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Objetivos

Entender los fundamentos de las metodologias y
equipos usados en bioquimica.

Aprender a decidir el método y equipos que se
necesitan para cada estudio

Interpretar los resultados que se obtienen con
estos métodos
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METODOS

- SEPARATIVOS

. CUANTITATIVOS
. ANALISIS ~

. CUALITATIVOS

SEPARACION DE:

- MOLECULAS

- PARTICULAS SUBCELULARES

Métodos Separativos




SEPARACION DE
PARTICULAS DE GRAN
TAMANO
(particulas subcelulares)

Métodos Separativos

| — Muestra Bioldgica

Recoleccion l Tejido muerto
l Tejido vivo
(biopsia)
Seleccién y l'
aislamiento
_ Disrupcion Disrupcion
l—> Almacenamiento Celular Celular
( débil) (fuerte)

Cultivos
(microorganismos,
Plantas, etc..)
Cultivos Celulares
(Primarios)

> Analisis <«
Voo

Bioquimicos Moleculares Fisiolégicos Patol6gicos Toxicolégicos




Muestra Bioldgica

<—Homogeneizacion

\ 4
Homogenato

<——Fraccionamiento

v

Fraccion enriquecida en determinado organulo
0 compartimiento celular

|

Analisis de:

NN

Ac. Nucleicos Glucidos Proteinas Lipidos Otras moléculas

Ruptura de tejidos

S —

.‘_’

7~ Mecanicos:
- Homogenizador a presién
- Prensa francesa
- Ultrasonido
- Molino de Perlas
- Congelacion

- Mortero

- Agitacion con Abrasivos
Métodos Separativos




Ruptura de te'|idos|

Prensa Francesa

MEtodos. CDPnnrH ivos

Homogenizadores

Métodos Separativos




SEPARACION DE
PARTICULAS DE GRAN
TAMANO

(Particulas subcelulares)

- CENTRIFUGACION:

Métodos Separativos

Esquema basico de la Centrifugacion

o ° <+—1— Sobrenadante
° ° componentes menores
y menos densos

°
oo >
°
'?Q 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!!!!
Métodos Separativos




SEPARACION DE
PARTICULAS DE GRAN
TAMARIO

- CENTRIFUGACION:

- DIFERENCIAL

- EN GRADIENTES.

Métodos Separativos

Centrifugacion diferencial

s

Velocidades: 4>3>2>1

Métodos Separativos




PURIFICACION Y AISLAMIENTO DE PROTEINAS

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

Suspension de }@1!4}“r
Celulas 0 tejidos: Ultrasonidos == @g?map
@&Q /i\-i Detergente SIS

®, Embolo rotatorio (potter o aspas)
@:

FRACCIONAMIENTO DEL HOMOGENADO CELULAR
CENTRIFUGACION DIFERENCIAL

SOBRENADANTE SOBRENADANTE SOBRENADANTE
3

‘Q 1{ Centrifugacion a .T‘ J
= baja velocidad
g

._ Velocidad
‘r&?_' 1000g, 10 min

muy alta
1500009, 1h

‘ I Velocidad alta |~ + ;.

Velocidad |
' | 80000g, 1h

media
20000g, 20min |~

(
¥
R R <o o

Homogenado PRECIPITADO 1 PRECIPITADO 2 PRECIPITADO 3 pPRECIPITADO 4
celular Células enteras, mitocondrias, Microsomas,  Rjbosomas,virus
nucleos, lisosomas, otras vesiculas macromoléculas

citoesqueleto peroxisomas pequefias

SEPARACION DE
PARTICULAS DE GRAN
TAMANO

CENTRIFUGACION:

- DIFERENCTAL

- EN GRADIENTES.

Métodos Separativos




Antes de la
centrifugacién

e
| S =g

‘\ﬁ/ Muestra
| |

Gradiente de densidad de
sacarosa

Después de la
centrifugacion

P
<= 1

‘ Lisosomas
(1.12g/ml)

Mitocondrias

(1.18 g/ml)

Peroxisomas
(1.23 g/ml)

Recoleccion de las

Métodos Separativos

fracciones

PO @ @

> 064 g
- e 1.064 g/ml
<—— 1.065g/ml

4 1.066 g/ml

<+ 1068 ¢/ml
1070 g/ml
|72 g/ml

4
- — 1.076+ g/m|

Lisosomas Mitocondrias Peroxisomas

GRADIENTES DE DENSIDAD LINEALES

La densidad aumenta linealmente con el incremento en la distancia

DISCONTINUOS

CONTINUOS

Métodos Separativos

desde el centro de rotacion.

-

_

(-

fonda %

*

tope fondo  x

fondo *
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Métodos Separativos

CENTRIFUGACION ISOPICNICA

Centrifugacion

Muestra

Gradiente de
sacarosa

Componente
menos denso

| Fraccionamiento
Componente

mas denso

http://www.accessexcellence.org/AB/GG/cellBreakl.html L] L e < 1




Control de calidad del fraccionamiento: Microscopia

Nucleos Microsomas (RER) electronica

o?@k./‘»

Peroxisomas

Pellet Mltochondnal

Métodos Separativos
fraction

Formas de rotores

Orificio donde se
colocan los tubos

Angulo fijo
Giro
S B ORI c) Rotor vertical
de parada d°79'r°
Al ;
UaWACEEN = ayau
. Brazo
> ‘ oscilante
- Cestas dond
Giro soclitn

los tubos
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Refrigeracidn

Ultracentrifugacion

hiaterial sedimentada

otar
Métodos Separativos

CENTRIFUGAS

CENTRIFUGA DE LABORATORIO

Pequeiio tamaiio.

Velocidad: 5000 rpm

Sin sistemas auxiliares.

Util para particulas grandes
(células, precipitados de sales
insolubles).

CENTRIFUGA DE ALTA VELOCIDAD
Velocidad: 18000 - 25000 rpm.

algunas con sistema de vacio.

Utiles en la separacion de fracciones celulares.

0 macromoléculas.

ULTRACENTRIFUGA
Velocidad: a partir de 50000 rpm.
sistemas de alto vacio.

Preparativas: aislamiento de particulas de bajo S
(micr virus, macr éculas).

Sistemas auxiliares: sistemas de refrigeracion,

Insuficientes para la separacion de ribosomas, virus

Sistemas auxiliares: sistemas de refrigeracion,

MICROFUGAS

Velocidad: mas de 10000 rpm.
Tubos cortos.

in sistemas auxiliares.
Voli mu f

v Y
Utiles en Biologia Molecular.
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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.)

Segunda parte

Métodos de purificacion de moléculas

+ Basados en las siguientes propiedades:

+ Tamaiio
» Solubilidad
- Carga
- Adsorcion
- Afinidad

Métodos Separativos

14



Didlisis

(a) At start of dialysis (b) At equilibrium
N \ / [ \ =/
"o w - \ °
‘ 03 %) \ L [lo o o | ¢
Dialysis —_____ | o ‘ | —
membrane T4 Tl RO ‘o 2 . |
| R } (| o T = o e
Solvent — | |6 . | |lo ° |
£ \'M Q | °. l o X 0
| Q. 0 | I D .3 1 o —> °
S | | ") |
e 2 0F f . T K [[o o e
Concentrated — 1 ) ‘ P\ -7 o—>
solution ‘ N\ ‘ “ « = | ° |
| N ‘ | 7 N )| A S|
A\ 7 A\

Se usa para eliminar moléculas pequefias

Métodos Separativos

SEPARACION DE MOLECULAS

- CROMATOGRAFTIA.

Métodos Separativos
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CROMATOGRAFIA

@éh’do o liquido fijado a un solido

( E Fase moviD) fluido (liquido o gas) que arrastra la muestra a través de la
acionaria l

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

1

Se establece un equilibrio entre particulas adsorbidas y desorbidas

a-= [moléculas adsorbidas]
/ [mol. adsorbidas] + [mol. desorbidas]

ceficiente de reparto

Cromatografia: Chromos (color)

Métodos Separativos
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Cromatografia

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

Tira de papel——1__
| En la cromatografia de .

| una muestra de

" pigmentos vegetales el

disolvente, al ascender Carotenos ——
por capilaridad, !

\

arrastrara los pigmentos Xentofils ISl
(ue se separaran
dependiendo de su Clorofila A -.
Clt'bﬁ‘f’: | afinidad .
con alcohol ! Clorofila B -.
Al G
i/ i W R o Clorofila g
| : ] T
) Kiozdis ;ie Re: T1=0minutos T2 = 60 minutos
N pigmentos

Py

Métodos Separativos

Clasificacion de la cromatografia segln
el método de separacion

Adsorcién s d\efv\a,:;:; der Sélido
Reparto Solubilidad Liquido

lnt?gﬁ?cr:blo Electro;éctlcas Resina Liquido
Exclusién T:ran:if(i;'ge Gel
Afinidad L’;;:':ﬁ::g: Sélido

Métodos Separativos
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Tipos de Cromatografia

Segun el soporte:

En columna En papel En capafina

Métodos Separativos

Tipos de Cromatografia en Columna

Filtracion en Gel

Intercambio I6nico

Afinidad

Métodos Separativos
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muestra
aplicada

CROMATOGRAFIA

AN

solvente proteinas separadas

Métodos Separativo

Filtracion en Gel

Las moléculas pequefias penetran en
los pequeiios conductos que presentan
las bolas de gel, donde la velocidad de
flujo de solvente es menor.

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.

Como consecuencia, las moléculas de

mayor peso molecular son eluidas antes
que las de menor peso molecular.

Métodos Separativos
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Cromatografia de filtracion (tamafos)

Solvente

Microesferade Mairiz:dafgal
gel
(D7 , ) Moléculas
Microesferas de 0= ‘ N pequefias
gel e )
Moléculas
grandes
%

:i‘:

Métodos Separativos

PRINCIPIO DE LA CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO |IONICO

© o %o
© © )
@ Las particulas cargadas negativamente
= ° -
se unen a la matriz sélida cargada
positivamente, y son retenidas.
2 © o® Las particulas cargadas positivamente
© © son rechazadas por la matriz s6lida
= + cargada positivamente y son eluidas.
» [+]
g o ® P La elucién de las particulas cargadas
= P © negativamente se consigue cambiando
o el pH del solvente hasta igualario a su
+ punto isoeléctrico o hasta invertir su carga
© neta.
L+ © o
| [+

Métodos Separativos
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Elucién con solvente de baja molaridad Aumentar la
molaridad del solvente

(baja fuerza idnica)
059 039] 058 loo
el 99| (®® ®®
o + .

Métodos Separativos

Cromatografia de Afinidad

muestra

On analito

empaque . _D
= 2 etapa de

~ ligando unido
covalentemente  Interaccion

‘etapa de lavado

) etapa de elucién '

solucién con 3
analito puro columna , OI:I
regenerada ﬁ

Métodos Separativos
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Cromatografia de Afinidad EO

Sustrato para
esa enzima

Enzima

Métodos Separativos

Cromatografia de Afinidad Eo

-7

Matriz (gel)

Métodos Separativos
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SEPARACION DE MOLECULAS POR
CARGAS

- ELECTROFORESIS

Métodos Separativos

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

anodo
+ ELECTROFORESIS DE ZONA

- SOPORTE que retiene las moléculas:
elevado poder de resolucidn

Métodos Separativos
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O
I|

HO—(|3
H2N_(|3_H
R

Nonionic
form

I

0—C

o

R
Zwitterionic

form

Métodos Separativos

Grupos de aminodcidos segun su carga

polares
sin carga

acidos

Ji

< basicos

24



Punto Isoeléctrico (pI)

e pl es el valor de pH para o

el cual la carga neta del 5 Carga -2 pK,=9.9
aminoacido es 0 i
- Valor medio de los pK, que 9
flanquean la estructura Acido
: ol s At
lsoelectr|c§ N S glutamico Cargn =1
« Para aminoacidos neutros
es el valor medio de los pH & PKr=4.3
pK, y pK, 5
 Para aminoacidos &cidos o 4
basicos depende de cada b beit Carga 0
caso =
- Cuando pH= pI disminuye ¢ piw (2-244.8)/ L =322
la solubilidad en agua Carga i
1.0 2.0

Equivalentes de OH"

PROTEIN SEPARATION

La velocidad de migracion depende de:

m |a carga neta
m Fuerza delcampo  F=QVv
m Coeficiente de friccion Fr=r. v

Métodos Separativos
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Electroforesis en geles de poliacrilamida

Proteins W H -5—5-‘:;
Folded with positive +3...:'.}+ v ..
and negative charges f o e _:.f
Yo b, % ¥ .s.5-:Disulfide bond
| |
Reduced by 2-mercaptosthanol
(disulfide bonds are reduced) o 0=
post — faunel ©eo
—— @
SDS with negative charge
Unfolded to a linear structure with negative charge proportional
to the polypeptide chain length

| |

Molecular weight markers

Métodos Separativos

0 Ege e R el A O B
N N R R R G

by 2k
[ =

k.
=

S e
(a1

Na®

SDS

OH
&Hz
{‘:Hz

|
SH

B-mercaptoethanol

Electroforesis en geles de poliacrilamida

oL

\\

Muestras

Gel L—
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Electroforesis en geles de poliacrilamida

e’i ¥ & 2  sDS-coated proteins
( e @ @

2 5
]/ Place mixture of proteins on gel,
%, apply electric field

— r Cross-linked
Z P ol S polyacrylamide
Las moléculas s S ;5
mas pequer,lats ;?ggia,::d T2 2.2, Direction of migration
migran mas rapido S OYC

Stain to visualize
separated bands

ARG
2 2 D D

& & @ @

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Elr = T\'Zi' ~~ D
W~ We.-
E
i
© (LS el L1 [ | |
3 D
i B
§ —_ AT
: w—E
i G
4+

xel de poliacrilamida
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» Como calcular los pesos moleculares de las proteinas

1 2
ofL_f L _f]
J [
Myosin 200,000 || ———

ak

B-Galactosidase 116,250 || e— ieag —

Glycogen phosphorylase b 97,400 || — o =

Bovine serum albumin 66,200 || e—
Ovwalbumin = 45,000 || e—
E
Carbonic anhydrase 31,000 || o— Unknown
. protein
Soybean trypsin inhibitor 21,500 || ®— =
Lysozyme 14,400 | — Eﬂ _____
®
Ml. Unknown
standards protein Relative migration
Métodos Separativos
Como calcular los
pesos moleculares
de las proteinas
Proteina
desconocida

Métodos Separativos

Migracion relativa (mm)
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Como se arma el gel

Bamra
] espaciadora

Métodos Separativos

la muestra se aplica a los pocillos
empleando una pipeta

catodo _
i ~
—7
==
compartimento
superior {
con tampon

gelentre dos | ‘ .
placas de vidrio ( @
LSS

=

compartimento
inferior
con tampon

Métodos Separativos
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Métodos Separativos

30



SEPARACION DE MOLECULAS
SEGUN SUS PUNTOS

LSOELECTRICOS o |

—

] D)D) IN))
= ,

o o |

A = :‘.':l

L - o o D ey

Métodos Separativos

Electroforesis bidimensional

(IPG Strip)

e o oo & 0 (),0 0l

+ -

Segunda
o e v l cmansién
;‘ JEOS LR =

o Q)
@
O
o O 0O
© e
(&)
o
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~——— SDS migration (mol. wt. x 10-3)

Electroforesis bidimensional

basic «——— stable pH gradient —— acidic

100 e - ,
e A—-ﬁ-.._ P s T 2

i)

Metodos Separativos

Separacion de ADN en geles de
agarosa

Métodos Separativos




EN GEL DE AGARQOSA

Soporte: (restrictivo) Gel de agarosa

Electroforesis horizontal

muestra (-)

L
(4
o y e Sl
I— Campo eléctrico (AV) T D ded DNA

1. 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

B wnN

Ethidium bromide

Intercalated dye rende
the DNA fluorescent

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 absorcion

C. En papel

C. En fase reversa

C. De interaccion hidrofébica
Cromatografia de intercambio iénico
Electroforesis

Isoelectroenfoque

Carga

Y ¥V YWV VYV |Y¥Y VY | ¥V V¥V VY

Selectividad Cromatografia de afinidad

¥
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TERCERA PARTE
- ¢Como identificar una

proteina desde una mezcla
compleja?

Métodos analiticos

“Western blot”

(a) ELECTROTRANSFER (b) ANTIBODY DETECTION

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

p—
Electric

s

= f——t> > —

Incubate with enzyme-linked
Ab, (Y} and then wash excess Ab,,
and then activate color reaction

DEVELOPMENT

subslrale
Métodos analiticos

SDS-polyacrylamide gel Porous
membrane
sheet

34



“Western blot”

1

e/ aved

~

Métodos analiticos

Western blot

Métodos analiticos

Cathode (-)

Filter Paper
—
_ Gel

Membrane
" Filter Paper

Anode (+)

/__

iV

§

\

&
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Métodos de cuantificacion

- ESPECTROFOTOMETRIA

Métodos analiticos

° IO‘ 10 e —) It
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Ley de lambert Beer:

A=log,, 1/T =—log,, T

Absorbancia % Transmitancia

Concentracion

Concentracién
Transmitancia (T): T =1/ Io
Se expresa como % T

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,g 3.33 = 0.523 de absorbancia

37



ESPECTROFOTOMETRO

/
“ Mmou'cln.ulor Muestr
A " Detector
4 Colimador Coltmador
Lémpara

Métodos analiticos

400 nm Se absorbe violta. se observa verde-arhariilé (A 560 nm)
450 nm Se absorbe azul, se observa amarillo (A 600 nm) m
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) E

38



Espectrofotometro

-

g 4
= = ,/

METODOS ESPECTROSCOPICOS

* INFRARROJA INFRARROJA
+ UV-VISIBLE UV-VISIBLE
+ FLUORESCENCIA UV-VISIBLE
+ RESONANCIA RADIOFRECUENCIA

+ MAGNETICA
« NUCLEAR

Métodos analiticos
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METODOS NO

ESPECTROSCOPICOS
- POLARIMETRIA POLARIZACION
- REFRACTOMETRIA REFRACCION
- TURBIDIMETRIA DISPERSION

Métodos analiticos

CONOCIENDO MEJOR LAS
MOLECULAS......

ESPECTROMETRIA DE MASAS

CRISTALOGRAFIA (DIFRACCION DE Rx)

40



Prdcticos de Laboratorio

Qué vamos a usar

41



