
PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 



SEPARAR UNA PROTEÍNA PARTICULAR DE OTRAS 
PROTEÍNAS  Y COMPONENTES CELULARES 

Hay muchas proteínas por célula (109). 

Una proteína dada puede ser  0.001-20%  de la proteína total. 

 

Otros componentes:  

Ácidos nucleícos, carbohidratos, lípidos, pequeñas moléculas. 

 

Proteínas podemos encontrarlas:  

Solubles, insolubles, unidas a membranas, unidas a  DNA, en 
organelos, citoplasma, en núcleo. 



¿POR QUÉ SE NECESITA PURIFICAR PROTEÍNAS? 
Es un paso básico para conocer su función 

  Secuencia de AA 

  Relaciones evolutivas 

  Función bioquímica 

  Estudio de la estructura secundaria terciaria: Cristalización 

Se debe tratar de conocer el máximo número de características de la 
proteína 
 Tamaño 
  Carga eléctrica 
  Densidad 
  Afinidad por otras moléculas 



¿CÓMO RECONOCER A LA PROTEÍNA QUE SE 
BUSCA? 

Métodos para la determinación de proteínas 

Determinar la cantidad total de proteínas en la muestra inicial y en 

cada paso del proceso de purificación. 

 

Ensayo de actividad 

Debe ser una prueba específica que permita identificar la proteína 

de interés en todos los pasos del proceso de purificación. 

A más específico el ensayo, mejor calidad de purificación 

 

Actividad específica = actividad de la proteína de interés / cantidad 
total de proteína.  

 

 

 

 

 



OBJETIVOS EN LA PURIFICACIÓN 

1.- MÁXIMA CANTIDAD POSIBLE 

   Porcentaje de enzima purificada respecto a la cantidad         
   inicial. 

2.- MÁXIMA ACTIVIDAD CATALÍTICA 

   Enzima en condiciones operativas o funcionales. 

3.- MÁXIMA PUREZA 

   Enzima no contenga otras proteínas. 



EVALUACIÓN DE LA PURIFICACIÓN 
ENZIMÁTICA 

GRADO DE PURIFICACIÓN 

Incremento de actividad específica respecto a la de partida 

RENDIMIENTO 

Porcentaje de enzima purificada 

Parámetros que se evalúan en la purificación 

Concentración de proteínas 

Actividad enzimática 



MONITOREO DEL PROCESO DE 
PURIFICACIÓN 

 Actividad Específica      AE = Unidades totales en la fracción i 

                                                   Total de proteínas en la fracción i 

 

 Rendimiento   R = Unidades en la fracción i 

                                 Unidades en la fracción original 

 

 Porcentaje de purificación   P = AE en la fracción i 

                                                     AE en la fracción original 



PASOS A SEGUIR EN UNA PURIFICACIÓN 

1.  Elegir la fuente (matriz biológica) 

 

2.  Definir un ensayo específico que identifique a la proteína 
(actividad biológica) (específico, sensible, rápido y barato) 

 

3.  Extraer la proteína de la fuente (proteínas intraceluares o 
extracelulares) 

 

4.  Fraccionamiento del extracto crudo (seguimiento de cada paso) 

 

5.  Determinar la pureza y calidad del producto final 



FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO 
CRUDO 

Implica una serie de pasos en los cuales se aprovechan propiedades 
fisicoquímicas o biológicas de la proteína de interés para separarla 
del resto de las moléculas. 

 Cada paso debe ser monitoreado adecuadamente para evaluar el 
rendimiento en la purificación, pureza y actividad específica de cada 
fracción obtenida. 

 Si bien no hay una sola secuencia de técnicas a seguir, en general se 
recomienda empezar por técnicas de alta capacidad y seguir con las 
de baja capacidad. 

 En general se desea obtener una gran pureza (según los objetivos) 
acompañada de un gran rendimiento. 



ESQUEMA TÍPICO DE UN PROCESO DE 
PURIFICACIÓN 



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 

PREPARACIÓN DEL EXTRACTO CRUDO 



FRACCIONAMIENTO DEL HOMOGENADO CELULAR 

Centrifugación a  
baja velocidad 

Homogenado 
celular 

PRECIPITADO 1 
Células enteras, 
núcleos, 
citoesqueleto 

Velocidad media 
20000g, 20min 

1000g, 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 



CENTRIFUGACIÓN ISOPÍCNICA 

Centrifugación 

Fraccionamiento 

Muestra 

Gradiente de 
      sacarosa 

Componente 
menos denso 

Componente      
mas denso 

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



PRECIPITACIÓN CON SALES 

(Voet) 

(p.e. sulfato de amonio) 



SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS 

CROMATOGRAFÍA EN COLUMNA 
 
Las diferentes proteínas se retrasan según sus interacciones con la matriz, 
de acuerdo a su carga, hidrofobicidad, tamaño o unión a grupos químicos. 

Muestra 
aplicada 

El solvente se aplica 
contínuamente a la 
boca de la columna 

Matriz 
sólida 

Tapón 
poroso 

Tubo de 
ensayo 

tiempo 

Moléculas fraccionadas 
eluídas y recogidas 

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



CROMATOGRAFÍA EN COLUMNA 

Intercambio iónico 
la carga de la 

proteína permite la 
separación. 

Se eluye usando un 
gradiente de pH y 
de la fuerza iónica 

Filtración en gel 
El tamaño de la 

partícula proteíca 
permite la separación   

De Afinidad 
La interacción con 

un ligando 
específico con la 
proteína permite 

la separación 

Flujo de solvente 

Partícula cargada 
positivamente 
 
 
Molécula cargada 
negativamente 
unida 
Molécula cargada 
positivamente 
libre 

Flujo de solvente 

Partículas 
porosas 
 
 
Molécula 
pequeña 
retrasada 
Molécula grande 
no retrasada 

Flujo de solvente 

Partícula con 
sustrato unido 
covalentemente 
 
Molécula de 
enzima  unida 
 
Otras proteínas 
pasan de largo 

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



CROMATOGRAFÍA DE FILTRACIÓN O EXCLUSIÓN 
MOLECULAR 

Las proteínas se separan 
según su tamaño 



CROMATOGRAFÍA DE INTERCAMBIO IÓNICO 

INTERCAMBIO CATIÓNICO 

Las proteínas se separan según su 
carga a un pH determinado 





CROMATOGRAFÍA DE AFINIDAD 

Las proteínas se separan en 
función de la especificidad de 
unión a un ligando.  
 
En el ejemplo , el ligando es la 
glucosa y se separan aquellas 
proteínas que se unen a ella.  
 
Las proteínas de interés se 
eluyen añadiendo un exceso 
de ligando libre. 



ELECTROFORESIS EN GEL 

ELECTROFORESIS EN GEL: 
Tras aplicar un campo eléctrico las 
proteínas migran en función del tamaño y 
de la carga 

(solubiliza 
 proteínas) 

Electroforesis en SDS-PAGE 

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



 
 
 

ELECTROFORESIS EN GEL 



Ejemplo de análisis de proteínas 
por SDS-PAGE en cada paso de una 
purificación.  
En el último paso hay una única 
banda, lo que indica que tenemos 
la proteína de interés 
completamente purificada 



GEL SDS-PAGE TEÑIDO CON AZUL DE COOMASSIE 

100 
 
66 
 
 
45 
 
 
 
33 
 
22 
 
14 
 
6.5 
 



GELES BIDIMENSIONALES (2D) 
Primero iso-electroenfoque  
y luego SDS-PAGE 



EJEMPLO DE GEL BIDIMENSIONAL  





ELECTROFORESIS: 
CONCEPTOS BÁSICOS 

DEFINICIÓN: 1. MIGRACIÓN DE SUSTANCIAS POR LA ACCIÓN 
      DE UN CAMPO ELÉCTRICO. 
 
  2. TÉCNICA QUE APLICA ESTE FENÓMENO. 

- + 
CÁTODO ÁNODO 

CELDA/PILA ELECTROLÍTICA 

ELECTROFORESIS 



ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA: 
NO DESNATURALIZANTE 

LAS PROTEÍNAS SE SEPARAN POR: 
 
• CARGA ELÉCTRICA 

 
• TAMAÑO 

Carga de los aminoácidos y proteínas con los cambios de pH 

Capta H+ Libera H+ 

Puesto que utilizamos unas 
condiciones de pH alcalinas, 
la mayoría de las proteínas 

van a estar 
CARGADAS NEGATIVAMENTE 

pI 



ELECTROFORESIS EN GEL DE 
POLIACRILAMIDA: 

NO DESNATURALIZANTE 

AL APLICAR UN CAMPO 
ELÉCTRICO LAS 
PROTEÍNAS MIGRARÁN - 

CÁTODO 

+ 
ÁNODO 



- 
CÁTODO 

+ 
ÁNODO 

– = 
= 

= 

¿QUIÉN LLEGARÁ ANTES A LA META? 
 

PREPARADOS..., LISTOS..., ¡YA! 

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA: 
NO DESNATURALIZANTE 



- 
CÁTODO 

+ 
ÁNODO 

– 

= = 

= 

A IGUAL TAMAÑO 
MIGRA MÁS 

LA MÁS CARGADA 

A IGUAL CARGA 
MIGRA MÁS 

LA DE MENOR TAMAÑO 

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA: 
NO DESNATURALIZANTE 



S 

S 

A1 

A2 

B 

PROTEÍNA A: 
 
• DIMÉRICA 
• DÍMEROS (A1, A2) UNIDOS 
   POR PUENTES DISULFURO (–S–S–) 
• A1  60 kDa 
• A2  20 kDa 

PROTEÍNA B: 
 
• MONOMÉRICA  40 kDa 

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA: 
NO DESNATURALIZANTE 



- 
CÁTODO 

+ 
ÁNODO 

80 kDa 

40 kDa 

A B 

LAS PROTEÍNAS MULTIMÉRICAS 
MIGRAN FORMANDO UNA UNIDAD 

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA: 
NO DESNATURALIZANTE 



SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS EN GEL DE 
POLIACRILAMIDA NO DESNATURALIZANTE 

         Ventajas 
 
• Separa proteínas en estado nativo 

• Las proteínas siguen siendo funcionales 
 

• Permite separar complejos proteicos 
   O proteínas multiméricas como una unidad 
 
 

   Inconvenientes 
 
• Muchas proteínas no migran por no tener carga neta o por poseer carga neta 

positiva 
 
• El proceso de separación es muy lento debido a la debilidad de la carga neta de las 
proteínas 
 
• El proceso de separación no sólo está afectado por el tamaño sino también por la 
forma de la proteína 



SDS-PAGE 
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 

S 

S 

A1 

A2 

El b-mercaptoetanol va a “romper” los enlaces –S–S– tanto inter- como 
intramoleculares mediante una reacción redox 

(El b-mercaptoetanol reduce los puentes disulfuro) 

b-mercaptoetanol 

SH 

HS 

A1 A2 

+ 

El DTT funciona del mismo modo que el b-mercaptoetanol 



SDS-PAGE 
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 

SH 

HS 

A1 A2 

+ 

El SDS se va unir a las proteínas dotándolas de una alta carga eléctrica negativa, la 
cual por repulsión va a provocar el desplegamiento de las mismas 

CH3
O

S
O

O
O-

10

Na+

SDS 

SH 

– – – – – – 
– – – – – – – – 

– – – 
– – 

– 
– 

– 

HS 
– – – – – – 

– – – – – – – – 
– 

– 

– – – 
– – 
– 

– 

– – – – – 
– – – – – 

– 

A1 A2 

La cantidad de SDS unido a la proteína es proporcional a su tamaño, de tal forma 
que la relación carga/tamaño entre todas las proteínas va a ser aprox. la misma 





LAS PROTEÍNAS SE SEPARAN POR: 
 
• TAMAÑO 

- 
CÁTODO 

+ 
ÁNODO 

60 kDa 

40 kDa 

A B 

LAS PROTEÍNAS MULTIMÉRICAS 
MIGRAN SEPARÁNDOSE EN SUS 

RESPECTIVOS MONÓMEROS 

20 kDa 

A1 

A2 

SDS-PAGE 
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 



80 kDa 

60 kDa 

20 kDa 

A1 

A2 

- 
CÁTODO 

+ 
ÁNODO 

40 kDa B 40 kDa B 

A = A1+A2 

NO DESNATURALIZANTE 
SDS-PAGE 

(DESNATURALIZANTE) 

vs. 



- 
CÁTODO 

+ 
ÁNODO 

El uso de gradientes de concentración de poliacrilamida 
permite una mayor resolución en un 

rango de peso moleculares más amplio 

8% 

20% 

14% 

4% 

Para que se separen las proteínas de alto 
peso 
molecular, debemos prolongar el tiempo de 
electroforesis. 
Pero en ese caso se perderían aquellas de 
menor tamaño 

En un gradiente de % de 
acrilamida podemos prolongar la 
electroforesis para separar las de 
mayor tamaño. 
 
Las de menor tamaño no se pierden 
ya que cada vez encuentran mayor 
resistencia a su paso 



SDS-PAGE 
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 

Ventajas 
 
• Separación rápida de las proteínas 

 
• La separación no depende de la forma de la proteína 
 Nativa 
 
• Se puede estimar el peso molecular de las proteínas 
 

• Aunque desnaturalizadas, las proteínas pueden usarse 
 PARA LA FABRICACIÓN DE ANTICUERPOS (en la mayoría de los casos) 
 

 
Inconvenientes 

 
• Las proteínas separadas están desnaturalizadas 

• No son funcionales 



ISOELECTROENFOQUE 

Carga de los aminoácidos y proteínas con los cambios de pH 

Capta H+ Libera H+ 

LAS PROTEÍNAS SE SEPARAN POR: 
 
• PUNTO ISOELÉCTRICO 

pI 



ISOELECTROENFOQUE 

EL GEL DE POLIACRILAMIDA CONTIENE UNAS MOLÉCULAS 
DENOMINADAS ANFOLITOS QUE CREAN UN GRADIENTE DE pH 



ISOELECTROENFOQUE 



LAS PROTEÍNAS SE MOVERÁN DE  
 
ACORDE CON SU CARGA NETA  
 
HACIA EL ÁNODO O EL CÁTODO  
 
HASTA QUE ALCANCEN UN VALOR  
 
DE  pH = pI  DONDE SU CARGA  
 
NETA ES NEUTRA (y ya no se  
 
mueven) 

ISOELECTROENFOQUE 



2D-ELECTROFORESIS 

REALIZAMOS UNA DOBLE ELECTROFORESIS 

1. REALIZAMOS UN ISOELECTROENFOQUE 

- 
CÁTODO 

+ 
ÁNODO 

9 

8 

7 

6 

5 

4 

pH 2. REALIZAMOS UNA SDS-PAGE 

- 
CÁTODO 

+ 
ÁNODO 

MUY MALA SUERTE 
TENEMOS 

QUE TENER PARA 
ENCONTRARNOS 
DOS PROTEÍNAS 

DISTINTAS 
CON IGUAL pI E 

IGUAL PESO 
MOLECULAR 



2D-ELECTROFORESIS 

UNA DE LAS HERRAMIENTAS FUNDAMENTALES EN PROTEÓMICA 



VISUALIZACIÓN DE LAS PROTEÍNAS 
SEPARADAS EN LA ELECTROFORESIS 

• Tinción con COOMASSIE BLUE 
 
 

• Tinción de PLATA 
 
 

• Tinción con otros metales (COBRE, ZINC) 
 
 

• Tinción con FLUOROCROMOS 
 
 

• WESTERN-BLOTTING e INMUNOTINCIÓN 



Coomassie Blue 

Tinción de Plata 
Tinción con Fluorocromo 

(SYPRO Orange) 

Tinción de Zinc Tinción de Cobre 

ESTAS TINCIONES 
TIENEN LUGAR 

SOBRE EL PROPIO 
GEL 



COMPARACIÓN DE TRES MÉTODOS DE TINCIÓN 



ELECTROFORESIS VERSUS WESTERN BLOT 



WESTERN-BLOTTING 

1-TRANSFERENCIA 

2-INMUNODETECCION 



Mediante un proceso de ELECTROTRANSFERENCIA podemos 
 
Pasar las proteínas del gel a otro soporte más conveniente 
 
Como por ejemplo pvdf (polyvinylidene fluoride) , membrana  de 
nitrocelulosa. En este soporte se conservan nuestros resultados mejor 
y por más tiempo 
 
 
Además permite desarrollar sobre él Técnicas de inmunodetección 
 
 

WESTERN-BLOTTING 



- 

+ 



WESTERN-BLOTTING 

La MEMBRANA de NITROCELULOSA se puede teñir a su vez 
 

con un colorante (ROJO PONCEAU) que pone de manifiesto 
 

el total de proteínas que se han transferido desde el gel 

Coomassie Blue 
(en Gel) 

Rojo Ponceau 
(en Membrana de Nitrocelulosa) 

WESTERN-BLOTTING 



Para la detección de una determinada proteína se utiliza 
 

el método de la INMUNODETECCIÓN 

WESTERN-BLOTTING 



Proteína 

Anticuerpo 
Primario 

Anticuerpo 
Secundario 

Membrana de Western Blotting (e.g. 
Nitrocelulosa) 

* 

WESTERN-BLOTTING 



Dependiendo del tipo de marcado que posea el 
 
Anticuerpo Secundario, el revelado puede realizarse mediante: 
 
 
• AUTORRADIOGRAFÍA 
 

• PRECIPITACIÓN DE UN CROMÓGENO INSOLUBLE POR LA 
   ACCIÓN DE UNA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 
 

• FLUORESCENCIA 
 

• QUIMIOLUMINISCENCIA 

WESTERN-BLOTTING 



HRP 

H2O2 

+ 
LUMINOL 

LUZ 

Proteína 

Anticuerpo 
Primario 

Anticuerpo 
Secundario 

Membrana de Western Blotting (e.g. 
Nitrocelulosa) 

HorseRadish 
Peroxidase 

LUMINOL OXIDADO 

QUIMIOLUMINISCENCIA 
 

“Chemiluminescence is the emission of light during a chemical reaction.” 

 

WESTERN-BLOTTING 



6800 

21800 

28900 

35700 

52000 

92000 

118000 

 M    WT 

Citocromo c 

Porina 

232             414 

179              324 

214000  M  WT 

PONCEAU WESTERN-BLOTTING 



FLUORESCENCIA 

WESTERN-BLOTTING 



En vez de un sustrato fluorescente podemos utilizar un sustrato 
 
que da lugar a un precipitado en la membrana de Western Blotting 
 
 
Como sustrato tenemos: 
 
pNPP: p-nitrophenyl phosphate 
 
BCIP: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 
 
 
 
La actividad enzimática comúnmente utilizada para catalizar 
 
estas reacciones es la FOSFATASA ALCALINA 

WESTERN-BLOTTING 



                                     

                                   

A. DETECCIÓN BÁSICA  

El sistema de detección está directamente conjugado al 
anticuerpo secundario (o a proteínas A o G). 

Los sistemas de detección son los ya vistos anteriormente 
(HRP, fosfatasa alcalina, fluorocromos, oro coloidal y 
radioisótopos) 

B. DETECCIÓN AMPLIFICADA  

Un pequeño ligando o antígeno, como la BIOTINA, está 
conjugado al anticuerpo secundario. 

El sistema de detección terciario consiste en un componente 
(AVIDINA) que se une específicamente a la biotina, y en 
múltiples sistemas de detección como los ya vistos. 

La amlificación también se da porque la avidina se une a 
múltiples sitios en el anticuerpo 2ario. 

AMPLIFICACIÓN DE LA SEÑAL: 
ABC (Avidin-Biotin Complex) 


