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METODOS

SEPARATIVOS

CUANTITATIVOS
ANALISIS /

. CUALITATIVOS

PARA ELEGIR UN METODO
HAY QUE.....cccceureens

e Conocer las propiedades fisicas
y quimicas de las moléculas a
separar y/o analizar.

e Aprender bien el manejo del
equipamiento disponible.

e Conocer los fundamentos del
método a utilizar.




SEPARACION DE:

e MOLECULAS

e PARTICULAS SUBCELULARES

SEPARACION DE
PARTICULAS DE GRAN
TAMANO (e.g.
particulas subcelulares)




Muestra Biologica
¥ v
|
|

Seleccion y l
aislamiento
) Disrupcion Disrupcion
l—) Almacenamiento Celular Celular
( débil) (fuerte)

Cultivos
(microorganismos,
Plantas, etc..)

Cultivos Celulares
(Primarios)

> Analisis <«

— — v

Bioquimicos Moleculares Fisiologicos Patolégicos Toxicoldgicos

Muestra Bioldgica

<——Homogeneizacion

v
Homogenato

<—Fraccionamiento

v

Fraccion enriquecida en determinado organulo
0 compartimiento celular

|

Anélisis de:

)N T

Ac. Nucleicos Glacidos Proteinas Lipidos Otras moléculas




! Ruptura de tejidos
' Mezénicos:

- Homogenizador a presion
- Prensa francesa

- Ultrsonido

- Molino de Perlas

- Congelacion

- Mortero

- Agitacion con Abrasivos

Ruptura de te'|idos|

Prensa Francesa




Homogenizadores

SEPARACION DE
PARTICULAS DE GRAN
TAMANO

(e.g. Particulas subcelulares)

e CENTRIFUGACION:




Esquema basico de la Centrifugacion

e <+—— Sobrenadante

‘ componenles menores
y menos densos
|
|
4_0 °
_ WS Sedimento o precipitado
Homogenado celular Homogenado celular
antes de la centrifugacion después de la centrifugacion

iiiLas densidades del buffer o medio SIEMPRE deben ser
menores que las particulas!!!!

SEPARACION DE
PARTICULAS DE GRAN
TAMANO

(e.g. Particulas subcelulares)

« CENTRIFUGACION:

* DIFERENCIAL

* EN GRADIENTES.




Centrifugacion diferencial
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Velocidades: 4 >3>2>1

PURIFICACION Y AISLAMIENTO DE PROTEINAS

http:/iwww.accessexcellence.org/AB/GG/cellBreak1.html

Suspensién de - '(l!i;\-g.
Células 6 tejidos: Ultrasonidos =2
- <7%%  Detergente _
8%2 '?J&‘ Embolo rotatorio (potter 6 a
& P

FRACCIONAMIENTO DEL HOMOGENADO CELULAR
CENTRIFUGACION DIFERENCIAL

SOBRENADANTE SOBRENADANTE SOBRENADANTE
| 3

Pe—————
| Velocidad alta

| Velocidad Velocidad
media | 80000g, 1h muy alta
; 20000g, 20min 1500009, 1h
o R .
K e’ 5
Homogenado PRECIPITADO 1 PRECIPITADO 2 PRECIPITADO 3 pRECIPITADO 4

celular Células enteras, mitocondrias, Microsomas,  Ribosomas,virus
nucleos, lisosomas, otras vesiculas  macromoléculas

citoesqueleto peroxisomas pequefias




SEPARACION DE
PARTICULAS DE GRAN
TAMANO

(e.g. Particulas subcelulares)

« CENTRIFUGACION:

* DIFERENCIAL

« EN GRADIENTES.

Antes de la Después de la

centrifugacion centrifugacion
g —— G —
M;ee——1 P

< 1064 g/ml

< 1.065g/ml

g
5 [\—/ | Muestra
g & [~ < 1066 g/ml
38 L 09 Lisosomas
o a Jon (1.129/m|) <+ 1.068 g/ml
ko] 8 -2 <> <:>
2 ‘ I . Mitocondrias
g (1.189/ml) - 1070 g/ml
= - @9 P
(‘5 e . | 2yml
- - Peroxisomas
T (1.23g/ml)

<« 1076+ g/m|

[ |

Recoleccién de las
fracciones

Lisosomas Mitocondrias Peroxisomas




GRADIENTES DE DENSIDAD LINEALES

L a densidad aumenta linealmente con el incremento en la distancia
desde el centro de rotacion.

DISCOMTINUGS
i p
(I )
| i
— |
o |
= | |
tope fondo % tope fondo %

CONTINUOS

tope fondo ¥

Formacion de un gradiente discontinuo desde
abajo(A-B)Punta de canula de metal en jeringa hacia
el fondo del tubo; (C) Solucién mas densa colocada
lentamente por debajo de las capas mas livianas; (D)
La canula es retirada contra la pared del tubo.
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CENTRIFUGACION ISOPICNICA

Centrifugacion

¥

Muestra

Gradiente de
sacarosa

Componente
menos denso

| Fraccionamiento

Componente -
mas denso j D -
£
i
8 7T & B 4 T 2 1
http://www.accessexcellence.org/AB/GG/cellBreakl.html L l e e 1 3 I

Control de calidad del fraccionamiento: Microscopia
electronica

le’Jcleos Microsomas (RER)

Peroxisomas
&b 7

Pellet: Mitochondrial
fraction
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Formas de rotores

Orificio donde se
colocan los tubos

Angulo fijo
Giro
En posicién En posicién c) Rotor vertical
de parada de giro

— — Brazo
oscilante
- Cestas dond
Giro $ocooomn
I : los tubos

Ultracentrifugacion

Material sedimentado

Refrigaracidn

MWotor
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CENTRIFUGAS

CENTRIFUGA DE LABORATORIO

Pequeiio tamaiio.

Velocidad: 5000 rpm

Sin sistemas auxiliares.

Util para particulas grandes
(células, precipitados de sales

MICROFUGAS

Velocidad: mas de 10000 rpm.

Tubos cortos.

Sin sistemas auxiliares.
Voli D 2
Utiles en Biologia Molecular.

insolubles).

CENTRIFUGA DE ALTA VELOCIDAD

Velocidad: 18000 - 25000 rpm.

Sistemas auxiliares: sistemas de refrigeracion,
algunas con sistema de vacio.

Utiles en la separacion de fracciones celulares.
Insuficientes para la separacién de ribosomas, virus
o macromoléculas.

ULTRACENTRIFUGA

Velocidad: a partir de 50000 rpm.
Sistemas auxiliares: sistemas de refrigeracion,
sistemas de alto vacio.

Preparativas: aislamiento de particulas de bajo S
(micr virus, macr é 5

Fuerza centrifuga relativa

F.C.R. 1,118 10°+ r+ n?

Siendo 1,118 10 *una constante

r = radio de giro a la distancia horizontal (cm) desde el eje de
rotacién hasta el fondo del tubo

n = velocidad de rotacion expresada en revoluciones por minuto

(r.p.m.)
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SEGUNDA PARTE

Metodos de purificacion

Basado en las siguientes propiedades:

m Tamano

m Solubilidad
m Carga

m Adsorcion
m Afinidad

catedras.quimica.unlp.edu.ar

- s g s
Dialisis

Outside bag
High salt

sample In - e—
dialysis bag

Low :wull
buffer

Stir bar
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SEPARACION DE MOLECULAS

« CROMATOGRAFIA.

CROMATOGRAFIA

@étido o liquido fijado a un solido

P Fase moviD) fluido (liquido o gas) que arrastrala muestra a través de la
acionaria 1

Los distintos componentes de la mezcla interaccionan de
manera diferente con las dos fases estableciéndose un reparto
entre ambas

l

Se establece un equilibrio entre particulas adsorbidas y desorbidas

i a-= [moléculas adsorbidas]

[mol. adsorbidas] + [mol. desorbidas]
Foeficiente de reparto
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Cromatografia: Chromos (color)

Cromatografia

Se hasa en la diferente afinidad de las moléculas por un disolvente y por la trama porosa de la
matriz a traves de la que fluyen.

Tira de papel——___
En la cromatografia de
una muestra de
pigmentos vegetales el
disolvente, al ascender

por capilaridad, /Xanmﬁla
arrastrara los pigmentos
gue se separaran — Carotenia

dependiendo de su

Cubeta fr
afinidad.
con alcohol Clorofilas
\4 ey — >
\"
|

"\Mezcla de Resultado de la cromatografia
S pigmentos
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Clasificacién de la cromatografia segun

el método de separacion

e F. movil
3 F. de Van der
Adsorcion Waals Sélido
Reparto Solubilidad Liquido
Intercambio F. ; ——
ionico Electrostacticas Resina Liquido
- Tamano de
Exclusion particula Gel
Afinidad Interaccién Sélido
bioquimica

Tipos de Cromatografia

Segun el soporte:

e En columna

En papel

En capafina

17



Tipos de Cromatografia en Columna

Filtracion en Gel

Intercambio lonico

Afinidad
CROMATOGRAFIA
muestra
apl?da solvente
tapén | | I I
L ] L J
solvente proteinas separadas

18



Filtracion en Gel

Las moléculas pequefias penetran en
los pequefios conductos que presentan
las bolas de gel, donde la velocidad de
flujo de solvente es menor.
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Las moléculas grandes, incapaces de
penetrar en los pequefios conductos de
las bolas de gel se mueven entre ellas,
donde la velocidad de flujo de solvente es
superior.

°

o
s
°
(2]

o

flujo de solvente «——
°

Como consecuencia, las moléculas de
mayor peso molecular son eluidas antes
que las de menor peso molecular,

o\®
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Cromatografia de filtracion (tamafios)

Solvente

Microesferade Matriz/del gel

gel

Moléculas
pequefias

Microesferas d
gel
Moléculas
grandes

o
%
.

4

i
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PRINCIPIO DE LA CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

flujo de solvente

@

@

Las particulas cargadas negativamente
se unen a la matriz sélida cargada
positivamente, y son retenidas.

Las particulas cargadas positivamente
son rechazadas por la matriz sélida
cargada positivamente y son eluidas.

La elucién de las particulas cargadas
negativamente se consigue cambiando

el pH del solvente hasta igualario a su
punto isoeléctrico o hasta invertir su carga
neta.

Elucidn con solvente de baja molaridad Aumentar la

(baja fuerza idnica)

% fee

é¢a
bl

molaridad del solvente
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Cromatografia de Afinidad

muestra

1O
O n analito
empaque _. A D O
ligando unido _etapade D A O
covalentemente  Interaccion

letapa de lavado

etapa de elucion
D+ @ = @

soluciéon con

analito puro |
rezoelrigqrg?ia AOOD

Cromatografia de Afinidad EO

\

i Sustrato para

Enzima .
esa enzima

21



Cromatografia de Afinidad Eo

Matriz (gel)

Anticuerpo

R 4

™ on

SEPARACION DE MOLECULAS POR CARGAS

e ELECTROFORESIS

22



Arne Tiselius
1937

ELECTROFORESIS ¥ (Nobel 1948)

Separar y analizar moléculas:  proteinas
ADN/ARN

. en funcién de su diferente movilidad al aplicar un campo eléctrico
(dependerad de su carga eléctrica)
cétodo dnodo * Moléc. (+) > polo (-) o cdtodo
+ * Moléc. (-) = polo (+) o dnodo

ELECTROFORESIS LIBRE
- moléculas en diselucidn o suspensidn:
poco resolutiva

SOPORTE  Gnodo

/ + ELECTROFORESIS DE ZONA
- SOPORTE que retiene las moléculas:
; 4—\—" elevado poder de resolucidn

catodo

] I
HO—C 0—C

| ;
H2N—(|3—H H.N—C—H

R R

Nonionic
form

Zwitterionic
form

23



Grupos de aminodcidos segun su carga

apolares

polares
sin carga

acidos

basicos

Bioguimica g0 Tema 2 (UVEEG )

Punto Isoeléctrico (pI)

e pl es el valor de pH para
el cual la carga neta del
aminodacido es 0

- Valor medio de los pK, que
flanquean la estructura
isoeléctrica

* Para aminoacidos neutros
es el valor medio de los
PK; vy pPK;

e Para aminoacidos acidos o
basicos depende de cada
caso

- Cuando pH= pI disminuye
la solubilidad en agua

12

1"
10

w
N W R OO~

o =

Carga -2 pK,=9.9

Acido
glutamico Carga -1
PKR=4-3 P
K;=2.2
o Carga 0
pI= (2.2+4.3)/2 = 3.22
Carga +1
1.0 2.0

Equivalentes de OH"
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La velocidad de migraciéon depende de:

m |la carga neta

m Fuerza del campo  F=Q.v .;@
m Coeficiente de friccion Fr=7. v

PROTEIN SEPARATION
A -

£

) Jy diversas. Ellas
difieren por su tamafio , forma , carga,
hidrofobicidad y por su afinidad a otras
moléculas . Todas estas propiedades pueden
ser explotadas con el fin de separar unas de
otras tal que ellas puedan ser estudiadas
separadamente.

proteina con dos

subunidades (A y B) proteina con una
unidas por un puente unica subunidad
disulfuro
@) C?‘j;\\ C
ky > g8
A 4
& &Ea B &
/ <5

'

1 =" =)
= ' moléculas de SDS
SS «” (con carga negativa)
recubnendo la proteina

\ /

electroforesis en gel de poliacnlamida con SDS

e g i o g 4
[ I R R NN Y]

0 1 i
ST CUR T Y

S e e tmene)
%]

T
[

OH
éHg
(|:H2

|
SH

o)

rd
oy
®

SDS B-mercaptoethanol
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(B) protein with two
subunits, A and B,

brldge

%%

A’,

joined by a disulfide single subunit

HEATED WITH SDS AND MERCAPTOETHANOL

>4 8 negatlvely 2
==J)- charged SDSC
“—= B molecules

|
POLYACRYLAMIDE-GEL ELECTROPHORESIS

slab of polyacrylamide gel

BRI & Desnaturaliza la estructura nativa de la proteina

proteln

%

Las proteinas se separan 5010 por su PM

El SDS interacciona con las proteinas por
interacciones hidrofobicas

cumple 2 funciones criticas:

— K¢S
-]
(c] —
N N Recubrg las proteinas con carga negativa
" proporcional a su PM

B -mercaptoetanol rompe los puentes disulfuros

Electroforesis en geles de poliacrilamida

e _,,-f/- i i [ Ji
Muestras
Gel o "”,.-'-""

v "\ Direccion del
flujo de
coriente
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migran mas rapido

Las moléculas
mas pequefnas

-
Partially
separated <

proteins
~

]

LN

@
3

QS @
® 2

] Place mixture of proteins on gel,

', apply electric field

Ly

Stain to visualize
separated bands

L__B
22 2 @

& & @ [

2 SDS-coated proteins
S

Direction of migration

Cross-linked
polyacrylamide

Separacion de proteinas por electroforesis en
geles de poliacrilamida -SDS

)

©©0° 090 |/

Direction
of
migration

|

)

[0 0 DN

[ O AR e 1)

( "Lehninger Principles of Biochemisiry” 5th od|
Neison, DL and Cax, MM Worth Publshers,

Alto PM

Bajo PM
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xel de poliacrilamida

Ejemplo de SDS-PAGE teiido con azul de Coomassie

Marcador de PM

N 8p Jopedtei
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» Como calcular los pesos moleculares de las proteinas

1 2
ofL_f L _f]
Myosin 200,000 || GE-—
B3-Galactosidase 116,250 || —
Glycogen phosphorylase b 97,400 || e—
Bovine serum albumin 66,200 || e—
Ovalbumin 45,000 || —
T
Carbonic anhydrase 31,000 || e— Unknown
. protein
Soybean trypsin inhibitor 21,500 || — =
Lysozyme 14,400 || — Eﬂ _____
®
M. Unknown
standards protein Relative migration
Como calcular
los pesos
moleculares de
las proteinas
Unknown
-
protein
=
c
o]

Relative migration

29



Rio-Rad Mini-PROTEAN®

SEPARACION DE MOLECULAS SEGUN

SUS PUNTOS ISOELECTRICOS

(505 uoa SEU00003|3)
ugpeiedas epunfizs g) 3p apluss

componentes s2parado s en 13 primera

o
(enboypuzogoz@osi
ugioeledas Eiauud B|Bp oppuas
B= 2N 4

v
3

Hd Hurseaia g

pH

30



Primera dimension

Q.

A Anl

(IPG Strip)
O

4

C

Segunda
dimensién
(SDS-PAGE)

l

Muestra

Electroforesis bidimensional

basic

acidic

~«———— stable pH gradient ———»

) HE O

(g-0L X W “Jow) uonesbiw §Q§ ——»
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The Isoelectric Points of Some Proteins

Protein pl

Pepsin —1.0
Egg albumin 4.6
Serum albumin 4.9
Urease 5.0
B-Lactoglobulin 5.2
Hemoglobin 6.8
Myoglobin 7.0
Chymotrypsinogen 9.5
Cytochrome ¢ 10.7
Lysozyme 11.0

Separacion de ADN en geles de
agarosa
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EN GEL DE AGARQOSA

Soporte: (restrictivo) Gel de agarosa

Electroforesis horizontal

muestra (-)

]
. All Q Ethidium bromide ¢
| ;fnl > (dye) -
I— 4 * T Doubl: ded DNA Intercalated dye rende
Campo eléctrico (AV) the DNA fluorescent

Preparacién del gel

. Aplicacién de la muestra

. Electroforesis

. Deteccidn por tincién con Bromure
de Etidio (BrEt): se intercala en el
DNA vy al irradiarlo con luz UV
emite fluorescencia

Hwpr

RESUMEN

Caracteristica Procedimientos

Dialisis — ultrafiltracion

Electroforesis en gel

Cromatografia de exclusién molecular
Ultracentrifufacion

Tamano

Solubidad Precipitacion con Sales
! Solventes organicos

por pH

Polaridad

Cromatografia de absorcién

C. En papel

C. En fase reversa

C. De interaccion hidrofébica
Cromatografia de intercambio iénico
Electroforesis

Isoelectroenfoque

Carga

YV WV YWY | VY Y| VY YWY

Selectividad Cromatografia de afinidad

¥

catedras.quimica.unlp.edu.ar
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TERCERA PARTE

e (COmMo identificar una
proteina desde una
mezcla compleja?

“Western blot”

(a) ELECTROTRANSFER (b) ANTIBODY DETECTION

Incubate with
Ab, {Y) and then wash excess Ab,

< ~

Electric
current
- fc> > 3
SDS- tamide gel Incubate with enzyme-linked
PORCI IR 99 Pmo;:::)s'ane Ab, (Y} and then wash excess Ab,,
shoet and then activate color reaction

DEVELOPMENT

Ak
subslrale
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“Western blot”

" S

Métodos de cuantificacion

- ESPECTROFOTOMETRIA
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AN Ooo?o%
z| o @

Absorbancia y Transmitancia

Absorbancia Transmitancia

=L0g10/l T=1/1Io

Absorbancia y transmitancia
= Log 1/T
Absorbancia y transmitancia

= -LogT

Concentracion —

36



Obtencion de absorbancia a partir de un valor de
% de transmitancia

RECORDANDO:
A=log,, 1/T

Ejemplo de calculo

%T =30
T=0.30
Sustituyendo (1/T) 1/0.30 = 3.33
Log 3.33 = 0.523 de absorbancia

[ESPECTROFOTC)METRO
l] D
Monocromador Muestra Detockir
- Colimador Colimador

Lémpara
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A absorbida versus color observado

: a3
400 nm Se absorbe violeta, se observa verde-amarillo (A 560 nm)

450 nm Se absorbe azul, se observa amarillo (A 600 nm)

490 nm Se absorbe verde-azul, se observa rojo (A 620 nm)

570 nm Se absorbe verde-amarillo, se observa violeta (A 410 nm)
580 nm Se absorbe amarillo, se observa azul oscuro (A 430 nm)
600 nm Se absorbe naranja, se observa azul (A 450 nm)

m 650 nm Se absorbe rojo, se observa verde (A 520 nm) Q E

Espectrofotometro
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METODOS ESPECTROSCOPICOS

* INFRARROJA INFRARROJA
* UV-VISIBLE UV-VISIBLE

* FLUORESCENCIA UV-VISIBLE

+ RESONANCIA RADIOFRECUENCIA
+ MAGNETICA

* NUCLEAR

METODOS NO ESPECTROSCOPICOS

* POLARIMETRIA POLARIZACION

« REFRACTOMETRIA REFRACCION

- TURBIDIMETRIA DISPERSION
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CONOCTIENDO MEJOR LAS
MOLECULAS......

ESPECTROMETRIA DE MASAS

Ejemplo Elemental

ACTIVACION
(lonizacién) ACELERACION

(Extraccion)

ANALISIS
(Separacion)

COLECCION
(Deteccion)

40



Esquema de un espectrometro de masas

ACELERACION ﬂ‘ﬁ
L)

DETECCION

Entrada 4

CONOCTENDO MEJOR LAS
MOLECULAS......

CRISTALOGRAFIA (DIFRACCION DE Rx)

41



CRISTALOGRAFIA

Nature (2014) 505, 602

3 Ray etect
3 | dispersados  de rayos X

Muestra
cristalina

OTROS METODOS

ESPECTROFLUOROMETRIA

RADIOQUIMICOS (RIA,
AUTORRADIOGRAMAS, ETC...)

ELISA
BIOLOGIA MOLECULAR

MICROSCOPIA
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