes orgánicos, la 

t~cnica se conoce con el nombre de cromatografía en fase apelar o a po~ 

laridad de fases invertida. Las grupos alquilo se encuentran separados 
D 

entre sí 7 A en un soporte bien recubierto, situación·que promueve la 

adsorción de los biopolímeros en múltiples sitios. L~ distribución de 

residuos hidrofóbicos en el espacio y el número de ellos capaces de in~ 

teractuar con una superficie están determinados por la estructura prim~ 

ria, secundaria, terciaria y cuaternaria del polímero. 

Actualmente no se dispone de una desCripción exacta de la 

cromatografía de biopolímeros en fase apelar por varias razones. La es 

tructura terciaria determina el grado de interacciones hidrofóbicas ya 

que los biopolímeros tienden a localizar los residuos hidrofóbicos de!!, 

tro de su estructura tridimensionali sin embargo, las fases móviles u

sadas para eluir los componentes de las columnas de fase apelar alteran 

al menos parcialemte su estructura tridimensional, además de que con 

fracuencia se utilizan agentes formadores de pares de iones en la elu

ción. 

' En la práct1ca, la elución de proteínas, péptidos y polinu-

cleétidos de los soportes apelares requiere el uso de un disolvente º!. 

gánico y frecuentemente de un ácido. La función del disolvente orgánico 

' . 



es la de disminuír las intensas interacciones hidrofóbicas entre los 

solutos y el soporte. cuando un salute contiene funciones químicas p~ 

tencialmente ionizables, el ácido presente en la fase móvil puede in

fluenciar su retención alterando el estado iónico del salute, contro

lando la ionización de los silanoles superficiales del soporte y for

mando pares de iones con los grupos ca7ionicos del salute. Cuando el 

ácido es hidrofóbico como el trifluoroacético, el salute apareado con 

el trifluoroacetato es más hidrofóbico que el salute nativo por lo que 

se retiene más fuertemente. Un par iónico hidrofílico como el formado 

con aniones del ácido fosfórico, la retención del salute apareado es 

menor que la del salute sin aparear. 

la adición de ácidos a la fase móvil ha servido para mejorar 

la resolución y aumentar la recuperación de muchas proteínas. El más 

usado es el ácido trifluoroacético por ser un·buen agente solubilizan

te y permitir la detección de p6ptidos hasta a 230 nrn. Este ácido no 

20 

es efectivo con proteínas de mcmbranas, las cuales son muy hidrofóbicas 

y requieren el uso de ácido fórmico en concentraciones de 5 a 50% v/v. 
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4 • 2. 3 • SEPARACION DE ~IACROIDLEx::ULAS POR ELECTROFORESIS. 

En términos muy generales pueden distinguirse tres tipos de 

electroforésis: (i) la electroforésis de zona en electrolitos contínuos, 

(ii) el enfoque isoelécrico y (iii) la electroforésis en sistemas de 

electrolitos discontínuos, en cuyo principio se basa la isotacoforésis 

(B) • 

En la electroforésis en un medio corttínuo el electrolito es 

el mismo en los recipientes de electrólisis (anolito y catolito) y en 

toda la trayectoria de separación durante la electroforésis. La muestra 

se aplica en forma de zona delgada en un extremo de la trayectoria de 

separación. La separación es resultado de las diferencias.de movilidad 

electroforética de los componentes cargados, al pH del electrolito usado. 

En el enfoque isoeléctrico los componentes de la muestra mez

clados con compuestos anfotéricos especiales ("anfolinas 11
) se colocan 

entre dos recipientes con dos electolitos, uno fuertemente básico y el 

otro fuertemente ácido, los cuales contienen a los electrodos positivo 

y negativo respectivamente. Cuando se impone un campo eléctrico entre 

los electrodos los anfolitos forman un gradiente de pH estable en el 

cual las biomoléculas anfot~ricas migran hasta lacanzar una región de 

pH correspondiente a su punto isoeléctrico. Dado que la carga eléctrica 

neta de las moléculas anfotéricas es nula en su punto isoeléctico (pI), 

cesa su migración en el campo eléctrico por lo que los componentes se 

enfocan concentrados en diferentes partes del gradiente de pH, depen

diendo de sus puntos isoeléctricos correspondientes. 

En la electroforésis en sistemas discontínuos de electrolitos 

se produce un empacamiento de los componentes de la muestra en una zona 

delgada. Posteri~rmente se produce el desempacamiento acompañado de su 

separación en forma de zonas aisladas en el seno del electrolito que 

constituye la fase da resolución (fase PI) creada durante la electrofo 

résis. 
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Un sistema discontínuo de electrolitos comprende un electro!! 

to rápido y uno lento, los iones de la muestra se introducen en una re

gión entre estos electrolitos. El clectrolito rápido debe contener solo 

una especie' de la misma carga que los iones por separar y debe tener 

una movilidad neta mayor que cualquiera de los iones de la muestra. La 

movilidad neta se define como la velocidad promedio expresada en unida

des de campo eléctico Ccm2/seg. volt)¡ para electrolitos débiles es el 

producto de la movilidad iónica absoluta y el grado de ionización. El 

electrolito lento también debe contener solo una especie iónica de la 

misma carga pero de movilidad neta menor· que cualquiera de los compone!!_ 

tes de la muestra. Debe estar presente un contraión común en todo el 

sistema. Cuando no se cumplen estos requisitos de movilidad, los iones 

de la muestra migran electroforéticamente como zonas en el seno de los 

electrolitos rápido o lento, depandiendo de su movilidad. 

El campo eléctrico aplicado debe ser tal que el sentido de la 

migración de las componentes de la muestra va del electrolito lento al 

rápido. Después de un tiempo de migración suficiente los iones de la 

muestra se acomodan en forma de zonas contíguas en orden de sus movili 

dades, y si la densidad de corriente es constante las zonas continúan 

migrando a velocidad constante sin cambio alguno (estado estable de la 

isotacofrésis). La velocidad de migración de cada zona es entonces igual 

a la velocidad de la zona del ión rápido y la concentración de cada es

pecie iónica se ajusta automáticamente de manera que el campo eléctrico 

en cada zona sea inversamente proporcional a la movilidad de los consti 

tuyehtes iónicos de la zona. 

En la etapa de empacamiento los componentes se concentran en 

forma de zonas delgadas si sus movilidades relativas caen dentro del 

rango determinado por la movilidad relativa del componente lento (com~ 

ponente 1) en el electrolito que se produce al paso de la frontera mó

vil (electrolito ZETA) y la del componente rápido (componente 2) en el 

electrolito penetrado por la frontera m6vil (electrolito BETA). El em

pacamiento en el estado estable se produce independientemente de la eta 

pa de resolución posterior. 
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En general, el componente 1 debe ser un electrolito débil mo

novalente mientras que el componente 2 puede ser un ión, un electrolito 

débil monovalente o un electrolito débil divalente. El contraión com!in 

en todos los electrolitos (componente 6) puede ser un ión o un electro

lito débil monovalente. 

Cuando el frente de migración alcanza la línea de separación 

entre las fases de empacamiento y resolución ocurre un cambio de PH 

programado para que la 

trolito creado al paso 

movilidad relativa del componente 1 en el elec~ 
\ 

de la frontera móvil en la fase de resolución 

(electrolito PI) sea de mayor magnitud que la de los componentes de la 

muestra los cuales migran en el seno del electrolito, Este resultado 

es similar al de una electroforésis de zona en un electrolito contínuo 

(PI) pero difiere debido a la presencia de la frontera móvil, la cual 

puede visualizarse por la presencia de un colorante que migre junto 

con el frente (colorante trazador), 

En la figura 3 se muestra un esquema de las fases que componen 

un sistema de electrolitos para electroforésis en fases discontínuas, 

Una vez iniciada la electroforésis y la migración de la frontera móvil, 

la fase BETA del sistema se transforma en una fase ZETA y posteriormen

te, la fase GAMA se transforma en una fase PI. Las fronteras móviles c~ 

rrespondientes se designan ZETA-BETA y PI-IJ\l!BDA. Cada una posee un de~ 

plazamiento característico. 

Los componentes rápido y lento que migran delante y detrás de 

ambas fronteras ZETA-BETA y PI-IJ\l!BDA se designan 2 y 1 y 3 y 1 respec

tivamente. Las movilidades i6nicas de las especies se expresan relativas 

a la del ión Na+, á la misma temparatura y fuerza iónica, como movilida

des relativas RM. Ya que RM (1,ZETA) es la movilidad relativa del compo

nente lento en la fase ZETA, este valor corresponde al límite inferior 

de empacamiento en la fase de concentración. De manera similar, RM (2, 

BETA) es el límite superior de empacamiento, mientras que RM () 1PI) es 

el límite de desempacruniento en la fase de ~cparación o resolución. 
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Figura 3. Etapas del proceso de electroforesis en sistemas discont!nuos 

de electrolitos, aplicado a la electroforésis de zona. En el esquema 

izquierdo se indican las regiones físicas del sistema. se supone que 

la migración de los componentes de la muestra ocurre hacia el gel de 

poliacrilamida, compuesto por un gel concentrador y un gel separador. 

La muestra se coloca entre el gel concentrador y el electrolito sup~ 

rior, en el cual se localiza uno de los electrodos. El electrodo de 

polaridad opuesta se localiza en el electrolito inferior, debajo del 

gel separador. En algunas aplicaciones preparativas es necesario in

troducir un electrolito de elución entre el gel separador y el elec

trolito inferior para recuperar a los componentes cuando alcanzan el 

extremo inferior del gel separador. En el segundo esquema de izquie.E_ 

da a derecha se indican los componentes que forman cada uno de los 

electrolitos al momento de iniciarse la electroforésis. En los esqu~ 

mas subsecuentes se ilustran los procesos de empacamiento de los co~ 

ponentes de la muestra en la fronter móvil ZETA-BETA y posteriormente 

su separación detrás de la frontera móvil PI-LA~lllDA, en el electroli 

to PI. 
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Dado que los valores de RM (1,ZETA) y R.~ (1,PI) pueden variar

se sistemáticamente alterando la concentración de los electrolitos, o su 

naturaleza, es factible encontrar condiciones que permitan ya se empacar 

o desempacar al componente de interés o a cualquiera de los componentes 

de la muestra. Una manera de conseguir este empacamiento selectivo, ade 

más de cambiar la naturaleza y/o la composici5n de los elcctrolitos pa

ra variar RM (1,ZETA) y/o RM (1,PI) consiste en alterar la resistencia 

del medio a la migración de los componentes macromoleculares. Cuando el 

medio es un gel es posible manipular el empacamiento de macromoléculas 

actuando sobre el sistema de electrolitos, sobre el tamaño de los poros 

del gel, o sobre ambos simultáneamente. 

4 • 2. 3 .a • ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILl\MIDA. 

Las separaciones por electroforésis en gel de poliacrilamida 

se han aplicado en la escala analítica para muestras del orden de micr~ 

gramos y aún menores, en la escala preparativa se han hecho separaciones 

en el rango de varios miligramos a unos gramos. La técnica experimental 

es simple, solo se requiere formar el gel por polimerizaci5n de acrila

mida en un molde (tubo o placa) y colocarlo entre dos compartimentos con 

electrolitos que contienen cada uno un electrodo inerte como se muestra 

en la figura 3. La muestra se deposita·en un extremo del gel y se aplica 

un campo eléctrico entre los electrodos. La separación se consigue cuan

do los comPonentes migran en forma de bandas individuales con una movili 

dad electroforética que depende de su talla y carga neta, 

Con este polímero sintético se consigue obtener geles hidro

fílicos con un poro medio efectivo entre 0,5 y 3.0 nm simplemente aju~ 

tanda la concentración total de rnonómero (\T) y la concentración del 

monómero entrecruzador N, N' -Metilen-bis-acilarnida ( .'tC) en 1 a solución de 

polimerizaci5n. En este intervalo se puede variar el tamaño medio del 

poro para mejorar la separación entre los componentes de interés. Tam

bién puede optimizarse la separación por efecto de carga eléctrica en 

condiciones de pH entre 3 y 11 para conseguir la diferencia máxima en 

tre las cargas netas de los componentes. 



La versatilidad que se consigue variando el tamaño de poro del 

gel de poliacrilamida puede extenderse si se incluyen en el gel aditivos 

no iónicos ~ se introducen al gel durante la electroforésis detergentes 

iónicos, agentes estabilizantes, agentes complejantes o agentes reductores. 

El poder de resolución de la electroforilsis en gel de poliacr!. 

lamida se puede determinar cuantitativamente para un experimento particu 
2 2 2 2 lar calculando el número de platos teóricos N = x /o = 5.55 x / w. 

En estas expresiones x es la distancia de migración, a es la desviación 

estandar del ancho del pico y w es el ancho del pico a la mitad de su a!. 

tura máxima. Frecuentemente se calculan 1 000 o más platos teóricos en 

trayectorias de migración de aproximadamente 10 cm, tanto en electroforé 

sis libre como en electroforésis en gel, contrastando con valores de nú

mero de platos teóricos de aproximadamente 200 a 500 para columnas de 

perrneación en gel de 1 m de largo. 

Las principales razones del frecuente uso de la electroforésis 

en gel de poliacrilamida en la separación de proteínas desde su introduc 

ción en 1960 son su granpoder de resolución, su aplicabilidad a un rango 

muy amplio de tallas moleculares (pesos moleculares) , su versatilidad y 

economía y el desarrollo de métodos de detección de las bandas aisladas 

de una gran sensibilidad. Desafortunadamente la mayoría de los resulta

dos de separación en gel de poliacrilamida se han analizado solo cualit!!_ 

tivarnente, sin aprovechar la información cuantitativa que puede propor

cionar. Los aspectos cuantitativos de la electroforésis en gel de poli

acrilamida (9) se basan en el desarrollo de métodos que permiten un alto 

grado de reproducibilidad en el tamaño del poro del gel, el desarrollo de 

teorías fisicoquímicas sobre el movimiento de biopolímeros a traveés del 

gel y el desarrollo de una teoría exacta para el diseño de sistemas dis

contínuos de electrolitos en un intervalo amplio de pH y temperatura. 

Estos avances y su aplicación al desarrollo de la electroforésis prepar!!_ 

tiva permiten formular una estrategia general aplicable tanto a la sepa

ración, resolución y caractcri~ación fisicoquímica, como al aislamiento 

y purificación de proteínas_ -Y de otra~ macromoléculas. 



4 • 2; 3 .b • TEXJRIA DE ILECTroFORESIS EN ELECTroLI'!OS DISCONTINUOS. 

~ análisis de un sistema discontinuo de electrolitos para 

electroforésis se basa en la aplicación y generalización de la teoría 

de frontera móvil para electrolitos (10). La frontera y los tres com

ponentes que la definen (componentes 1, 2 y 6) constituyen una unidad 

electroforética la cual no se altera por difusión bajo ciertas condi

ciones. El desarrollo de la teoría de electroforésis en electrolitos 

discontínuos (11) comprende un análisis fisicoquímico de diferentes 

combinaciones de electrolitos, las cuales se resumen en seis unidades 

electroforéticas básicas. 

UNIDADES ELECTROFORETICAS BASICAS 

Componente EDM EDM EDM EDD ION EDM 

2 ION EDM EDD ION ION EDM 

6 EDM EDM EDM EDM EDM ION 

EDM Electrolito débil monovalente 

EDD Electrolito débil di valen te 

ION Ion univalente o multivalente 

El análsis permite especificar completamente cada fase en 

términos ae las concentraciones molares ae los componentes cC1>, la 

relación (0) de concentraciones entre el componente 6 y los compone~ 

tes 1 ó 2, segGn la fase de que se trate, el pH, la fracción (~) de 

cada componente en su forma ionizada, la conductancia específica (K) _, 
expresada en mhos cm , la conductancia relativa (o) expresada en C 

cm3, la fuerza i6nicá (~/2) y la capacidad tampón (BV). 

La teoría se basa en la definición de tres variables rela

cionadas con la frontera móvil y el equilibrio que se establece a tra 

vés de ella: el desplazamiento de la frontera móvil (v) expresado en 
3 _, 

cm C , la relación entre la concentración del componente 1 en una 

fase y el componente 2 en la otra fase (µ) y la función de regulación 

de regulaci6n o la ecuación de frontera móvil para el componente 6. 
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El cálculo de estos parámetros es consecuencia directa de la condición 

de electroneutralidad, de los equilibrios entre ácidos y bases y de la 

conservación de masa durante el proceso de transporte. 

La formulación de la teoría es válida ya 'sea que las front~ 

ras móviles migren hacia el ánodo o hacia el cátodo. El signo (+) ide!!. 

tifica a los componentes que son cationes o bases.e involucra migra

ción hacia el cátodo. El signo (-) identifica a los componentes anió

nicos y a los ácidos e indica migración hacia el ánodo. 



PARTE EXPERHIENTAL 

5. 1 • ES'!UDJD PREL !MINAR DEL AISLAMIEN'.10 DEL PEPTIDO "A" 

DE LA INSULINA HUilANA. 

La primera etapa de este trabajo consis~ió en obtener una 

solución enriquecida en proteína híbrida a partir del lisado de bact~ 

rias de una cepa hiperproductora de la proteína para someterse a tra

tamiento con bromuro de cianógeno reproduciendo un procedimiento re

portado ( 5 ) en un trabajo en el que se demostr6 la presencia de los 

péptidos "A" y "B" de la insulina humana en cepas bacterianas simila

res a las disponibles. En el trabajo mencionado se demuestra la pre

sencia del péptido "A 11 en la mezcla de los fragmentos de bromuro de 

cianógeno de la proteína híbrida "A" parcialmente enriquecida, por 

radioinmunoactividad de insulina producida por asociación química. 

El procedimiento seguido para obtener una porción enrique

cida en la proteína híbrida está descrito en el anexo Ia. Está basado 

en la solubilización parcial, en un medio desnaturalizante para prot~ 

ínas, de la porci6n insoluble que resulta del rompimiento mecánico de 

las bacterias en una solución de lisis. 

La abundancia de la proteína híbrida en las porciones obte

nidas en las etapas intermedias a la obtención de la solución enriqu~ 

cida se estudió cualitativamente por medio de un procedimiento comun-

mcnte cmpleado1que consiste en separar a las proteínas de acuerdo a su 

talla molecular, en forma de zonas aisladas cuyas dimensiones son pro

porcionales a las abundancias de los componentes correspondientes. En 

la figura 4 se ilustran las abundancias relativas de las proteínas de 

E. coli en las soluciones de lisis y desnaturalizante. 

La porción enriquecida en proteína híbrida obtenida se trat6 

con bromuro de cian6geno y posteriormente se sometió a sulfitólisis 

oxidativa siguiendo el procedimiento descrito en el anexo Ib. 
' 
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Figura 4. 1\bundancia relativa de las proteínas bacterianas en diversas etapas de la purificaci6n, 
4a, carriles 1, 2, 3 y 4: Proteínas de peso molecular conocido: lisosima de clara de huevo (14 300 d), 
ovoalbúrnina (45 000 d), albúmina de suero de bovino (66 000 d) y beta-galactosidasa de E, coli (120 
000 d), 5: Proteínas totales en el sonicado, 6: Proteínas solubles en la soluci6n de lisis, 7: Protc 
ínas insolubles en la solución de lisis. 
4b. 11 Proteínas solubles en la solución desnaturalizante, 2, 3: Proteínas de la porción enriquecida ~ 
en proteína híbrida, 4, 5: Proteína híbrida purificada por electrofor~sis. 
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Los primeros intentos de detección y aislamiento del péptido 

nAu de la insulina se basaron en el producto de cianogenólisis de la 

porción enriquecida en proteína híbrida "A". 

El desarrollo de métodos fisicoquímicos para detectar la pre

sencia del péptido "A" de la insulina humana, lib.erado de la proteína 

híbrida sin alteraciones estructurales concierne al estudio de las 

reacciones de cianogenólisis y sulfitólisis oxidativa para liberar y 

proteger reversiblemente uno de los fragmentos peptídicos de una pro-, 

teína producida por la expresión de un ge~e sintético, y sobre todo, a 

la obtención y aprovechamiento de la información necesaria para conse

guir su aislamiento y purificación. 

La exploración de los componentes producidos por cianogenó

lsis y sulfitólisis oxidativa de una porción enriquecida en proteína 

hÍbrida por permeación en gel, electroforésis en gel de poliacrilamida 

e intercambio iónico, permitió formular las conclusiones sig~ientes: 

1) La distribución de los pesos moleculares de los componen

tes es muy amplia y no permite concluir acerca de la eficiencia de ci~ 

nogenólisis, ya.que indudablemente incluye fragmentos producidos por la 

ruptura de otras proteínas de composición desconocida. Esto anula la 

posibilidad de comprobar si se están produciendo los fragmentos esper~ 

dos para la proteína híbrida y es razonable esperar la presencia del 

péptido ºA" liberado. 

2) El producto está constituído por un gran número (indeter

minado) de componentes, de los cuales el péptido 11A" de la insulina r~ 

presenta probablemente menos del 1% de la masa total de proteínas, por 

lo que se puede esperar que para su análisis se requiera de métodos de 

separación de gran eficiencia así como de métodos de detección de una 

gran sensibilidad. 

Con el fín de mejorar las posibilidades de detección del pée. 

tido ºA 11 de la insulina humana, se intentó la purificación de la prot~ 

ína híbrida. Primeramente se determinó el límite de mayor enriquecimie!!. 

to en solución. Se observó el reparto de la proteína híbrida entre las 



porciones soluble e insoluble, en distintos medios solubilizantes. Los 

resultados obtenidos permiten concluir lo siguiente: 
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1) La solubilización de las proteínas de esta cepa de E. coli 

en solución acuosa de cloruro de guanidinio 6M no es selectiva. 

2) La solubilidad de todas las proteínas en la solución de 

lisis aumenta al aumetar el pH, en el intervalo de. 5.6 a 9.6. A partir 

de pH 9 la solubilidad de la proteína híbrida deja de ser despreciable. 

La mayor parte de las proteínas insolubles en la soluéión de lisis se 

solubilizan en solución de carbonato de sodio 0.05M. En particular, la 

proteína híbrida se solubiliza casi totalmente si se mantiene la concen

tración de 2-rnercaptoetanol al 1% V/ven solución. 

3) Es posible solubilizar las proteínas insolubles en la solu

ción de lisis, en soluciones acuosas de urea 4 a BM, aunque en menores 

concentraciones que en soluciones de cloruro de guanidinio 4 a SM. 

4) Al disminuír la concentración de cloruro de guanidinio por 

debajo de 4M se observa que disminuye la concentración (a saturación) de 

las proteínas solubilizadas. Para concentraciones entre 2.5 y 1.0M de 

cloruro de guanidinio la solubilización parece ser selectiva hacia la 

mayoría de las proteínas, en tanto que se observan mayores proporciones 

del híbrido en la porción insoluble. 

5) Si se repiten varias veces la eliminación de las proteínas 

solubles en la solución de lisis y la recuperación del material soluble 

en la solución de cloruro de guanidinio 6M, a partir de la seguanda lix.!_ 

viación cuyo rendimiento es menor que el de la primera, las lixiViaciones 

posteriores son indeseables. La validez de esta conclusión está condicio

nada a la ruptura completa de las bacterias y al empleo de volúmenes apr~ 

piados de las soluciones. 

Esta información se aprovechó para preparar una solución en

riquecida hasta aproximadamente un 60\ de la proteína híbrida con respe.c=_ 

to a la masa total de proteínas por el procedimiento descrito en el 

anexo Ic. La determinación del porcentaje de proteína híbrida respecto 

al total de proteínas bacterianas se basó en ~edidas de absorbancia (de!!. 

sitomctría) de la banda correspondiente a la proteína híbrida separada 
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del resto de las proteínas por electorforésis en gel de poliacrilamida 

y teñida con un colorante para proteínas (azul de Coomassie BB R-250). 

Para obtener una curva estándar se incluyeron en el mismo gel tres o cua 

tro alícuotas de una solución estándar de beta-galactosidasa de E. coli. 

El contenido de proteínas (mg/ml) tanto de la solución estándar de beta

galactosidasa, como la de las muestras de proteína,:; bacterianas, se de

terminó por el método de Lowry (14) con respecto a una solución estándar 

(preparada por pesada) de albúmina de suero de bovino, grado radioinmuno 

análisis. 



S. 2. PVRIFICJ\CION DE LA POOTEINA HIBRIDll. 

Considerando la gran resolución obtenida en la separación 

analítica d·e las proteínas de E. coli por electroforesis en gel de pol.!:_ 

acrilamida en presencia del detergente iónico dodecil sulfato de sodio 

(DSS), con los electrolitos glicinato, cloruro, tris(hidroximetil)-am.!:_ 

nometano (tris) (13), se estudió la posibilidad de aplicar esta técnica 

para la purificación de la proteína híbrida a escala de miligramos. 11 

continuación se muestran los resultados del analisis del sistema de 

electrolitos mencionado, de acuerdo con la teoría de electroforesis en 

sistemas de electorlitos discontinuos (11) y la composición de los elec 

trolitos ALFA, BETll, GllNll, DELTA y EPSILON, así corno de las fases cre

adas al paso de la frontera móvil, para el susbsisterna de límites de 

empacamiento y desempacamiento RM (1,ZETA)= 0.129 y RM (1,PI)= 0.265 

respectivamente. 

ta elección de ese valor relativamente elevado de límite in

ferior de empacamiento se basó en la observación (15) de que las movi

lidades de los complejos proteína-DSS son mayores que las movilidades 

·de las proteínas solas, ya que generalmente las primeras poseen densi

dades de carga mayores que las segundas a causa del DSS enlazado a la 

proteína, en condiciones de saturación. Experimentalmente se comprobó 

el empacamiento de las proteínas de la solución enriquecida en protef 

na híbrida, saturadas con DSS, en un gel de 3% T, 3\ e, aún para RN (1, 

PI)= 0.225. A pesar de que el límite de desempacamiento es relativame!)_ 

te bajo, resulta adecuado para la resolución de la proteína híbrida de 

su componente mas próximo en un gel" de 4% T, 3 i e, y suficiente para 

que la separación ocurra a velocidad razonable en condiciones en que 

la generación de calor resulta despreciable. 

Las características del sistema calculadas difieren de las 

reportadas por taemmli (13) y permiten disminuír el calentamiento de

bido al paso de corriente, aumentar la velocidad de la separación y 

economizar glicina. En estas condiciones se determinaron las caracte

rísticas. de concentración de acrilamida óptima y de trayectorias de 

concentración y de separ,~r,1.ifo requeridas para conseguir la separación. - . . ' 



RESULTADOS DEL ANALISIS DEL SISTEMA DE ELECTROLITOS 

~.I CINATO, CLORURO, TRIS-AMONIO. 

Componen te • 1 Glicina pK1 • 9. 74 r 1• - 0.72 

r2• - 1.ss 
r 6• + 0,50 

2,'3 Cloruro 

6 

pH' RM(l ,PI) 

9.4 

9.5 

9.6 

Ccqloncnte 

r¡2 
pll 

RM 1 

0.226 

0.263 

0.311 

1 

2 

3 

6 

Tris pK6 • 8.07 

7.0306 

10.1977 

15,7945 

RM(l,ZETA) pHt 

8. 74 

8.93 

9.13 

0.100 

o.no 
0.140 

8.95 1.1867 

9.04 l. 7258 

9.12 2.3898 

COMPOSICION DE LOS ELECTROLITOS 

Concentraciones Molares 

7.23 

7.82 

8.10 

Fase: ALFA ZETA BETA PI GAMA DELTA EPSil.ON 
0.0600 0.0600 0.02738 

0.07688 0.03186 

0.03507 0,00082 .o.oso 
(0,04082) 

0.0600 0.103550 0.13791 0.27921 0.28b84 0,00918 0.100 
(0.22400) (0.23296) 

O.DI 0.01 

8,9 9.04 7.82 9.50 8.93 9.04 8.07 
(9,40) (8.74) 

0.120 0.263 
(0.226) 
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Se consideró como óptima la concentración de acrilamida que 

produjo la máxima separación entre la proteína híbrida (120 000 dal.) 

y el componente más próximo (90 000 daltons) • 

·.36 

En la figura 5 se muestran las curvas de selectividad para 

geles de diversas concentraciones de acrilamida, .,Para un valor consta~ 

te de entrecruzamiento de 3\ c. Entre ellas la correspondiente a 4\ T 

permitió la separación de la proteína híbrida de aquellos componentes 

de peso molecular inferior a 70 000, los cuales forman un paquete que 

migra junto con el frente. 

La separación deseada se consigió en un gel concentrador de 

3\ T, 3\ e, d.e 2 cm de longitud y un gel separador de 4, S\ T, 3\ e, de 

3 cm de longitud con muestras de 3 mg de proteínas por cm2 de sección 

transversal del gel. En todos los casos se aplicaron muestras se solu

.ción enriquecida en proteína híbrida en concentraciones de 2 a 5 mg de 

proteínas por ml de solución desnaturalizante para electroforésis en 

presencia de DSS. La concentración de proteínas de la muestra puede ser 

tan baja como 0.1 mg/ml y aún conseguir la misma separación siempre que 

la longitud dei gel concentrador sea mayor que el volúmen de muestra 

entre la sección transversal del gel. En un experimento simplificado 

en el que solo se polimerizó el gel separador y la muestra se aplicó 

disuelta en una solución desnaturalizante de la misma composición de 

electrolitos que el gel concentrador, a una concentración de 4 mg/ml 

de protc· ínas, se obtuvo una separación igual a las anteriores en un 

tiempo sustancialmente menor. 

En la figura 6 se muestra la separación obtenida entre la 

prote.ína híbrida y los dos componentes más próximos en un gel de 5 IMl 

de grueso, 2 cm de longitud de gel concentrador y 8 cm de longitud de 

gel separador, en el que se aplicó una muestra de 6 ml. de solución 

enriquecida en proteína híbrida con 24 mg de proteínas. 

\T = ( g de acrilamida '+ g de bis-acrilamida / 100 ml) x 100. 

llC = (q de bis-acrilamida / q de acrilamida + g de bis-acril.) x 100. 
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Figura 5. curvas de selectividad. Posición de los componentes separados por 
electroforésis en gel de poliacrilarnida en presencia de oss, referida al 
frente de migración, en función de su peso molecular, correspondientes al 
sistema de electrolitos glicinato, cloruro, tris, de RM (1.PI) = 0.226, 
para distintas concentraciones de monómeros (\T). Para todas las curvas 
\C = 3\. 
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Figura 6. Resultado de la separación de,u~;porciSn. enriquecida en proteína 
híbrida por electroforésis en gel de poliacrilamidade S\ T, 3' e, en las con
diciones escogidas para las aplicaciones preparativas.• ·La banda señalada con 
asteriscos es la correspondiente a la proteína híbrida; 
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Se intentó recuperar a la proteína híbrida del gel de poli

acrilamida después de la separación por lixiviación con diversas sol!:!_ 

cienes (cloruro de guanidinio 6M 1 ácido fórmico 0.1M,y DSS al 1\ p/v.) 

En ningún caso se logró recuperar un porcentaje importante de la can

tidad total esperada de proteína híbrida. La proporción recuperada se 

determinó por electroforésis analítica en gel de poliacrilamida de 9% 

T, de las muestras producidas por lixiviación com"'paradas con la mues

tra procesada por electroforésis preparativa. 

También se intentó recuperar a la proteína híbrida del gel 

preparativo por un procedimiento (16) que consiste en aplicar la zona 

del gel donde se localiza la proteína de interés, previamante macera

da, en el extremo catódico de una celda de electroforésis limitada 

por membranas de diálisis en un electrolito básico y provocar la mi

gración de los componentes por electrof orésis fuera del gel hacia el 

extremo catódico. En el experimento se utilizó un electrolito de la 

misma composición queel electrolito PI, con DSS al 0.075% p/v. Al an~ 

lizar el contenido de los extremos de la cámara por electroforésis a

nalitica se concluyó que el procedimiento de fijación y tinción para 

localizar la zona del gel que contiene a la proteína híbrida aislada 

afecta irreversiblemente su solubilización posterior. 

La mejor recuperación se consiguió por migración de la pro

teína híbrida en el mismo frente electroforético ZETA-BETA del siste

ma preparativo, en un gel de poliacrilamida hasta una cámara compren

did·a entre el gel y una membrana de diásisis. La zona del gel donde se 

localizó a la proteína híbrida se equilibró con agua destilada y se he 

mogeneizó en un volúmen igual (al del gel) de solución desnaturalizan

te para electroforésis. El homogeneizado se introdujo en un tubo de v!_ 

drio de ~.O cm2 de -se~ción transversal cerrado en su extremo inferior 

por una membrana·de .díalisis.Spectrapor/3. El tubo se colocó entre el 

electrolito;Ar.Fli ;(alJ¿j;, y arriba) para realizar la electroforésis ha-
-'"-·· ,•,'' ., '. ' ·' 

cia el !inod~ (·~i:iib~) .)La. electroforésis se interrumpió una vez que 

la mayor pai,~~·~~¡_: ~bl.orante (Coomassie BB R-250) abandonó la cámara • 
. -··,- _, ' . -

Se retiró. la:l1\emhrana de.diálsis del extremo superior del tubo y se 
.... , .. ,. _ ... 

recuperó el 'co~ten.i.d~ de la cámara con un pipeta Pasteur. En la figura 

7 se muestra un esquema del equipo utilizado. 
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Figura 7. Esquema de la celda de electroforésis utilizada para 

recuperar a la proteína híbrida de un gel de poliacrilamida por 

electroforésis hasta una cámara de elución. Previamente la pro

teína híbrida se separa del resto de proteínas bacterianas por 

electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida. El gel 

homogeneizado se obtiene macerando las zonas de dos geles prep~ 

rativos donde se localiza a la proteína híbrida como se ilustra 

en la figura 6. Sobre el gel homogeneizado se deposita la misma 

solución que se utiliza para formar el gel concentrador para la 

electroforésis preparativa. 
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El problema de la recuperación incompleta de la proteína 

híbrida purificada por electroforesis se resolvió permitiendo la mi

gración de los componentes resultas, fuera del gel separador hacia un 

compartimehto o cámara de elución provista de un dispositivo para re

cuperar cuantitativamente a los componentes 11electroeluídos 11 del gel. 

En el anexo II se describe el aparato utilizado para la pu

rificación de la proteína híbrida y se discuten los aspectos teóricos 

y metodológicos considerados para su diseño. 

En la figura 8 se muestra un perfil de elución obtenido por 

electroforésis preparativa de una muestra de solución enriquecida en 

proteína híbrida, de 10 mg. Los resultados de elcctroforésis analíti

ca y de comparación de medidas de absorbancia a 280 nm, indican que 

m&s del 90% de la cantidad ~e la proteína híbrida en la muestra se r~ 

cuperó en seis fracciones colectadas durante 12 minutos, alrededor de 

las cinco horas de iniciado el experimento. Aunque no se determinó el 

nivel de contaminación de la porción purificada se estima que es in

ferior al si, lo que correspondería al límite de detección promedio 

de proteína por tinción con Coomassie BB R-250 (0.1 µg) con respecto a 

la cantidad de proteína híbrida en la muestra (2.0 µg). 

Aprovechando el poder de solubilización de la solución des

naturalizante para electroforésis en presencia de DSS, se estudió la 

posibilidad de efectuar la separación por permeación en gel en prese.!!_ 

cia de DSS, como un punto de comparación para evaluar los resultados 

obtenidos en la purificación por electroforésis. 

La concentración de DSS monomérico en solución determina su 

poder de solubilización de las proteínas y depende de la fuerza ióni

ca cuando la concentración total de DSS es mayor a la concentración 

micelar crítica a la temperatura de trabajo. Según datos publicados 

(17) la concentración máxima ~e DSS libre a 25° e es aproximadamente 

0.1\ p/v, siempre que la fuerza iónica sea inferior a 0.025. 
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Figura 8. Perfil de elución'obtenido en la separación por electroforésis 

preparativa en gel de poliacrilamida. El equipo y las condiciones en que 

se realizó la separación se describen en el anexo II. La separación ocu

rrió en una trayectoria de 5 cm de gel separador de 4.S\ T, 3\ e, con . 

un gel concentrador de 3\ T, 3\ e, de 3 cm de longitud. La muestra apli

cada consistió en 10 mg de proteínas de la porción enriquecida en la pr,9_ 

teína híbrida, en 5 ml de solución desnaturalizante para electroforésis 

en presencia de DSS. El segmento en el electroforegrama indica la posi

ción de elución de la proteína híbrida. 
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La concentración máxima de proteínas de la porción enrique

cida en híbrido en solución desnaturalizante para electroforésis en 

presencia de DSS fué de 7 rng¡lnl. Se prepararon soluciones de 2 y de 5 

mg/ml y se dializaron tresalícuotas de cada una contra soluciones de 

DSS al 0.1\, 0.2\ y o.si p/v, amortiguadas c pH 9.2 con borax 10 rnM, 

a 20 - 25° c. Las observaciones de aparición de precipitado perrniti~ 

ron escoger la composición del eluyente compatibie con la muestra so

lubilizada en solución desnaturalizante. 

La separación por permeación en gel se estudió en una colum 

na de 12 mm de diámetro empacada con un lecho de 105 cm de altura, de 

sepharosa 4 B en solución acuosa de DSS 0.25\ p/v tarnponada a pH 9.2 

con borax 10 rnM. La resolución obtenida para flujos de eluyente de 

2.5 a 4.5 rnl/hr es apropiada. Los perfiles de elución de la figura 9 

indican que la calidad dela separación de una muestra de 10 rng en 2 

rnl es casi tan buena corno la obtenida para otra de 2 rng en 0.4 rnl. La 

posición del pico de elución de la proteína híbrida permite la aplic~ 

ción de muestras sucesivas de tal forma que se haga coincidir la elu

ción de los componentes totalmente incluidos de una muestra con la 

elución de los componentes totalmente excluidos de la muestra poste~· 

rior, como se ·muestra en la figura 10. 

En la tabla I se comparan las características de ambos mét~ 

dos de separación. La cantidad de proteína híbrida en las fracciones 

del efluente de la columna se estimó por el procedimiento siguiente: 

De las fracciones colectadas se tomaron alícuotas para elec

troforésis analítica en gel de poliacrilarnida. La concentración de pr~ 

teínas en las alícuotas se deterrnin6 por el método de LOwry (14). El 

... · contenido de proteína híbrida, el cual se relacionó con el total de 

proteínas, se estimó comparando las bandas correspondientes con estan

dares de beta-galactosidasa incluidos en el mismo gel. El porcentaje 

de proteína híbrida en cada fracción se estimó como la relación entre 

la cantidad aproximada de proteína híbrida en cada fracción y la suma 

del contenido de todas las fracciones. 
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Figura 9. Perfil de eluci6n de las proteínas de la p:>rci6n enriquecida 
en proteína híbrida por permeación en gel en una colwnna de Se¡:harosa 4B 
de 1.2 x 110 cm. La línea contínua corresponde a una muestra de 2 mg de 
proteínas en 0.4 ml, la línea discontinua corresponde a 10 mg de proteínas 
en un volúmen de 5 rnl. 

A 280 

0.5 

24 
T1erT1'0 de elusldn 
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-··-· 
Figura 10. Perfil deeluci6n de dos muestras de porci6n enriquecida en 
proteína híbrida de 10 rn9 en 5 rnl, aplicadas en forma sucesiva. 
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Tabla I. Comparación entre las alternativas de purificaci6n 

de la proteína híbrida probadas. 

PERMF.ACION EN GEL 

Aparato Columna de vidrio. 

Dimensiones 1.2 X 110 cm. 

•.' .. 
Material de 120 ml de Sepharosa 4B. 

empaque 

Tiempo de separación 24 h. 

Capacidad de muestra 10 mg. 

Selectividad Rf= 2/3 

Resolución 2 

Pureza dal producto < 60\ 75% 80% >90\ 

Recuperación 100\ ªº' 60% 40\ 

Dilución de la muestra 1:50 

Gasto de reactivos por 40 rng de borax 

mg. de muestra procesada 40 mg de DSS 

Comentarios Material de empaque 

reusable un número in 

definido de veces. 

ELECTROFORESIS 

Tubo de vidrio con 

enfriamiento de agua. 

2.0 x 10 cm. 

10 ml de soluci6n de 

acrilamida al 4.5\ p/v. 

6 h. 

10 mg. 

óptima (ajustable). 

5. 

> 95%. 

> 90\. 

1:100. 

315 mg de Tris 

207 mg de glicina. 

Material de empaque 

no reutilizable. 

Gasto de energía 

eléctrica (0.2 w ~/ 
mg de muestra). 



5.3. RESOLUCION DE LOS PEPTIDOS DE CIANOGENOLISIS DE LA 

PROTEINA HIBRIDA "A". 

Es posible purificar cada uno de los fragmentos de cianoge

n6lisis de la beta-galactosidasa de E. coli A 324-5 por cromatografía 

en columna utilizando una combinación de diversos sistemas. Los proce 
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. -
dimientos reportados (1) permitieron aislar a los péptidos producidos 

por cianogen6lisis de la proteína purificada y carboximetilada, con el 

fín de determinar su secuencia de aminoácidos. 

El aislamiento del péptido 11 A" de la insulina no requiere 

de la resoluci6n del resto de péptidos de bromuro de cian6geno de la 

proteína híbrida. Sin embargo, se decidi6 estudiar la eficiencia de 

cianogen6lisis y sulfit6lisis oxidativa de esta proteína en términos 

de la talla molecular y de la carga neta de los fragmentos obtenidos, 

con referencia a los péptidos esperados. 

Primeramente se consideró la aplicación de la electroforésis 

en gel de poliacrilamida para la resoluci6n de los péptidos de cianog~ 

n6lisis de la beta-galactosidasa. El tamaño de muestra requerido (20 a 

50 µl) permitiría realizar un número de experimentos suficiente para 

probar varios sistemas con un máximo de 1 mg de la proteína, a condi

ción de que so dispusiera de métodos de detección aplicables a todos 

los componentes, con una sensibilidad adecuada a sus concentraciones, 

determinadas por la capacidad de muestra y el poder de resoluci6n del 

método de separación. 

En la tabla II se resumen algunos ejemplos de procedimientos 

reportados en la literatura (*citas en la misma tabla), para la rup

tura de algunas proteínas con bromuro de cianógeno. 

En una serie de experimentos de solubilidad de la proteína 

híbrida se observaron las siguientes características: 



PROTEINA 

PESO MlLEX:ULAR 

MlLES DE METIONINA/ 
MOLFS DE PROTEINA 

MEDIO DE REACCION 

CONCENTRl\CION 
DE PR01'EINA 

mg DE CNBr / mg DE 
PROTEINA 

IDLFS DE CNBr / 
MOLES DE METIONINA 

TI F.MPO, TEMPERA TURA 

CITA BIBLIOGRAFICA 

Ribonucleasa 
pancreática 

13 700 d 

4 

HCl 0.1N 

10 mg/ ml 

0.9 

30 

24 h, ambiente 

J. Biol. Chem. 
(1962). 237, 
18SG. -

Beta
galactosidasa 

130 000 d 

24 

llCOOH 70\ v/v 

S mg/ ml 

1. o 

so 

16- 20 h, amb. 

J. Biol. Chem. 
(196S). 240, 
2478. -

gama-G Inmuno
globulina humana 

1S4 ººº d 

18 

HCOOH 70 \ V /V 

SO mg/ ml 

1 • s 

4 h, ambiente 

Biochemistry 
(1968). 2 .. 1959. 

Termolisina 

37 ººº d 

4 

12. S mg/ml 

2.0 

1 s-20 h, amb. 

Biochemistry1 
(1972)' .!.!.· 
2427. 

Tabla 2. O'.lndiciones de cianogenólisis reportadas para algunas proteínas. 

beta
galactosidasa 

130 000 d 

24 

HCOOH 70\ v/v 

2.0 

18 h, ambiente 

J. Biol. Chcm. 
(1978). 2S3, 
S499. -

.. 
en 
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1) En soluciones de cloruro de guanidinio entre 4 y GM, t"!!l 

penadas con Tris 0.1M a pH 9.0, es soluble la proteína híbrida a una 

concentraci6n de 10 mg/ml a 20° C. La proteína permanece soluble al 

disminuír el pH a 1.0 por adici6n de HCl 1N en cloruro de guanidinio 

4M, lo mismo que al disminuir la temperatura a 5° c. 
2) En soluci6n acuosa de ácido fórmico al 70\ v/v es soluble 

• o 
la proteína híbrida hasta una concentraci6n entre 8 y 9 mg/ml a 20 e 

y de aproximadamente 6 mg/ml a 10° c. 

3) En soluci6n acuosa de ácido trifluoroacético al 75% v/v 

la solubilidad de la proteína híbrida es de aproximadamente 5 mg/ml, 

entre 10 y 20° c. 

Considerando estas observaciones, se trataron tres muestras 

(1 mg) ,de beta-galactosidasa (E.e. 2.2.1.23) de Sigma (No. G-5635) en 

las condiciones que se indican a continuación: 

MEDIO DE REACCION 

Concentración 
de proteína 

mg de CNBr por 
mg de proteína 

'J.'.iempo, temp. 

(a) 
Cloruro de 
quaniclinio 4M 
PH 1 .O con HCl. 

8 mg/ml 

1. 2 

24 h, 5° e 

(b) 

Acido f6rmico 
70% v/v. 

5 mg/ml 

1. 2 

1Gh,2oºc 

(c) 

l!>cido tri
fluoroac0tico 

75\ v/v. 

4 mg/ml 

1. 2 

48 h, 10º e 

'lbdas las reacciones se llevaron a cabo en la oscuridad. Al 

transcurrir el tiempo indicado se diluyó la mezcla de reacción con a

gua helada, se congel6 y se liofiliz6. 

Primeramente se estudi6 la ruptura de la proteína híbrida 

con base en el tamaño de los péptidos producidos, por electroforésis 

en gel de poliacrilamida en presencia de DSS. 



Se comprobó que la combinación de electrolitos gl.icinato, 

cloruro, Tris-amonio, no permite resolver péptidos en el intervalo 
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de la talla molecular de los fragmentos de cianogenólisis de la beta

galactosidasa (15 000 a 1 000 daltons) en geles de concentraciones m~ 

deradas de acrilamida (menores a 20\ T}. La separación de los pépti

dos se consiguió aumentando la movilidad del frente electroforético 

al aumentar la ionización de la glicina. Para eflo fué necesario sus

titurr al Tris por el 2-amino-2-metil-1,3-propanodiol (Amediol), un 

compuesto muy similar pero de mayor pKa que el Tris. A continuación 

se muestran las características del sistema de electrolitos glicinato, 

cloruro, Amediol. En las condiciones de operaci6n elegidas (RM (1,PI)= 

0.32) es posible resolver péptidos entre 60 000 y 1 000 daltons en un 

gel de 15\ T, S\ C, en presencia de DSS. 

La resolución de los péptidos de cianogenólisis de la beta

galactosidasa se vió afectada de manera adversa en todos los casos 

por un fondo contínuo de material que tiñe como proteína, debido pos!_ 

blemente al problema de la interconversión entre las formas homocis

teína y lactona de los péptidos. Este inconveniente es menos grave si 

se trata la muestra aproximadamente una hora con amoniaco o etilendia 

mina 0.01M con agitación constante, antes del tratamiento con DSS y 

2-mercaptoetanol. La resolución de las bandas separadas se mejora no

tablemente incorporando urea en el gel a concentraciones de 4 a SM, y 

para valores de fuerza iónica en el electrolito en el que ocurre la 

separación entre 0.025 y O.OS. Las mejores separaciones se lograron ~ 

dicionando 055 en el electrolito BETA a la misma concentración que en 

el electrolito ALFA (0.1 \ p/v). 

Los perfiles de separación no permitieron conclu!r def initi 

vamentc sobre la eficiencia de cianogen6lisis en las condiciones pro

badas pero indican que el resultado obtenido con cloruro de guanidinio 

fué comparable al obtenido con .ácido fórmico, en ambos casos los fra~ 

mentes más abundantes son del tamaño esparado, mientras que la ruptura 

con ácido trifluoroacético produjo varios fragmentos de mayor tamaño. 

Entre los medios de reacción probados se escogió al ácido fórmico por 

su poder de solubilización y la posibilidad de eliminaci6n y recuper~ 

ción por evaporación para ser reutilizado. 



RESULTADOS DEL ANALISJS DEL SISTEMA DE ELECTROLJTOS 
GLICINATO, CLORURO, AMEDIOL. 

Componente 1 Glicina pK1• 9.74 r 1• -o. 72 

2,3 Cloruro rz• -1.55 

6 .ln:diol pK6• 8.83 r 6• +O.SO 

RM(l,PI) pH' e' pHY e-1(1,ZETA) pllt et p11ª 

0,300 9,59 2.8358 8.99 0.200 9.32 1.1462 7.89 

0.320 9.64 3,3345 9.09 0.220 9.38 1.3984 8.32 

0.340 9.74 4.5642 9.27 0.240 9.44 1,6881 8.56 • 

0.400 9.84 6.2002 9.44 

COMPOSICION DE LOS ELECTROLITOS 

Concentraciones Molares 

Fase: ALFA ZETA BETA PI GAMA EPSILON 

Componente 1 0,0360 0.0360 0,0225 
(O.Ol&Ol 

2 0.04612 

3 0.02883 0.01 
(0 •. 02306) 

6 0,04126 0,04126 0,05142 D.07503 0.08136 0.02 
(D.11160)( O .11666) 

r¡z 0.01 0.01 0,01 0.01 

pll 9.32 9.32 7.89 9.64 9.09 8.83 
(9,84) (9.44) 

RMl o.zoo 0,320 
(0.400) 

49 



5 ,4 , DETECCION Y CARACTERil!'ACION DEL PEPTIDO "A" DE LA 

INSULINA HUMANA. 
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Por razones de estabilidad química conviene basar los tra

bajos de purificación del péptido "A" de la insulina, en su forma de 

tetra S-sulfonato. Este péptido, cuya talla molecular es relativamente 

pequeña posee una gran movilidad electroforética hacia el ánodo ya que 

permanece como polianión aún en medio ácido, por lo que en principio 

puede conseguirse su separación selectiva del resto de péptidos de ci~ 

nogenólisis en condiciones en las que la mayoría de los péptidos poseen 

carga positiva. Esta situación favorece considerablemente la capacidad 

de la separación, la cual aumenta en relación inversa a la proporción 

de componontes aniónicos de la muestra. 

Suponiendo que la detección de cantidades del orden de 1 µg 

del tetra S-sulfonato del péptido "A", por tinción con un colorante 

aniónico, permitiría garantizar la detección del resto de los pépti

dos; se estudió la tinción de los electroforegramas con soluci6nes e~ 

paces de fijar y teñir simultáneamente a los péptidos dentro del gel, 

Se probaron algunas combinaciones entre ácido tricloroacéti 

co (ATC) , ácido sulfosalicílico (ASC), metanol e isopropanol. Utili

zando Coomassie BB G-250 (Ó R-250) con ATC y ASC en una mezcla agua

isopropanol se consiguió una sensibilidad comparable a la obtenida P!!, 

ra proteínas , aunque las bandas correspondientes a los péptidos 

de menos de 10 000 daltons resultan muy difusas, aparentemente debido 

a una fijación ineficiente. Se comprobó que tanto la sensibilidad de 

revelado como la eficiencia de fijación de los péptidos pequeños y/o 

ácidos se mejora notablemente al incluir pequeñas cantidades de sales 

de Hg(II), Cu(II) y Ag(I), y en ciertos casos, de Bi(III) y Al(III) en 

la solución para teñir. 

Utilizando una solución saturada de coomassie G-250 en ácido 

sulfúrico y neutralizada con hidróxido de potasio, a la que posterior

mente se adiciona ATC (18) se observó que al aumentar 'el contenido de 
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ATC hasta el 50\ p/v, se mejora la fijación de los péptidos en el gel. 

Aparentemente, debido al aumento en el contenido de ATC, disminuye la 

solubilidad del colorante en la solución, y por ello la sensibilidad 

de la tinción. Este inconveniente se resolvió adicionando ácido acéti 

ca glacial hasra una concentración de 10\ v/v. Con esta solución fué 

posible observar péptidos que no revelaban en o~ras condiciones ya 

que la tinción ocurre más rápidamente que la difusión de los péptidos 

pequeños hacia afuera del gel (10 a 15 min, a 20° e, en geles de 0.75 

mm de grueso. 

Este procedimiento de tinción resultó poco sensible para el 

péptido "A" tetra s-sulfonado el cual revela a partir de una cantidad 

de 20 µg. Se encontró que al adicionar cloruro mercúrico entre 0.1 y 

0.5\ p/v en la solución para teñir, es posible alcanzar un límite de 

detección mejor que 0.5 µg del tetra S-sulfonato del péptido "A" de la 

insulina por carril de 0.75 x 8 mm, cuando el ancho de la banda es Me

nor de 2 mm, como puede apreciarse en la figura 11. 

Fué posible resolver al tetra 5-sulfonato "A" de la insulina 

del resto de péptidos de cianogenólisis de la proteína híbrida por e

electroforésis, con el sistema de electrolitos glicinato, cloruro, Am~ 

diol (sin DSS), en geles de poliacrilamida de 12.5\ T, 5\C, 45\ p/v de 

urea (7.5M) en condiciones en que Rl4 (1,PI)= 0.40, y de 15\T, 5\ e, 

urea 7.5M para RM (1,PI)= 0.32. 

Por otra parte, el .sistema de electrolitos borato, cloruro, 

Tris-amonio permitió aislar.al tetra S-sulfonato del péptido "A" de 

la insulina ·deLrest~ de p~pÚdos de. cianogenólisis de la proteína 

híbrida en g:ele~::d~\,~ii~dril~ida de 15\ T, 5\ e, urea 7.5M, en con-
, -· - .. '·:_.-,. -··.-.,..•,'-, .. ---.' ' -· 

diciones de;RM 'c1;PI);. O.Jé,.y de 18\ T, 5\ e, urea 7.5M, para RM (1, 

PI)= 0.24, A ·~onÚnua~i6n se'.muestran los resultados del análisis de 

este· sistema de··;e1ectr~1i··t~S."basado ·en la teoría de electroforésis en 

electrolitos discontínuos, Una característica particular de este sist~ 

ma de electrolitos es la permanencia del peptido "A"·en el frente de 

migración en un gel de poliacrilamida de 18\ T, 5\ e, urea GM, aGn pa-



. 52 

RESUU'ADOS DEL ANALISIS DEL SISTEMA DE ELECTROLITOS 

BORATO, CLORURO, TRIS· AMONIO. 

Component:c 1 Borato pK1• 9.20 r¡• -0,62 

2,3 Cloruro rz• -1.ss 
. 

6 Tris pK6• 8.07 r6• +O.SO 

pll' RM(l ,PI) a' p11Y Rl-1(1,ZETA) pH~ et ""ª 
9.0 o. 240 3,6851 8,36 0.200 8,88 2.3947 8.08 
9.1 o. 274 5.1629 8.55 0.180 8.81 1.8925 7.89 
9.2 o. 310 7.2448 8, 73 0.160 8.74 1.4689 7.61 
9,3 o. 346 10. 0643 8.89 0.150 8.70 1.2835 7.39 
9.4 o. 380 13.7036 9.04 0.140 8.66 1.1142 6.99 
9.5 o. 413 18.5944 9.18 

COMPOSICION DE LOS ELECTROLITOS. 

Concentraciones Molares 

Fase: ALFA ZETA BETA PI GAMA EPSILON 

Componente 1 o .044 3 0.0443 0.0258 
(0.0163) 

2 0.0605 
3 0.03530 0.01 

(0,02230) 
6 0,0486 0.0486 0.0648 0.09508 0,10470 0.02 

(0.22337)(0.22971) 

r;2 0.01 0.01 0.01 0.01 
pll 8.66 8.66 6.99 9.00 8,36 B.07 

(9.40) (9.04) 
RMI 0.140 0.240 

(0.380) 



ra un límite te6rico de desempacamiento (0.38) superior al del sist~ 

ma glicinato, cloruro, J\mediol (0.32), el cual permite resolver al 

péptido en un gel de 15\ T, Si e, urea 6M, en las mismas condiciones 

de fuerza·iónica, lo cual hace pensar en algún tipo de interacción 

entre el tetra s-sulfonato del péptido "A" y el i6n borato. 
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Por conveniencia práctica se decidió usar un electrolito con 

tínuo de T.t:is y ácido bórico para analizar en forma rutinaria las mues 

tras de péptidos de cianogenólisis de la proteína híbrida por electro

forésis en gel de poliacrilamida. Se buscaron las mejores condiciones 

de concentración de monómeros, pH, fuerza iónica y concentración de u

rea para investigar la composición de las preparaciones enriquecidas 

en el péptido 11 A". 

Los métodos desarrollados para la separación y la detección 

del péptido 11 A" de la insulina humana, entre los péptidos de cianage

nólisis de la proteína híbrida beta-galactosidas ".~" se aplicaron en 

el estudio de la eficiencia de la obtenci6n del péptido tetra 5-sulfo 

nado sin alteraciones estructurales, en términos de las condiciones de 

ruptura y sulfitólisis de la proteína híbrida. se procesaron varias 

muestras de proteína híbrida purificada y de porci6n enriquecida en 

proteína híbrida al 50%, a dos secuencias de reacción diferentes1 a) 

cianogenólsis seguida de sulfitólisis y b} sulfitólisis seguida de ci.e_ 

nogenólisis, en condiciones idénticas. Las procedimientos se detallan 

en el anexo Id. 

Se determinó la concentración de proteína en las porciones 

enriquecidas en proteína híbrida obtenidas y se evaporaron a sequedad 

varias alícuotas equivalentes a 100 µg de proteína para analizarse por 

electroforésis en gel de poliacrilamida. El análisis de los patrones 

de separaci6n obtenidos indica lo siguiente: 

1) Entre los componentes de la muestra se encontró uno, poco 

abundante (representaba entre 1 y 5\ del total de péptidos, dependien

do de la preparación) cuyos valores de Rf - \T resultaron idénticos a 

los de un est¿indar del péptido "A" de insulina bovina, tetra s-sulfon~ 

do. 
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2) La naturaleza de los péptidos solubles a pH 4, a una fueE_ 

za iónica de 0.01 (porción enriquecida en el péptido "A") obtenidos 

por sulfitólisis y cianogenólisis de una 'porción 'enriquecida en prote

ína híbrida resultó similar a la de los péptidos que se produjeron in

virtiendo el orden de las reacciones, para una misma preparación de 

proteínas. 

3) Las diferencias encontradas entre una porción enriquecida 

en el péptido 11 A11 obtenida por sulfitólisis y cianogenólisis de una 

porción enriquecida en proteína híbrida y otra obtenida a partir de 

una preparación de la proteína considerablemente pura, fueron mínimas. 

Esta es una indicación cualitativa de que la calidad de la preparación 

obtenida a partir de una porción enriquecida en proteína híbrida es 

tan buena como la obtenida a partir de la proteína purificada. 
---- -·r·- -.-.':" .. ,-._., 

1 2 3 4 5 6 7 8 ' ' 9 10 

': 

_Figura 11. Placa de electroforésis en gel de poliacrilamida de 14\ T, 

S\ e, en el sistema d~ ·~lectroÚtos gÚci~ato, cloruro, amediol. 

Carriles 1, 2 1 3, 4, ·s,' 6,7;.ay 9:0.S, 1.01 2.0, 3.0, 4.0, s.o, 7.5, 
- . ,_' '· - :" ,'; - _. - - --, 

10 y 15 µg de un estándar: del péptido (ASso;) 
4 

de insulina bovina. 

Carril 10: 5 µg de un estándar de ,insulina bovina purificada, 

.. ' 

-1 

·\ 

J 
\ 

.! 
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5. 5. AISLAl>!IENID DEL FEPTIIXJ "A" DE LA INSULINA HUMANA. 

En la separación de proteínas por efecto de su carga eHctr,!. 

ca es coriveniente conseguir la máxima di,ferencia de carga ya que la s~ 

paración normalmente es máxima cuando las cargas ·netas. de los compo

nentes son mínimas debido a que las diferenciasRrelativas de carga e

léctica nonnalmente aumentan en la región cercana al punto isoeléctri~ 

co. En el caso extremo en que ~1 pH de la solución está comprendido ª!!. 

tre los puntos isocléctricos de los componentes de interés la migración 

ocurre en sentidos opuestos en un campo eléctico. Sin embargo, en estas 

condiciones la disminución de la carga eléctrica reduce considerableme~ 

te la movilidad electroforética; además del aumento en la duración de 

la electroforésis debido a la disminución de la movilidad, la mayoría 

de las proteínas son menos solubles en electrolitos de pH cercanos a 

su punto isoeléctrico. En las separaciónes por electroforésis en elec

trolitos discontínuos esta limitación se acentúa debido a la necesidad 

de que los· componentes alcancen al menos la movilidad del componente · 

lento en el electrolito ZETA, y por el hecho de que el pH de este elec 

trolito comunmente es una o dos unidades más próximo al punto isoeléc

trico de los componentes que el pH de el electrolito PI. 

En una serie de experimentos de enfoque isoeléctrico de mue_! 

tras del péptido "A" de insulina obtenido por sulfitólisis oxidativa 

de insulina de páncreas de bovino (Sigma No. I-5500), y del mismo pép

tido reducido por un exceso de 2-mercaptoetanol, se encontró que el 

punto isoeléctrico del tetra S-sulfonato del péptido "A" e.s menor a 2, 

en tanto que el punto isoeléctrico del péptido reducido (tetra SH) es 

mayor a 3. 

En todos los experimentos se usó como catolito una solución 

de etilendiamina al 0;4, .v/v, :y·~~ ;va;i6 ·la naturaleza y el pll del ca-
. _.. ~:\'i~_~,;>.:1;:.·,>: ·~:.\·.-;,'..')_: .::-:·._:< ·:". :__ . 

tolito en cada experimento; 'Las ;·soluciones probadas fueron las siguien 
. '. --·.--_:_ : .. ';_-.('.~·-~.;-'.';.':-_,\:.: ·C'- :_.-,_ ;- _--,."'."._-:._: :, -.·-; -. -

tes: (al ácido sulfúricó: ai•o:·1 \ :v;v; (b) ácido fosfórico al O. 25% v /v 

(pH 2.0) y (c) !icido gl~~~'i66'.ó'!o5Í.i (pI= 3.2). En el experimento con 

el ácido súlfúri~o s~: ~;; .. ~i~6'i~i enfoque del tetra s-sulfonato en el 
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extremo anódico del gel, pero a pH 2.0 el péptido abandonó el gel ha

cia el anolito por lo que se deduce que permanece cargado negativame!!. 

te a este pH. Por otra parte, se observó el enfoque del tetra SH con 

el anolito de pH 3.2, por lo que se deduce que su punto isoeléctrico 

debe ser mayor que este valor. 

Los experimentos se hicieron en tubos de vidrio de 4 nun de 

dámetro interno, con geles de poliacrilamida de 5\ T, 3\ e, con urea 

8M y 1\ p/v de anfolitos de pH 3 a 7 (Arnpholine LKB). Se aplicaron 

muestras de SO a 100 µg de muestra de péptidos en el extremo catódico 

del gel, en urea BM. El enfoque se realizó a 50 volts durante 30 rnin, 

después a 300 volts durante 3 h y finalmente a 500 volts durante 30 

min. 

Los resultados anteriores sugirieron la posibilidad de ais~ 

lar al péptido "A11 tetra S-sulfonado por enfoque isoeléctico, en un 

anolito de pH 2.0. Se colocó una muestra de 1 mg de peptidos de la so 

lución enriquecida en péptido "A" en 0.2 ml de urea SM en el extremo 

catódico de un gel de poliacrilamida de las características descritas 

en un tubo de vidrio de 7 mm de diámetro interno. Se dejó un espacio 

vacío entre el gel y el extremo inferior del tubo, el cual se cerró 

con una membrana de diálisis spectrapor 6 con un límite de retención 

de péptidos de 1 000 daltons. El enfoque se realizó en las condiciones 

descritas, usando ácido sulfú'rico al 0 •. 1\ v/v corno anolito, al cabo de 

este tiempo se reemplazó al ácido sulfúrico por ácido fosfórico al 0.2\ 

v/v. Después de un enfoque adicional de 500 volts durante 15 min se r~ 

cuperó la solución localizada entre el extremo inferior del gel y la 

membrana de diálisis y se analizó por electroforésis en gel de poliacr.!_ 

lamida en medio básico. En esta solución se determinó un contenido de 

aproximadamente 10 µg del péptido "A" sin contaminantes apreciables por 

electroforésis. No se investigó la presencia del péptido "A" en la mem

brana de diálisis ni en el gel de electroenfoque, ni se intentaron me

jores condiciones para su recuperación ya que el elevado costo de los 

anfolitos (aproximadamente 1 000 pesos 1 rnl de Arnpholine LKB al 40\ p/v) 

hace que este procedimiento resulte excesivamente caro. 
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Considerando la gran movilidad electroforética del péptido 

"A" s-sulfonado hacia el ánodo, y su valor de punto isoeléctico des

usualmente bajo, se estudiaron las posibilidades de su aislamiento 

con fines preparativos por electroforésis en medio ácido. Con este 

·propósito se estudió la combinación de electrolitos acetato, cloruro, 

beta-alaninio. A continuación se muestran los resultados de su análi

sis. 

Se estudió la movilidad electroforética del peptido "A" te

tra S-sulfonado en geles de poliacrilamida de 8, 10 y 12l T, Sl e, con 

este sistema de electrolitos. Para cada concentración de monómeros se 

midió la migración del péptido en los siguientes electrolitos: 

a) electroli to ZE'lll, pH 4.24, fuerza iónica 0.02. 

b) electrolito PI, pH 4.54, fuerza iónica 0.02. 

c) electroli to BE'lll, pH 3.07, fuerza iónica o.os. 
d) electroli to GAM!\, pH 3.97, fuerza iónica 0.03. 

En todos los experimentos el electrolito ALFA (pH 4.24, fuerza iónica 

0.02) sirvió como anolito y catolito simultáneamente y como disolvente 

de la muestra. 

Ya que las condiciones de pH de los electrolitos hacen ino

perante el sistema catalizador Persulfato/TEMED (N, N, N', N'-Tetram,!. 

tiletilendiamina) usado comunmente en la polimerización de acrilamida, 

se utilizóel sistema catalizador Peróxido de hidrógeno/Sulfato ferro

so/Acido ascórbico (19). Se variaron las proporciones de los reactivos 

y se disminuyeron al máximo sus concentraciones. El inconveniente en

contrado al catalizar así la reacción de polimerización es que se pr~ 

duce un gel de malas propiedades mecánicas, que además se adhiere a 

las placas de vidrio del molde. 

Para evitar estos inconvenientes se diseñó un sistema auxi

liar de electrolitos que produjera, por electroforésis hacia el cáto

do en sentido contrario al de la electrofor~sis en el sistema princi

pal; electrolitos ZETA y PI idénticos a los electrolitos GAMA Y BETA, 

respectivamente, originales del sistema acetato, cloruro, beta-alani

nio. El sistema auxiliar de electrolitos.está constituído por la com 
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RESULTADOS DEL ANALISIS DEL SISTEMA DE ELECTROLITOS 

ACETATO,CLORURO, BETA·ALANINO. 

Coaponente 1 Acetato pK1 • 4.72 rl• -o.so 

2,3 Cloruro rz• -1.55 

6 leta·alanina pK6• J.59 r6• +0.53 

( 
e< (il8 ?•' e' p¡Y llM(l ,ZlrrA) pi! n.t(l,Pl) 

0.300 4.50 3.4102 J.88 O.JOO 4.50 J.4102 3.88 

0.280 4.45 2.8923 3.77 o.320 4.54 3.9972 3.97 

0.260 4.40 2.4359 3.65 o. 340 4.59 4.6625 4.06 

0.240 4.35 2 .0344 3.51 o.360 4 .6J 5.4166 4.14 

0.220 4.30 1.6821 3.33 0.380 4.68 6.2723 4.22 

0.200 4.24 1.3741 3.07 0.400 4.72 7 .2448 4.Zl> 

0.180 4.18 1.1062 2.52 0.420 4.76 8.3525 4.36 

0.440 4.81 9. 6180 4.43 

0.460 4.85 11.06914 4.50 

COMPOS!ClON DB LOS ELECTROL!TOS 

Concentraciones Molares 

Fase: ALFA ZETA BETA PI GAMA EPSILON 

Caq>oiiente 1 0.0400 0.0400 0.0250 
(0.0200) 

2 0.04956 
3 0.03097 0.01 

(0.02478) 

6 0.05496 0.05496 0.06453 0.09993 0.10590 0.02 
(0.14490) (0.14967) 

r/2 0.01 0.049;6 0.01 0.03097 

¡fl 4.24 4.24 3.07 4.54 3.97 J.59 
(4.72) (4.29) 

IM 0.200 0.320 
(0.400) 
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binación de beta-alaninio, amonio y cloruro. A continuación se ilustra 

el procedimiento de obtención del gel ácido a partir del auxiliar por 

electroforesis. 

FOLtKERIZ\CION PJtEELEC'IKlFQRESIS Jl,fC'l'RlfORE.S IS 

Cm ponen tea ··" •l•ctrolito Q:iaponentee pH electrolito Cccponente1 PH electrolito 

111, IOll • Acetato 
5,6 ,. 5.6 t•-o. <1.24 • HCl HCl 'Beta-ala, 

Mil Beta-ala, k•tato 
8,46 y' 3.10 ,, = s 4.24 t 

HCl HCl Beta-ala. 

NIJ Beta-ala. 1'Cetato 

9,06 B' J,99 f;' =y 4,54 ' HCl HCl Beta-ala, 

• 
Beta-ala. Beta-ala. HCl 

J,59 •'. 3.59 a 1 : e Beta-ala, 
3,59 ' l!Cl HCl 

Mlc.:MCION DEL FRENTE • MIGRACION DII. FRENTE t 

• Cambio do catolito y arlicaci6n da las muestras. 

ta posición de un estándar del péptido ºA" de la insulina 

tetra S-sulfonado, en un gel de 10\ T, 5\ C, obtenido por preelectro

forésis del gel auxiliar fué la misma que la que se obtuvo en un gel 

de poliacrilamida de la misma concentración de monómeros polimerizado 

en medio básico. 

Los resultados observados de migración del tetra S-sulfonato 

del peptido "A" de la insulina se ilustran en la figura 12. Según es

tos resultados la movilidad del péptido es la misma a pH 4.54 que a pH 

4.24 para una misma concentración de monómeros; es decir que aparente-
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mente no se observa un cambio apreciable en su estado de ionización a 

estos dos valores de pH. Sin embargo, el pH del electrolito si afecta 

la velocidad del frente de migraci6n cuando se trata de la electrofo

résis en el sistema discontínuo de electrolitos, según lo demuestra 

la separación del péptido del frente de migración PI-GAMA en un gel 

de 8\ T, 5\ e, en tanto que el péptido permanece en el frente de mi

gración ZETA-BE'IA en un gel de la misma concentración de monómeros y 

fuerza i6nica. De este gráfico se deduce que el péptido tetra 5-sul

fonado migra con el frente ZETA-BETA en geles de concentraciones de 

rnonómeros inferiores a 7% T, S\ e, y que para separarlo del frente 

PI-GAMA conviene utilizar geles de 8 a 17\ T, 5\ e (0.2 <'Rf < 0.8). 

Al estudiar la separación de los componentes de algunas PºE. 

cienes enriquecidas en péptido 11 A11 no se detectaron péptidos de mayor 

movilidad que el péptido "A"; sin embargo se detectaron algunos pápt.!_ 

dos (un número variable que depende del origen de la muestra) de me

nor movilidad, que abandonan el frente ZETA-BETA en un gel concentra

dor de 6\ T, 3\ e, pero permanecen el frente en un gel de 4\ T, 15\ c. 

Este sistema de electrolitos admitió hasta 100 µl de muestras de 1 a 

2.5 µg/µl de páptidos por carril de 0.75 x 8 mm sin que se observara 

ningún efecto adverso en la separaci6n. 
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Los resultados obtenidos en la separación analítica de las 

porciones enriquecidas en el péptido 11 A11 por electroforésis en el si~ 

tema de electrolitos acetato, cloruro, beta-alaninio, sugirieron la 

posibilidad de aprovechar el empacamiento selectivo de este péptido 

en la frontera móvil ZETA-BETA, para su aislamiento con fines prepar~ 

tivos. Para demostrar esto se utilizó un electrolito BETA capaz de 

producir un electrolito ZETA de plf 4.24 y fuerza iónica 0.01. Como m!:_ 

dio anticonvectivo se usó un gel de dextrano (Sephadex G-100), el cual 

se equilibró con el electrolito BETA y se empacó dentro del tubo del 

aparato esquematizado en la figura 7 •. El procedimiento seguido en la 

electroforésis preparativa de frontera móvil (empacamiento hasta el e!_ 

tado estable) de una porción de péptidos enriquecida en el péptido ºA", 

en el gel granular, se describe en le anexo Ie. 

La porción del gel granular que contenía al frente de migr.!_ 

ción se deposit6 sobre una columna de permeaci6n en gel (Bio-Gel P-2) 

con el fin de reemplazar el disolvente original por una solución dilu 

ída de acetato de amonio de pH 4. Se colectaron varias fracciónes de 

la elución de esta columna y se liofilizaron para estudiar su compos_! 

ci6n por cromatografía en fase líquida sobre un soporte apelar. Las 

condiciones de elución se basaron en las consideraciones presentadas 

en la parte teórica de la tesis; sin embargo, su implementación para 

resolver este problema particular no forma parte de este trabajo. Los 

análisis se realizaron con un cromatógrafo de líquidos (Spectra-Phy-

sics SPSOOOB) 

con µBONDAPAK 

en un cartucho de compresión radial Radial-PAK empacado 
o C18 (Waters), a 24 e, con una elución en gradiente li-

neal de las siguientes características: 

tiempo (min) 

o.o 
2.0 

16.0 
20.0 
22.0 

Acido trifluoroacético 
al 0.1\ v/v en agua. 

100\ 
100\ 
60\ 
60\ 
o 

Acetonitrilo 

o 
o 

40\ 
40\ 

100\ 
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Los componentes eluídos se detectaron por absorbancia a 280 

nm (Spectra-Physics SP8400). La forna en que se trazaron los cromato

grarnas no permitió establecer una escala de unidades de absorbancia. 

Eh la figura 13 se muestran los cromatogramas correspondientes a alg.!!, 

nas de las fracciones colectadas de la columna de permeación en gel. 

Eh la fracción #3 se observa la presencia de un_componente con un ti

empo de retenci5n similar (876 seg) al del tetra 5-sulfonato del pép

tido "A" de insulina porcina (836 seg). 

Una alícuota de la fracci5n correspondiente al pico de t = 
r 

876 seg se analiz5 por electroforésis en gel de poliacrilamida en me-

dio básico, junto con una alícuota de la fracción del estándar eluída 

del cromatógrafo, y en presencia de muestras de 0.5, 2, 5, 10 y 20 µg 

del mismo estándar sin cromatografiar. El resultado se muestra en la 

figura14. En todos los carriles se observa el mismo patr5n de migra

ción. 

Para comprobar la reproducibilidad del aislamiento por eleE_ 

troforésis del péptido que demostró tener cierta identidad con el péE_ 

tido "A11 de lci insulina, se equilibró nuevamente el gel granular con 

el electrolito inicial (BETA) y se proceso otra muestra de péptidos de 

cianogenólisis, enriquecida en el péptido 11 A", en las mismas condicio

nes de electroforéSis. Los componentes presentes en el frente de migr~ 

ción se recuperaron del gel granular usando la columna de permeación 

en gel y se recogieron algunas fracciones eluídas alrededor del volú

men de elución del péptido "A". Fn estas fracciones se observó la pre

sencia de un componente con el mismo tiempo de retención en cromatogr~ 

fía en fase líquida que el de un estándar del péptido "A" de la insul_!:. 

na porcina (de la misma composición que el pétido "A" de la insulina 

humana). Eh la figura 15 se comparan los cromatogramas obtenidos para 

el péptido de origen bacteriano solo y adicionado de una pequeña cant_!:. 

dad del péptido de la insulina porcina. Las alícuotas correspondientes 

a los picos del péptido bacteriano, lo mismo que las correspondientes 

a los picos de los estándares cromatografiados de origen porcino y bo-
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vino, se sometieron a análisis de aminoácidos. Los resulta~os de com

posición de aminoácidos se resumen en la tabla III. 

Los aminogramas obtenidos para los estándares del péptido 

"A" de origen porcino y bovino presentan diferencias claras que coi!!_ 

ciden fielmente con sus diferencias de composicjón; es decir que el 

análisis de aminoácidos es sensible a la diferencia de un aminoácido 

en la composición del péptido ºA". Por otra parte, los aminogramas 

correspondientes al péptido de origen bacteriano solo y adicionado 

del estándar del péptido ºA" de la insulina porcina son prácticamente 

indistinguibles entre sí, y estos a la vez son indistinguibles del a

minograma del est!ndar del péptido "A" de la insulina porcina solo. 

Finalmente, considerando las condiciones de hidrólisis, se concluye 

que la composición de aminoácidos del péptido de origen bacteriano 

coincide con la esperada para el péptido "A" de la insulina humana. 
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e IO e IO 12 % T ..._--i.._..... ---+ 12 °lo T ...___...._..... --+ 

0.2 

0.4 

0.6 

""' 
o.e 

FRENTE re MIGRACION 
1.0 

RM ll,ZETA)•0.20 ------------

" FRENTE DE MIGRACION 

log Rt 
RMll,Pil•0.~2 

Figura 12. variación del log Rf en función de la concentración de nonó

meros (\T) en la electroforésis en gel de poliacrilamida en el sistema 

de electrolitos acetato, cloruro, beta-alaninio, para el péptido 11 A11 de 

la insulina, tetra s-sulfonado. Los valores de Rf est~n referidos al 

* frente de migración y se calcularon como el cociente del Rf del paptido 

"A" en los electrolitos (A) ?.E'll\ y (B) PI, con respecto a la posición 

de migración del azul de bromofenol, entre el Rf del péptido "A~ rcfer! 

do al frente de migración (A) ZE'lll-BE'll\ y (B) PI-GAMA. En todos los ge

les la proporción del monómero entrecruzador fué de si c. 
(A) Electrolito 2'E'll\ pé = 4.24 RM (1, ZE'm) = 0.20 

~ (B) Electrolito PI pH = 4.54 RM (1, PI)= 0.32 
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Figura 13. Cromatogramas de algunas fracciones de la columna de permea

ción en gel, liofilizadas y redisueltas en 500 µl de solución de ácido 

trifluoroacético al 0.01\ v/v. Las condiciones de la cromatografía y el 

equipo'usado se describen en el texto. Fn todos los casos se inyectaron 

100 µl de muestra. 

(A) Acido trifluoroacético al 0.01\ v/v. 

(B) Fracción #3 de la columna de permeación en gel. 

(C) Fracción #5 

(D) Fracción #7 

(E) Fracción #7 (50 µl) adicionada de 5 µg de un estándar del péptido 

A(sso;> 4• 

(F) Fracción #10 de la columna de permeación en gel. 
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Figura 14. Placa de electroforésis analítica en gel de poliacrilamida 

de 15\ T, 5% e, urea 45\ p/v, en un electrolito de 'l'ris y ácido bórico 

de pH B.66, a fuerza iónica 0.02. 

carriles 11 2, 3, 4 y 5: 0,5, 21 51 10 y 20 µg respectivamente, del 

péptido A(Sso;i 4 de insulina porcina. 

carril 6: P~ptido A(Sso;> 4 de insulina porcina, cromatografiado. 

Carril 7: sin muestra. 

carril 8: Pico de elución de B76 seg de tiempo de retención en cromat~ 

grafía en fase líquida correspondiente a la fracción #3 de la columna 

de permeación en gel. 

66 

carriles 9 y 10: .Picos de elución de 926 seg y de 956 seg de tiempo de 

retención en cromatografía en fase líquida correspondientes a las frac

ciones 5 y 7 de la columna de permeación en gel, respectivamente. 
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"· •. 

A B e D 

Figura 15. Cromatogramas correspondientes a: 

(A) 10 µg de un estándar del péptido "A" de la insulina bovina, tetra 

s-sulfonado. 

(B) 10 µg de un estándar del péptido "A" de la insulina porcina, tetra 

s-sulfonado. 

(C) alícuota del péptido de origen bacteriano aislado por electroforésis. 

(O) misma alícuota, adicionada con 1 µg de un estándar del péptido "A" 

de la insulina porcina, tetra s-sulfonado. 

Las condiciones de eluci6n y el equipo utilizado se describen en el texto, 
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COMPOSICION DE AMINOACIDOS 

( A ) ( e l ( D ) 

Obtenida Esperada Obtenida Esperada Obtenida Esperada 

ASP 2.0 2 2.0 2 2.0 2 

'lllR 0.93 0.92 

SER 1. 93 2 1.98 2 2.30 2 

GLU 3.66 4 3. 72 4 3.70 4 

PRO o.os 
GLY 1. 06 1.07 1 1.13 

ALA O.BB 1 

1/2 CYS 1.46 4 1. 49 4 2.06 4 

VAL 1.09 2 0.43 0.40 1 

MET 

ILE 0.17 0.68 2 o. 75 . 2 

LEIJ 1.66 2 1. 57 2 1. 75. 2 

'lYR 1.57 2 1. 61 2 1. 56 2 

Tabla III. Resultados de los análisis de aminoácidos de tres muestras 

del peptido "A" de la insulina, tetra s-sulfonado, correspondientes a 

los picos de los cromatogramas A, C y D de la figura 15. 

(A) Péptido "A" de la insulina bovina. 

(C) Péptido de origen bacteriano aislado por electroforesis y purific.!!_ 

do por cromatografía en fase líquida. 

(D) Peptido de origen bacteriano aislado por electroforesis al que se 

añadió 1 µg de un estándar del péptido 11 A11 de la insulina porcina como 

estándar cromatográfico, purificado por cromatografía en fase líquida. 
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6. / CXlOCLUSIOt:ms. 

Los estudios de solubilidad de las proteínas de la cepa bacteri~ 

na hiperproductora de la proteína híbrida "A''. se _aprovecharon para desarr~ 

llar un procedimiento de solubilizaci6n selectiva que permitió preparar 

una porción enriquecida hasta el 60\ p/p de la pro.tel'.na híbrida. Esta por

ción enriquecida se utilizó como la muestra de partida para los estudios 

de la purificación de la proteína híbrida. Dadas las características de 

solubilidad de esta proteína, los estudios de purificación se limitaron a 

la electroforésis en gel de poliacrilamida y la permeación en gel, ambos 

en presencia de dodecilsulfato de sodio (DSS). De los resultados obtenidos 

se concluyó que por electrof ·résis se pueden purificar algunos miligramos 

de la proteína híbrida hasta una pureza mejor que 95\ p/p, en un tiempo r.!: 

lativamente corto (4 a 6 horas). Los principales inconvenientes del m~todo 

son su complejidad en comparación con los métodos usuales de cromatografía 

en columna y los gastos de operación relativamente elevados para un proce

so a mayor escala. La permeación en gel en cambio permite conseguir solo· 

un enriquecimiento parcial de la proteína híbrida si se recupera su recu

peraci6n total, ya que solo a costa de una recuperación incompleta se pue

den obtener porciones sustancialmente enriquecidas (más de 90\ p/p) en la 

proteína híbrida. La ventaja de este método es que puede escalarse facil

mente para procesar algunos gramos de proteínas (1 a 5 g) en columnas de 

dimensiones modestas (10 a 20 cm de diámetro por 150 cm de largo). 

La resoluci6n de los péptidos de bromuro de cian6geno de la be

ta-galactosidadsa, por electroforésis en gel de poliacrilamida en presen

cia de oss, con el ~istema de electolitos glicinato, cloruro, amediol se 

aprovechó para estudiar la influencia de las proteínas presentes en la 

porción enriquecida en proteína híbrida, sobre la factivilidad de detec

ci6n del péptido "A" de la insulina humana entre los péptidos de cianoge

n6lisis, y para comparar los productos de cian6lisis de la proteína híbr!_ 

de purificada con los de la beta-galactosidasa. Uno de las posibles aplic~ 

cienes de este método es el estudio de la eficiencia de las reacciones de 

cianogen6lsis y sulfitólisis oxidativa de la.beta-galactosidasa en términos 

de los péptidos esperados de acuerdo con su secuencia de aminoácidos, 
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La observación de algunos péptidos de cianogenólsis, de mayor talla que 

los esperados, obtenidos tanto para la beta-galactosidasa como para una 

muestra de l.a proteína híbrida purificada indicó la posibilidad de una 

ruptura.incompleta en las condiciones utilizadas. La distribución de los 

péptidos producidos por cianogenólisis de porciones parcialmente enriqu~ 

cidas en proteína híbrida se usó como elemento de ~omparación entre las 

diversas preparaciones de proteína híbrida·. Por medio de este método se 

obtuvo la primera evidencia da la presencia de un componente de un comp~ 

nente de la misma movilidad que un estándar del péptido "A" de la insul! 

na, en una proporción de 0.5 a 1.0 µg por SO µg de péptidos, una canti

dad muy próxima al .límite de detección del método más sensible para su 

detección en Un gel de 0.75 X 8.0, en muestras ae un tamaño cercano al 

límite de resolución de al electroforésis en gel de poliacrilamida. 

La necesidad de condiciones más selectivas para la separación 

del péptido "A" condujo a la introducción del sistema de electrolitos b~ 

·rato, cloruro, tris-amonio. La observación de una movilidad inexplicabl~ 

mente elevada del péptido 11 A11 en presencia del ión borato determinó la 

conveniencia de usar un electrolito contínuo para investigar rutinaria

mente la composición de las preparaciones enriquecidas en el.péptido 11J\" 

por electroforésis en gel de poliacrilamida. En estas condiciones se o~ 

servó un componente claramente resuelto presente en una proporción de 

1 a S\ de los pépptidos, dependiendo de la preparación, caracterizado por 

valores de Rf-\T idénticos a los de un estándar del péptido 11 J\11 de insu

lina bovina, tetra s-sulfonado. Otro resultado interesante fué la obser

vación de patrones de separación de porciones enriquecidas en el péptido 

_ "A" (péptidos solubles a pH 4, y fuerza iónica 0.01) producidos por sul

fitólisis y cianogenólisis de una porción enriquecida en proteína híbrida, 

similares a los observados para otras porciones enriquecidas producidas 

invirtiendo el orden de las reacciones, para una misma porción enriquec!_ 

da en proteína híbrida. Sorprendentemente, los patrones de separación de 

eStas muestras resultaron poco diferentes a los correspondientes a los 

producidos por cianogenólisis y sulfitólisis de una preparación de protef 

na híbrida considerablemente pura. 
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Los resultados anteriores condujeron al estudio q~! ª!~!~m!~n~Q 

del péptido "A" de la insulina a partir de muestras enriqu<;qj,qª~' ql;¡l;~nA"" 

das por s~lfit61isis seguida de c:iamgenóliois:de una porciqn e1g:i,qq<;ql,q'! 

en proteína híbrida preparada por un procedimiento más simple y rápido, 

que consiste en precipitar selectivamente a la proteína híbrida por dil!:!, 

ción del extracto protéico en cloruro de guanidinto, redisolv~~ +ª por~ 
ción insoluble para llevar a cavo la sulf it6lisis y f inalment;e e!l,m!nar 

las sales y algunos péptidos de bajo peso molecular. 

Para conseguir el aislamiento selectivo del péptido "A" t'ªt~a 

S-sulfanado se aprovechó su punto isoeléctrico desusualmente bajo. El sis 

tema de electrolitos diseñado para este fín permite procesar mu~stras de 

péptidos considerablemente mayores (10 veces) a las usuales para electro

forésis en gel de poliacrilamida, ya que solo participan en la separaci6n 

los componentes de punto isoeléctrico menor a 4.2. La propiedad del pép

tido "A" s_sulfonado de migrar junto con la frontera móvil ZETA-BETA en 

este sistema de electrolitos se aprovechó con fines prepara~ivqs q;slando 

a los componentes de la porción enriquecida en el péptido 11 A11 concentra

dos en la frontera móvil en un gel granular como medio anticonvectivo. 

Por diversos procedimientos se comprobó que la gran mayoría del material 

peptídico recuperado de la región del gel donde se localizaba la frontera 

móvil correspondía al péptido "Att de la insulina humana 

La afirmaci6n de que el péptido aislado por electroforésis pre

parativa es precisamente el péptido 11A 11 de la insulina hllll\ªnª ~'ª Q?-~ª ~p 

los siguientes elementos: 

1) En la muestra de péptidos de cianogen6lisis d~ qn0 ~Qrg!9P 

enriquecida en proteína híbrida, por electroforésis analítica en gol de 

poliacrilamida en presencia de DSS, se observa la presencia de 1,1n compo

nente que comigra con un estándar del péptido 11A11 de insulina bovina. 

2) En una muestra enriquecida en el péptido "A", por electro

forésis analítica en gel de poliacrilamida en medio básico, se observa 

la presencia de un componente cuya movilidad es idéntica a la de un es

tándar del péptido "A" para varias concentraciones de acrilamida. 

3) En la misma muestra, por electoforésis analítica en gel de 

poliacrilamida en medio ácido, se observa la presencia.de un componente 
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cuya movilidad es idéntica a la del mismo estándar para varias concentra

ciones de acrilamida. La importancia de esta prueba radica en la poca pr~ 

babilidad de.que otos componentes de la muestra posean las mismas caracte 

rísticas de talla molecular y de carga neta en las condiciones (medio áci 

do) en las que ocurre la separación (hacia el ánodo). 

4) En la reducida fracción de los péptidos de cianogenólisis, 

concentrados por electroforésis hacia el ánodo en medio ácido, se aisló 

un componente por permeación en gel, en una fracción congruente con la 

talla molecular del péptido 11 A"; el cual además se caracterizó por un tie!!!, 

po de retención similar al de un estándar del péptido 11 A" de insulina por

cina, por cromatografía en fase líquida sobre un soporte apelar. 

5) La fracción que contenía al componente cuyo tiempo de reten

ción fué similar al del estándar del péptido "A" en cromatografía en fase 

líquida, se analizó por electroforésis analítica en gel de poliacrilamida 

en medio básico, junto con un testigo del péptido "A" de insulina porcina 

recuperado del cromatógrafo,,·,- y - cantidades variables del mismo estándar 

sin cromatografiar. Se comprobó que la fracción mencionada contenía solo 

un componente cuya migración coincidió con la de los estándares indicados. 

6) Se determinó la composición dd aminoácidos de una alícuota 

de la fracción que contenía al péptido bacteriano del mismo tiempo de re

tención en cromatografía en fase liquida que el péptido "A" de insulina 

porcina. El análisis se repitió adicionando una pequeña cantidad del es

tándar. Los resultados indican que se trata de un solo péptido cuya com

posición de aminoácidos coincide con la del péptido "A" de la insulina 

humana. El aminograma obtenido para esta muestra es indistinguible del ob 

tenido para la misma muestra adicionada del .estándar del péptido "A" de 

insulina porcina, cuya composición de amino~cidos es idéntica a la del 

péptido "A" de la insulina humana. 



7, 1 , l\NEID l. ProCEDIMIEN'IOS. 

7.1.1. l\nexo la. 

PRIMER ProCEDIMEN'IO USJ\00 Pl\Rl\ OBTENER UNJ\ PORCION 

ENRIQUECIDJ\ EN PR)TEINJ\ HlBRIDl\, 
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Se suspendieron 20 g de bacterias (paquete celular húmedo) 
• en 30 ml de solución de lisis y se sonicaron (Soniprep 150 MSE) a la 

máxima potencia en un baño de agua con hielo, en seis intervalos de 

20 seg con interrupciones de 40 seg. 

El lisado celular se centrifugó a 15 000 rpm durante 15 min 

(Sorvall SS-34) y se resuspendió el precipitado en 40 ml de una solu

ción de cloruro de guanidinio 6M y 2-mercaptoetanol al 1 \ v /v, agi.ta!!_ 

do vigorosamente durante 2 h. La suspensión se centrifugó a 30 000 rpm 

durante 60 min (Beckman Ti-30) y se recuperó el sobrenadante para dia

lizarse con dos cambios de 4 l de agua destilada en una bolsa de dialí 

sis Spectrapor 6 con un límite inferior de retención de SO 000 daltons. 

El dializado se centrifugó a 10 000 rpm durante 10 min (Sor

vall SS-34) y se recuperó el precipitado que constituye la porción en

riquecida en prot~ína híbrida. 

* Solución de lisis. 
o Tris o. 2M pH 7.6 a 4 c. 

l\Cetato de magnesio 0.02M 

Glicerol 5 i v /v 
2-mercaptoetanol 0.01M 
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7.1.2. l\ NE XQ I b. 

PRIMER PFOCEDn!IEN'IO USADO PJ\RA LIBERAR Y PROTEGER 

l\L PEPTIDO "A" DE Ll\ PROTEINl\ HIBRIDl\. 

Se disolvió 1 g de la porción enrique~ida en proteína hÍbr.!. 

da liofilizada, en 25 ml de solución de ácido fórmico al 70\ p/v, y se 

le adicionaron 1.3 g de bromuro de cianógeno, dentro de un matraz con 

tapón esmerilado y cubierto en su exterior con papel aluminio. La mez

cla de reacción se dejó agitando durante 16 h a temperatura ambiente. 
I 

Al cabo de este tiempo se conectó el matraz de reacción a un evapora-

dor rotatorio conectado a un vacío de 20 a 30 mm de Hg durante las pr! 

meras 4 h, y a 100 µrn de Hg hasta sequedad. Les vapores se retuvieron 

en una trampa de condensación con hielo seco en acetona. 

El resíduo sólido se disolvió en SO ml de cloruro de guanid.!. 

nio BM, pH B.O con tris 0.2M y se le añadieron 1 g de tetrationato de 

sodio y 2g de sulfito de sodio (anhidro). La mezcla se dejó reaccionar 

a temperatura ambiente con agitación vigorosa. l\l cabo de 24 h se le 

añadió al producto de reacción suficiente solución de ácido acético 1M 

para ajustar el pi! de la solución a 5 y se dializó con tres cambios de 

2 1 (cada 8 h) de solución de acetato de amonio 0.01M ajustada a pH S 

conácido acético 1M en una bolsa de acetato de celulosa benzoilada 

(Sigma NO. 0-7884) con un límite superior de difusión de 2 000 daltons. 

El dializado se centrifugó a 10 000 rpm durante 15 min (Sor

vall SS-34) y se recuperó el sobrenadante que constituye la porción eE_ 

riquecida en el péptido "A" de la insulina. 



75 

7. 1 • 3. A N E X O l: c. 

PIDCEDIMIEN'IO DESARROLLADO PARA MEJORAR EL ENRIQUEx:IMIEN'IO 

DE LA PROTEINA HIBRIDA. 

Se suspendieron 100 g de bacterias (paquete celular húmedo) 

en 100 ml de solución de lisis para sonicarse en las condiciones des

critas en el anexo Ia. La porción soluble del lisado celular se resus 

pendió 100 ml de solución de cloruro de guanidinio 8M y 2-mercaptoet~ 

nol al 1\ v/v para centrifugarse a 18 000 rpm durante 30 min (Sorvall 

SS-34). El sobrenadante se recuperó junto con el sobrenadante obteni

do al centrifugar en las mismas condiciones el precipitado anterior 

en SO ml de solución de cloruro de guanidinio GM, 2-mercaptoetanol al 

H v/v y Tris 0.1M de pi! 7.2. 

Los sobrenadantes combinados (150 ml) se dializaron durante 

24 h con 450 ml de agua destilada recién hervida, en una bolsa de diá 

lisis Spectrapor 6 con un límite superior de difusión de 50 000 dal. 

El dializado se centrifugó a 10 000 rpm durante 20 min (Sorvall SS-34) 

para recuperar el precipitado (10 g peso húmedo), el cual constituye 

la porción enriquecida en proteína hffirida; éste se resuspendió en 200 

ml. de agua recien hervida y 2-mercaptoetanol 0.01M para eliminar el 

resto de cloruro de guanidinio por centrifugación (descartando el so

brenadante). En algunos casos la porción enriquecida en proteína hí

brida se resuspcndió en 20 ml de agua recién hervida, con 0.01M de 

2-mercaptoetanol, para dializarse con agua destilada recién hervida, 

con tris 0.01M a pH 7.2 y finalmente liofilizarse. 
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SlLFIIDLISIS OXIDATIVA Y CIAN:>GEtoLISIS. 

A una muestra de 1 g de proteínas disueltas en 25 ml de so

lución 6M de cloruro de guanidinio a pH a. O (Tris 0.1M), se adiciona

ron sucesivamente, a intervalos de 15 min, 0.5 g de tetrationato de 

sodio, 2 .O g de sulfito de sodio y O. 5 g de tetrationato de sodio otra 

vez. La mezcla se dejó reaccionar durante 24 h con agitación, a tempe

ratura ambiente. El producto se dializó exhaustivamente con agua dest!_ 

lada en una bolsa de diálisis Spectrapor 6 con un límite superior de 

difusión de 50 000 daltons. 

El dializado se evaporó a presión reducida, a temperatura 

ambiente, y se redisolvió el resíduo sólido producido en 80 ml de á

cido fórmico concentrado. A esta solución se le adicionaron 20 ml de 

una solución de ácido fórmico al 10\ v/v y bromuro de cianógeno al 

1oi p/v. La mezcla se agitó protegida de la luz, durante 16 ha tem

peratura ambiente. El producto se diluyó con tres volúmenes de agua 

destilada helada y se evaporó inmediatamente a presión reducida, a 

temperatura ambiente. 

CIAtOGEOOLISIS Y SULFITOLISIS OXIDATIVA. 

A una muestra de 1 g de proteínas disueltas en 80 ml de á

cido fórmico concentrado se le adicionaron 20 ml de solución al 10\ 

v/v de ácido fórmico y al 10\ p/v de bromuro de cianógeno. La reacción 
1 • 
transcurrió en las condiciones indicadas y el producto se diluyó con 

trs volúmenes de agua helada y se concentró hasta el volúmen original 

por evaporación a presión reducida, a temperatura ambiente. JU conce~ 

trado se le añadieron tres volúmenes de agua helada para después con

gelarse y liofilizarse. 

El liofilizado se redisolvió en 25 ml de solución 6!1de el!?_ 

ruro de guanidinio a PH B.O (Tris 0.1M). La reacción de sulfitólisis 
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7.1.S.ANEXO Ie. 

ELECTROFORESIS EN GEL DE !'OLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE DSS 

PARA PROTEINAS DE E. coli, 

Se forma un gel de acrilamida y bis-acrilamida compuesto por 

un gel separador (gel inferior) y un gel concentrador (gel superior), 

Las muestras disueltas en una solución desnaturalizante se aplican en

tre el gel superior y el catolito (electrolito superior). 

Les electrolitos del gel separador (electrolito GAMA) y del 

gel concentrador (electrolito BETA) producen por electroforésis otros 

electrolitos de composición diferente, de fuerza iónica 0.01 (PI y Z! 
TA respectivamente), Los electrolitos concentrados deben diluirse 1:4 

para obtener las concentraciones mencionadas, o en una proporción di

recta para obtener electrolitos de la fuerza iónica deseada. 

SOLUCIONES CONCENTRADAS, 

Eleotrolito superior 
100 ml 4x pH B.90 

Electrolito BETA (gel sup.) 
100 ml 4x pH 7.82 

Electrolito GMll\ (gel inf, )" 
100 ml 4x pH B. 74 

El.ectrolito inferior 
100 ml 4x pH B.10 

Solución de acrilamida 
100 ml 40\ T, 3\ C. 

PREPARACION DEL GEL. 

Tris 0.24M 
Glicina 0.24M 

Tds 0,SS16M 
Ac. clorhídrico O. 307SM 

Tris 0,9320M 
Ac. clorhídrico 0.1633M 

Tris O, 20M 
Ac. acético 0.10M 

Acrilamida 
Bis-acrilamida 

3\ e 

Agua 

4\ T 

1.so ml 
2.50 ml 

S\ T 7\ T 

3.7S ml 3.2S ml 

9\ T 11 \ T 

2.1s 1n1 2.2s mi 
tlect, BE'D\ 
Elect. GAMA 
Sol. de acrilarnida 
Sol. de DSS ( 100 mg,lml) 
Sol. de persulfato (100 mg/ml) 
TEMED 

--. 
S.O ml. S.o ml S.O ml 

o.so ml · 1.2s ml 1 •. 7S ml · 2;2S ml so µ!•. •• •'· :::.o:; · ... .-.; .. 

so µl 100 ~i ; 80 µl• 60 µl 
s µ1 10.µ1 io µl · 10 µl 

· s.o ml 
2.75 ml 

40 µl 
10 µl 
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PREPARACION DE LA MUESTRA. 

La muestra libre de sales se disuelve en el electrolito BETA 

diluído 1 :2, en concentraciones entre 0.2 y 2.0 µg/µl de proteínas. Se 

adiciona un décimo del volúrnen de la muestra de una solución de DSS al 

10\ p/v y 2-mercaptoetanol (opcional) hasta una concentración de 1\ 

v/v. La muestra se calienta a eaº e durante 10 min. 

·Antes de aplicar la muestra se mezcla con un volúrnen igual 

de solución de sacarosa al 10\ p/v, con azul de bromofenol y/o rojo de 

fenol al 0.01\ p/v. Las muestras aplicadas deben contener entre 10 y 

SO µg de proteína por carril de 10 x 0.75 mm, en volúmenes de 20 a 100 

µl. cuando se dispone de muestras concentradas (más de 1 µg/µl) se pu~ 

de formar un solo gel hasta los carriles con el electrolito GAMA, pre

parar las muestras como se indicó y aplicarlas en volúmenes pequeños 

(10 a 20 µl por carril). 

CONDICIONES DE ELEX::TROFORESIS, 

La·electroforésis se empieza a 50 volts constantes hasta la 

entrada de toda la muestra al gel concentrador y posteriormente a 10 

mA constantes hasta el paso del frente de migración al gel inferior. 

La separación de los componentes en el gel inferior se realiza a po

tencia constante entre 2 y 5 watts, hasta que el frente de migración 

se aproxima al borde del gel (entre 90 y 40 min). 
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7.1.6. ANEXO If. 

ESTA TESIS NO BtBE 
Wll DE U il~úlTECf 

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE DSS 

PARA PEPTIDOS DE 2 000 a 100 000 DALTONS. 

El pricipio del método es el mismo que el descrito para pro

teínas de E. coli, en el anexo If. 

'SOLUCIONES CONCENTRADAS 

Electrolito superior Amediol 0.1650M 
100 ml 4x pH 9.32 Glicina 0.1440M 

Electrolito BETA (gel sup.} Amediol 0.2057M 
100 ml 4x pH 7.89 Ac. clorhídrico 0.1845fl 

Electrolito GAMA (gel inf.} Amediol 0.3254M 
100 rol 4x pH 9.09 Ac. clorhídrico 0.1153M 

Electrolito inferior Amediol 0.20M 
100 rol 4x pH 8.90 Ac. acético 0.10M 

Solución de acrilamida 40\ Acrilamida 38\ p/v 
100 rol 40\ T, 5'!. C Bis-acrilamida 2'!. p/v 

Solución de acrilamida 10\ Acrilamida 9. 7'!. p/v 
100 rol 10\ T, 3% C Bis-acrilamida 0.3% p/v 

PREPARACION DEL GEL 3\ c sic 
~ _fil_! .1QU .J1.Ll .l!Ll 

Agua 3.0 rol 2.5 ml 2.0 ml 1.s rol 
Elect. BETA s.o ml 
Elect. GAMA 5.0 rol 5.0 ml 5.0 ml 5.0 ml 
Sol. de acrilamida 10'!. T s.o ml 
Sol. de acrilamida 40\ T 2.0 rol 2.5 ml 3.0 ml 3.5 ml 
Sol. de DSS (100 mg/ml} 75 µl 
Sol. de persulfato (100 mg/ml) 50 µl so µl 45 µl 40 µl 35 µl 
TEMED 5 µl 5 µl 5 µl 5 µl 5 µl 

PREPARACION DE LA MUESTRA Y CONDICIONES DE ELECTROFORESIS. 

El procedimiento para la preparación de las muestras es el 

mismo que el descrito en el anexo If. Se recomiendan las mismas cond,!. 

cienes de electroforesis que las del mismo anexo. En las mismas cond,!. 

cienes de electroforésis, el frente electroforético de este sistema 

de electrolitos migra a una cierta posición aproximadancnte en 2/3 

del tiempo observado con el sistema de electrolitos del anexo If. 



7. 1 • 7. l\ N E X O I g. 

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLil\CRILAMIDl\ Pl\Rl\ PEPTIDOS DE 

BROMURO DE Cil\NOGENO EN UN ELECTROLITO CONTINUO. 

so 

El electrolito contínuo Tris-~cido J:torico 0.0486M-0.0443M 

(fuerza iónica 0.01), de pH 8.66, corresponde al electrolito ZETA 

que se produce por electroforésis con el ?istema de electrolitos bo~ 

rato, cloruro, Tris-amonio, a patir de un electrolito BETA de Tris

HCl 0.0648M-0.0605M, de pH 6.99. En el gel se incorpora urea a conce!l 

traciones entre 6 y 8M. La urea, la acrilamida y la bis-acrilamida se 

pesan y se disuelven al momento de preparar el gel. 

Experimentalmente se observa que conviene realizar la sepa

racióil de los péptidos de bromuro de cianógeno a una fuerza iónica ro.e_ 

yor a 0.02. Por otra parte, para que la separación ocurra en un tiem

porazonable y se evite un calentamiento excesivo conviene que la fue!. 

za iónica sea menor a O.OS. 

PREPl\Rl\CION DEL GEL 

Electroli to ZETA (r /2 = 0.1) H3Bo3 
0.443M 2.74 g 

100 ml 10x pH 8.66 Tfis 0.486M 5.89 9 

5, e 
12\ T 13\ T 14\ T 15\ T 

Bis-acrilam. 0.072 g 0.078 9 0.084 g 0.090 q 
llcrilamida 1. 3~8 9 1. 482 g 1.596 g 1. 710 q 
urea 5 g 5 g 5 9 5 9 
Elect. ZETA 3 ml 3 mlo 3 ml 3 ml 
ligua Se afora con agua destilada a 12 ml. 
Sol. de persulfato (100 mg/ml) 50 µl · 50 µl · 50 µl. so· µ1 
TEMED 10 µl 10 µl. .10 µl 10 .µl 
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PREPARACION DE LA MUESTRA. 

La muestra libre de sales se disuelve en el electrolito 

ZETA diluído 1:10 con una solución de urea BM, azul de bromofenol y 

rojo de fenol al 0.01% p/v, en concentraciones de 2 a 5 mg de pépti

dos por ml de solución. Las posibilidades de comparar las bandas de 

los distintos carriles entre sí son máximas cuando se aplican entre 

20 y 40 ~g de péptidos por carril de 0.75 x 10 mm. 

CONDICIONES DE ELECTROFORESIS. 

La electroforesis se inicia a 50 volts constantes durante 

la entrada de la muestra al gel y posteriormente a 300 volts contan

tes hasta que el colorante rojo alcanza el borde inferior del gel. 

PROCEOIMIENID DE TINCION PARA EL PEPTIDO A csso;) 4. 

La solución de tinción se prepara mezclando volúmenes 

iguales de una solución de Azul de Commassie G-250 al 0.2\ p/v en 

agua, y de una solución de ácido sulfúrico 2N, lentamente y con ag!_ 

tación constante. La mezcla se agita durante 3 horas y se filtra a 

través de papel Whatrnan No. 1. El filtrado se neutraliza con una so 

lución 10N de hidróxido de potasio hasta observar el vire de color: 

café - azul - púrpura. Se adiciona ácido tricloroacético sólido hasta 

una concentración final del 40\ p/v, y se añade un décimo del volúrnen. 

de ácido acético glacial saturado con cloruro mercúrico. 

El gel se sumerge en la solución de tinción durante 15 a 20 

minutos, con agitación. Al cabo de este tiempo, se reemplaza la solu

ción de tinción por agua destilada. 
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ELECTRJFORESIS EN GEL DE FOLIACRILAMIDA SELEX:TIVA PARA 

PEPTIDOS ACIDOS. 

82 

Por razones prácticas el gel se polimeriza en medio básico 

fijado por los electrolitos de un sistema auxiliar que produce por 

electroforésis hacia el cátodo, un gel concentrador y un gel separa

dor, en medio ácido con los electrolitos del sistema deseado. El sis 

terna de electrolitos acetato, cloruro, beta-alaninio (sistema princ!_ 

pal) reemplaza al sistema auxiliar beta-alaninio, amonio, cloruro por 

preelectroforésis en sentido opuesto al de la electroforesis en el 

sistema principal. 

COMFOSICION DEL GEL AUXILIAR. 

Electrolito Gel inferior Gel superior Electrolito 
inferior O.E •. (A.E.)* D.E. (A.E.)* superior 

Com~nente 

Beta-ala. 0.020 0.1094 0.06567 
Amoniaco (O. 2105) (0.1263) 0.0126 
Ac. clorhídr. 0.010 0.031 (0.1321) 0.0496 (0.1102) 0.0110 

características 

fuerza iónica 0.031 (0.1321) 0.0496 (0.1102) 
pH 3. 59 3.99 (9.06) 3.10 (8.46) 

SOLUCIONES CONCENTRADAS. 

Electrolito inferior Beta-ala. 
100 ml Sx pH 3. 59 Ac. clorh'idrico 

Electrolito gel cene. Ac. clorhídrico 
100 ml Sx pH 9.06 Amoniaco 

Electrolito gel sep. Ac. clorh'Ídrico 
100 ml Sx pH 8.46 Amoniaco 

Electroli to superior Ac. clorh'Ídrico 
100 ml Sx pH B.46 Amoniaco 

* D.E. significa después de la preelectroforesis. 
* A.E. significa antes de la prcelectroforesis. 

8.46 

0.10M 
O.OSM 

0.66051\l 
1.0525M 

O. 5510M 
0.6315M 

O.OSSM 
0.063M 



COMIQSICION DEL GEL PRINCIPAL. 

·El.ectroli to 
superior 

Componente 

Ac. acético 
Ac. clorhídr. 
Beta-ala. 

Características 

fuerza iónica 
pH 

0.040 

o.oss 

4. 24 

Concentraciones molares 
Gel inferior Gel superior 
O.E. (A.E.)* O.E. (A.E.)* 

0.040 o. 025 
(0.0496) (O.ll31) 

O. 055 (O. 0645) 0.100 (0.1059) 

0.01 (0,0496) 0.01 (0.031) 
4. 24 (3.07) 4.54 (3.97) 
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Electrolito 
inferior 

0.01 
0.02 

3. 59 

El gel inferior se forma con una concentración de acrilami

da de 9. S\ p/v y de bis-acrilamida de O.OS\ p/v, Como catalizador se 

usan 100 µl de solución de persulfato de amonio (SO mg/ml) y 10 µl de 

TEMED por cada 10 ml de gel. El gel superior se forma con una concen

tración de acrilamida de 3.4\ p/v y de bis-acrilamida de 0.6\ p/v, 

con las mismas cantidades de persulfato y de TEMED que para el gel 

inferior. 

El.gel principal se produce por electroforésis hacia el cá

todo (arriba) hasta que el frente de migración (visible debido a las 

diferencias de refracción entre los electrolitos) sale del gel supe

rior, en condiciones de corriente o de voltaje tales que no se sobre 

pasen 10 watts. Después de esta preelectroforésis se descarta el ele.=_ 

trolito superior y se lava el compartimiento del electrolito con agua 

destilada antes de aplicar las muestras e introducir el nuevo electro 

lito superior. 

PREPARACION DE LAS MUESTRAS Y CONDICIONES DE ELECTROFORESIS. 

Las muestras libres de sales se disuelven en un electrolito 

de beta-alanina 0.0645M y ácido clorhídrico 0.0496M (pH 3.07) o en el 

electrolito superior (pH 4.24) con S\ p/v de sacarosa o urea 4M y azul 

de bromofenol al 0.01\ p/v. Se pueden aplicar muestras de péptidos de 

bromuro de cianógeno y sulfitólis'is de 0.1 a 5 mg/ml, en volúmenes de 

hasta 100 µl por carril de 0.75 K B mm. Conviene aplicar las muestras 

del péptido "A" tetra s-sulfonado estándar (1 a 10 µg por carril) en 

volúmenes iguales a los de las muestras de péptidos. 
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AISLAMIENID DEL PEPTIOO "A" DE Ll\ INSULINA POR ELEX:TRJFORESIS 

EN MEDIO ACIDO DE UNA FORCION ENRIQUEX:IDA, EN UN GEL GRANULAR. 

La solución enriquecida en el péptido 11 A" se obtuvo por sul

fitólisis y cianogenólisis de una porción enriquecida en proteína hí

brida al 50\ v/p. El resíduo sólido obtenido al evaporar el ácido fÓ!. 

ntico después de la cianogenólisis se suspendió en SO ml de una solu

ción diluída de acetato de amonio a pH 4 para liofilizarse. El liofil!_ 

zado se resuspendió en un a solución de beta-alanina-HCl de fuerza ió

nica 0.01, a pH 3, y se recuperó la fracción soluble junto con una se 

gunda fracción obtenida equilibrando nuevamente el precipitado con la 

misma solución. 

Una alícuota de 3 ml de la fracción soluble se depositó sobre 

la superficie del lecho del gel empacado en la columna y equilibrado 

con una solu~ión de bota-alanina 0.0645M y ácido clorhídrico O.OSM. La 

muestra se hizo migrar hacia el ánodo a 2 watts durante 3 horas, hasta 

la llegada del frente ZETA-BETA al extremo inferior del lecho empacado. 

Como eloctrolito superior (catolito) se usó una solución de 

ácido acético 0.04M y beta-alanina 0.055M de pH 4.24, y como electro

lito inferior (anolito) una solución de beta-alanina 0.02M y ácido 

sulfúrico 0.01N, de pH 3.6. Antes de aplicar la muestra se le adicio 

nó sacarosa hasta una concentración del 2\ p/v y rojo de fenal y azul 

de bromofenol, ambos al 0.01\p/v: 
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7.2. ANEXO I I. 

ASPEC'!OS TEDRICOS Y ME'!OOOLOGICOS CONSIDERAOOS EN EL DISEllO DEL 

AP.1'.RA'!O PARA EL ECTRJFORESIS PREPARATIVA EN GEL DE IDLIACRILAMIDA. 

En comparación con la electroforesis analítica, la electroforé

sis con fines preparativos involucra masas mayores de gel y tiempos de eleE_ 

troforésis más largos.· Además conviene que los componentes abandonen el gel 

una vez separados, en cuyo caso se requiere de algún medio para colectarlos. 

J\demás de optimizar la concentración de monómeros del gel, es necesario ha

cer ciertas consideraciones para seleccionar el tiempo de electroforésis y 

la longitud del gel apropiados. 

A continuación se consideran algunos aspectos teóricos relacion! 

dos con la resolución que puede obtenerse en las separaciones por electro

forésis en gel de poliacrilamida, en presencia de DSS. POsteriormente se 

discuten los aspectos prácticos que más afectan el funcionamiento de la téc 

nica de separaci6n para, finalmente, justificar el diseño del aparato y las 

condiciones de operación indicadas. 

En la electroforésis en gel de poliacrilamida la separación entre 

dos bandas estS gobernada por la ecuación de Ferguson (20) que relaciona la 

movilidad electroforética (u) de los componentes con la concentración de m~ 

nómero del gel ( %T o T). 

log u = log y 
o 

En esta expresión Y
0 

y ~ son respectivamente la movilidad libre (en ausen

cia de la restricción a la migración que ofrece el gel) y el coeficiente de 

retardo cuyo valor numérico corresponde al valor absoluto de la pendiente 

de la curva log u= f(T). 

La separación (diferencia de posiciones) al cabo de cierto tiem

po de electroforésis es: 

llx=llu E t = 
x es la posición, E el campo eléctrico y t la duración de la electroforésis. 
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En el caso particular en el que las curvas u= f(T) se intersec

tan para T = o, (Y ) = (Y lb' como ocurre para las proteínas desnaturali-
o a o 

zadas con DSS (20) • A T = O no hay separación, al aumentar T aumentan 6 u 

y 6 x hasta un único m1iximo, para T = T (por definición). Al aumentar T 
max 

milis de T , las movilidades max 
mente a cero, ~ u también se 

de ambos componentes se aproxima asintótica-

aproxima a cero. 

En las aplicaciones analíticas de la electroforésis, T no es 
. max 

necesariamente la concentración óptima de monómeros del gel debido a la d.=, 

pendencia del coeficiente de difusión aparente de los componentes con la 

concentración de monómeros (el ancho de la banda y la concentración del gel). 

Si se considera la desviación estándar del perfil de concentración de las 

bandas en función de la distancia viajada, se observa que la resolución óp

tima ocurre para un valor de T = T t mayor que T . Para valores de T ma-op max 
yores a T se reduce la separación entre los centros de los picos, pero 

max 
también se reduce el grosor de la banda debido a la disminución del coef i-

ciente de dispersión (la difusión pura contribuye pzrcialmente al ensanch~ 

miento de la banda). se consigue mejorar la resoluciÓnJ sin embargo, si se 

aumenta demasaiado la concentración de monómeros, la disminución en la se

paraci6n se sobrepone al efecto de la agudeza de las bandas y se pierde la 

resolución. 

En las aplicaciones preparativas de la electroforésis en gel de 

poliacrilamida es necesario optimizar la resolución por unidad de tiempo. 

En este caso la variable de respuesta no es la distancia migrada sino el 

tiempo de elución del componente de interés, por lo que se requere optimi

zar tanto la concentración da monómeros del gel como su longitud. En una 

electroforésis analítica (de duración fija) es posible detectar componen

tes de Rf muy pequeño, En una electroforésis preparativa (de trayectoria 

fija) estos componentes eluirían en tiempos excesivamente grandes en com

paración con el tiempo de elución del frente. Esto representa inconvenie!!_ 

tes ya que la concentración de los componentes disminuye conforma pasa el 

tiempo por lo que se dificulta su detección o simplemente se diluyen inn~ 

cesariamente. Como una aproximación válida, T , como se define para la max 
electroforésis en gel de poliacrilamida de duración fija, representa la 
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mejor concentración de monómeros para electroforésis en gel de poliacrila

mida de trayectoria fija (preparativa). Para valores de T mayores disminuye 

el coeficiente de difusión, pero aumenta la duración de la electroforésis 

antes de la elución. En las condiciones mencionadas, para valores fijos de 

campo eléctrico y de longitud del gel, el ensanchamiento de las bandas es 

casi constante e independiente de los coeficientes~de reparto. Ya que la 

resolución es similar para valores de T entre T y T t' para valores de max op 
T cercanos a T la elución es más rápida, por lo que se mejora la resolu 

.max -
ci6n por unidad de tiempo. 

El tamaño de muestra aplicada por unidad de área de sección trans 

versal afecta notablemente la resolución y en cierto grado la recuperación 

de los componentes, de manera que para conseguir cierta resolución y recu

peraci6n en las separaciones preparativas por electroforésis en gel de pol!. 

acrilamida es necesario limitar la cantidad de los componentes de interés o 

de los componentes adyacentes. Idealmente, los contaminantes deben poseer 

movilidades mayores que los componentes de interés para que ocupen los si

tios de adsorci6n del gel y reduzcan la rcactividad de los sitios donadores 

de radicales libres estacionarios en el gel. 

Las dimensiones de los aparatos comerciales para electroforésis 

preparativa en gel de poliacrilamida permiten procesar algunos miligramos 

de muestra.·. Un aumento en la sección transversal del gel proporciona un 

aumento proporcional de capacidad de muestra1 sin embargo, existen ciertas 

limitaci6nes al respecto, 

El gel constituye al mayor resistencia eléctrica del sistema por 

lo que ahí se genera la mayor cantidad de calor cuando fluye corriente, el 

cual debe retirarse instantánea y uniformemente del gel. Si el gel se en

fría inadecuadamente se producen gradientes de temperatura dentro de él, 

el campo eléctrico se distorsiona en forma cóncava en la dirección en que 

migran las bandas. cualquier distorsión de las bandas o desviación de su 

paralelismo reduce considerablemente la capacidad de resolución del sist! 

ma usado. Al aumentar e1 -área de la sección transversal del gel, manteniC!!, 

do el mismo gradiente de poten~ial, se obtiene un aumento proporcional en 

la corriente eléctrica y por supuesto en el ·calentamiento ohmico, En cambio, 



88 

la disipación de calor no aumenta en la misma proporción ya que se aumenta 

la distancia entre las superficies de intercambio de calor. En un tubo, la 

geometría anular minimiza el gradiente radial de temperatura. Considerando 

los voltajes requeridos para realizar una separación razonablemente rápida, 

el anillo del gel no debe exceder ciertas dimensiones, a causa de la redu

cida conductividad térmica de los geles de poliacr~lamida. 

Para valores fijos de fuerza iónica y densidad de corriente, al 

aumentar el giadiente de potencial disminuye la duración de la electroforé 

sis (para una longitud del gel fija}, con lo que se disminuye la dispersión 

de las bandas por difusión. El tiempo de elución es inversamente proporcio

nal al voltaje; sin embargo, el calentamiento o~ico varía proporcionalmen

te al cuadrado del voltaje. El calentamiento ohmico por unidad de área de 

sección transversal limita el tamaño del aparato y por ello, la cantidad de 

muestra que puede procesarse sin que las bandas se deformen apreciablemente 

debido a gradientes de temperatura dentro del gel. 

En un aparato para electroforésis preparativa, inmediatamente de

bajo del gel debe haber una cámara del menor volúmen posible a través de la 

cual fluya constantemente un electrolito. Esta cámara de elución sirve para 

colectar las bandas que migren fuera del gel. El dispositivo de elución de

be permitir la recuperación cuantitativa de los componentes separados, evi

tando su dilución excesiva, Por razones técnicas, el flujo a través de cá

maras de sección circular no es uniforme. Además, durante la electroforésis 

se degorma el lado anódico del gel, lo que causa disturbios en el flujo del 

electrolito provocando el mezclado de las zonas dentro de la cámara de elu

ción. Los defectos del flujo a través de cámaras de elución de sección cir

cular conducen a la necesidad de mejorar la elución de las bandas por otros 

medios. 

La concentración del electro~ito en la cámara de elución deter

mina la conductividad específica, la cual tiene influencia sobre el campo 

eléctrico (E= i/K} en la cámara de elución. El•objetivo principal del di.'!_ 

positivo de elución es conseguir que cada una de las sustancias que llegan 

al final del gel separador entren tan rápido como sea posible en el elec-
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troiito de elución para ser retiradas del aparato. Esto significa que el 

campo eléctrico debe ser mayor en la cámara que en el gel para que las su!_ 

tancias que lleguen al final del gel se aceleren hasta su movilidad libre 

en el electrolito de elución, conservandose la resolución de los componen

tes con el mínimo de dilución. Si se usan estas condiciones de elución, es 

conveniente contar con otra cámara debajo de la de- eluci~n en la que fluya 

el mismo electrolito a mayor concentración, para evitar la pérdida de las 

sustancias a .través de la cámara de elución hacia el electrodo. Los elec

trolitos de estas cámaras pueden separarse por medio de una membrana semi 

permeable. 

El aparato construído para purificar a la proteína híbrida por 

electroforésis en gel de poliacrilamida se muestra en la figura 17. Con-
2 siste en un tubo de vidrio con una sección transversal anular de 3 cm , 

provisto de una chaqueta exterior de enfriamiento. Las esferas de vidrio 

laterales contienen a los electrodos y a los electrolitos correspondientes, 

los cuales se renuevan contínuamente durante la electroforésis. La cámara 

de elución está comprendida entre la parte inferior del gel separador y 

una membrana de diálisis Spectrapor 3 sujeta por un anillo de vidrio y un 

empaque de goma a la pared del tubo. Dentro de la cámara se encuentran, 

en la parte inferior, el extremo del tubo que succiona el electrolito de 

elución, y en la parte superior el extremo del tubo que introduce el elec 

trolito de elución. Del otro lado de la membrana se hace pasar el electro 

lito inferior para mantener estables las características de la interfase. 

Las concentraciones iónicas del gel separador, del electrolito de elución 

y del electrolito inferior se basaron en las consideraciones mencionadas 

respecto a la influencia de las concentraciones iónicas en torno a la cá

mara de elución, sobre su eficiencia de elución. 
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·Figura 17. Esquema del aparato utilizado para purificar a la proteína 

híbrida por electroforésis en gel de poliacrilamida. 
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PROCEDIMIENTO DE OPERACION DEL APARATO. 

El aparato se coloca en posición vertical, sujeto por medio de 

pinzas a un soporte, y se colocan los electrodos y las mangueras de elec

tolitos (arriba) y de gases (abajo), en las esferas de vidrio. 

Se coloca el anillo de vidrio que sujeta la membrana de diálisis 

de manera que quede invertida con respecto a la posición indicada en la fi 

gura. Se coloca (arriba) el tapón que sujeta el tubo de alimentación del 

electrolito inferior el cual se introduce al tubo de vidrio, sobre la mem

brana de diálisis, hasta llenar la esfera de vidrio. 

El aparato se gira 180° de manera que la burbuja de aire que se 

forma debajo del tapón (ahora en la parte inferior) se pase a la esfera de 

vidrio y se elimine por la manguera de escape de los gases de electrólisis. 

Se hacepasar agua por la chaqueta exterior y se coloca (arriba) 

el tapón de los tubos del sistema de elución, de manera que el extremo i!!_ 

ferior del tubo de succión quede a 1 O 2 mm de la superficie de la membr!!_ 

na de diálisis. 

Se introduce al tubo una solución de sacarosa al 20% p/v, en el 

electrolito del gel oeparador, por medio del tubo de succión hasta una al

tura de 3 a 4 cm sobre la membrana de diálisis. Sobre esta solución densa 

se deposita cuidadosamente la solución del gel separador por medio de una 

manguera de teflón. Se succiona la solución densa por medio del tubo de 

succión hasta que la interfase con el gel separador quede de 2 a 3 mm arri 

ba del nivel inferior del tubo de inyección. Sobre la parte superior del 

gel separador se deposita un volúmen pequeño del electrolito del gel sep!!_ 

rador y se deja polimerizar durante una hora. 

El aparato se inclina ligeramente y se succiona el electrolito 

remanente sobre el gel separador. Se deposita la solución del gel concen

trador y se recubre con un volúmen pequeño del mismo electrolito del gel. 

Una vez polimerizado el gel concentrador se elimina el remanente de elec

trolito y se introduce el electrolito superior hasta llenar la esfera de 

vidrio. 

Se inyecta el electrolito de elución a la cáMara de elución por 

medio del tubo de succión (completamente lleno de la solución densa) hasta 

llenar la trayectoria del tubo de inyección al recipiente del electrolito 

de elución. En ese momento se invierte el sentido'del flujo, el cual se 

ajusta al escogido para·ia· elución y se inicia la colección de fracciones. 
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La muestra disuelta en la solución desnaturalizante' se deposita 

entre la superficie del gel concentrador y el electrolito superior por m~ 

dio de una manguera de teflón y se inicia inmediatamente la electroforésis. 

La. muestra de mayor tamaño que se proceso con buenos resultados 

fué de 15 mg de proteinas disueltas en 5 ml, empleando una trayectoria de 

3 cm de gel concentrador y de 5 cm de gel separador. Durante el empacamie!!_ 

to de la muestra se mantuvo constante la corriente a 50 mA1 la separación 

se realizó a una potencia constante de 5 watts. 

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES PARA Ll\ POLIMERIZllCION DEL GEL. 

Gel separador -.. 4\ T, Ji e (15 ml) 

1.4 ml de agua destilada 
7.5 ml de electro lito GAMA * 
6.0 ml de solución de acrilamida de 10\ T, 3\ c. 
100 µl de solución de persulfato de amonio al 10\ p/v 

15 µl de TEMED 

Gel concentrador 3\ T, 3\ C (9 ml) 

2.4 ml de agua destilada 
4.5 ml de electrolito BETA * 
3.0 ml de solución de acrilamida de 10\ T, Ji e 
100 µl de solución de persulfato de amonio al 10\ p/v 

10 µl de TEMED 

• Los electroli tos GAMA y BETA se preparan como se indica en el aneKo If. 
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