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BIOMOLÉCULAS
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• ORGÁNICAS 

AZÚCARES   
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PROTEÍNAS       
AC. NUCLEICOS
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MÉTODOS

• SEPARATIVOS

• CUANTITATIVOS

• ANALISIS  

• CUALITATIVOS

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

• Conocer las propiedades físicas 
y químicas de las moléculas a 
separar y/o analizar.

• Aprender bien el manejo del 
equipamiento disponible.

• Conocer los fundamentos del 
método a utilizar.
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SEPARACIÓN DE:

• MOLÉCULAS

• PARTÍCULAS SUBCELULARES

SEPARACIÓN DE 
PARTÍCULAS DE GRAN 

TAMAÑO (e.g. 
partículas subcelulares)

• 1ra PARTE
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Muestra Biológica

Recolección

Tejido vivo

(biopsia)

Tejido muerto

Disrupción

Celular

( débil)

Disrupción

Celular

( fuerte )

Selección y 

aislamiento

Cultivos
(microorganismos, 

Plantas, etc..)

Cultivos Celulares
(Primarios)

Análisis

Bioquímicos   Moleculares   Fisiológicos  Patológicos   Toxicológicos

Almacenamiento

Muestra Biológica

Homogenato

Homogeneización

Fracción enriquecida en determinado orgánulo 

o compartimiento celular

Fraccionamiento

Análisis de: 

Ac. Nucleicos   Glúcidos   Proteínas   Lípidos   Otras moléculas
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Ruptura de tejidos

Mecánicos: 

- Homogenizador a presión

- Prensa francesa

- Ultrsonido

- Molino de Perlas

- Congelación

- Mortero

- Agitación con Abrasivos

Ruptura de tejidos
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Homogenizadores

SEPARACIÓN DE 

PARTÍCULAS DE GRAN 

TAMAÑO 

(e.g. Partículas subcelulares)

• CENTRIFUGACIÓN:
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¡¡¡Las densidades del buffer o medio SIEMPRE deben ser 

menores  que las partículas!!!!

SEPARACIÓN DE 

PARTÍCULAS DE GRAN 

TAMAÑO 
(e.g. Partículas subcelulares)

• CENTRIFUGACIÓN:

• DIFERENCIAL

• EN GRADIENTES. 
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Centrifugación diferencial

Velocidades: 4 > 3 > 2 > 1

PURIFICACIÓN Y AISLAMIENTO DE PROTEÍNAS

Suspensión de

Células ó tejidos: Ultrasonidos

Detergente

Émbolo rotatorio (potter ó aspas)
Homogenado

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

FRACCIONAMIENTO DEL HOMOGENADO CELULAR

Centrifugación a 

baja velocidad

Homogenado

celular

PRECIPITADO 1

Células enteras,

núcleos,

citoesqueleto

Velocidad 

media

20000g, 20min1000g, 10 min

Velocidad alta

80000g, 1h

Velocidad       

muy alta

150000g, 1h

SOBRENADANTE

1
SOBRENADANTE

2

SOBRENADANTE

3

PRECIPITADO 2

mitocondrias,

lisosomas,

peroxisomas

PRECIPITADO 3

Microsomas,

otras vesículas

pequeñas

PRECIPITADO 4

Ribosomas,virus

macromoléculas

CENTRIFUGACIÓN DIFERENCIAL
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SEPARACIÓN DE 

PARTÍCULAS DE GRAN 

TAMAÑO 
(e.g. Partículas subcelulares)

• CENTRIFUGACIÓN:

• DIFERENCIAL

• EN GRADIENTES. 
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catedras.quimica.unlp.edu.ar
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CENTRIFUGACIÓN ISOPÍCNICA

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

Centrifugación

Fraccionamiento

Muestra

Gradiente de

sacarosa

Componente 

menos denso

Componente      

mas denso

Microscopía 

electrónica
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Formas de rotores

Ángulo fijo

Brazo 

oscilante

Ultracentrifugación



13

CENTRIFUGA DE LABORATORIO

Pequeño tamaño.
Velocidad: 5000 rpm máximo.
Sin sistemas auxiliares.
Útil para partículas grandes
(células, precipitados de sales
insolubles).

MICROFUGAS

Velocidad: más de 10000 rpm.
Tubos cortos.
Sin sistemas auxiliares.
Volúmenes muy pequeños.
Útiles en Biología Molecular.

CENTRIFUGA DE ALTA VELOCIDAD

Velocidad: 18000 - 25000 rpm.
Sistemas auxiliares: sistemas de refrigeración,
algunas con sistema de vacío.
Útiles en la separación de fracciones celulares.
Insuficientes para la separación de ribosomas, virus
o macromoléculas.

ULTRACENTRIFUGA

Velocidad: a partir de 50000 rpm.
Sistemas auxiliares: sistemas de refrigeración,
sistemas de alto vacío.

Preparativas: aislamiento de partículas de bajo S
(microsomas, virus, macromoléculas).

CENTRÍFUGAS

r

Fuerza centrífuga relativa
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SEGUNDA PARTE

Diálisis
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SEPARACIÓN DE MOLÉCULAS

• CROMATOGRAFIA.
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Cromatografía:  Chromos (color)
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Clasificación de la cromatografía según 

el método de separación

Tipos de Cromatografía

Según el soporte: 

• En columna                En papel                  En capa fina



18

Tipos de Cromatografía en Columna

Filtración en Gel 

Intercambio Iónico

Afinidad

CROMATOGRAFIA
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Filtración en Gel

SEPARACION POR TAMAÑOS!!!!!!

Cromatografía de filtración (tamaños)
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SEPARACION POR CARGAS!!!!!
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Cromatografía de Afinidad

Cromatografía de Afinidad

Sustrato para

esa enzima
Enzima
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Cromatografía de Afinidad

Anticuerpo

M
at

ri
z 

(g
el

)

SEPARACION DE MOLECULAS POR CARGAS

• ELECTROFORESIS
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Grupos de aminoácidos según su carga
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Las proteínas  son muy diversas. Ellas 

difieren por su tamaño , 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.
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Electroforesis en geles de poliacrilamida
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Las moléculas 

más pequeñas 

migran más rápido

Alto PM

Bajo PM
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Ejemplo de SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie
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• Como calcular los pesos moleculares de las proteínas

Como calcular 

los pesos 

moleculares de 

las proteínas
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SEPARACIÓN DE MOLÉCULAS SEGÚN 

SUS PUNTOS ISOELÉCTRICOS
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Electroforesis bidimensional
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Separación de ADN en geles de 

agarosa
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RESUMEN

catedras.quimica.unlp.edu.ar
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TERCERA PARTE

•¿Cómo identificar una 
proteína desde una 
mezcla compleja?

“Western blot”
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“Western blot”

Métodos de cuantificación

• ESPECTROFOTOMETRÍA
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• Io It

A T
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Espectrofotómetro
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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        REFRACCIÓN

• TURBIDIMETRÍA             DISPERSIÓN
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CONOCIENDO MEJOR LAS 
MOLECULAS......

ESPECTROMETRÍA DE MASAS
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CONOCIENDO MEJOR LAS 
MOLECULAS......

CRISTALOGRAFÍA (DIFRACCIÓN DE Rx)
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CRISTALOGRAFÍA

OTROS MÉTODOS

• ESPECTROFLUOROMETRIA

• RADIOQUÍMICOS (RIA, 
AUTORRADIOGRAMAS, ETC...)

• ELISA

• BIOLOGÍA MOLECULAR

• MICROSCOPÍA


