


Sesión 1. Extracción y precipitación con 
sulfato de amonio.

Purificación de la enzima lactato deshidrogenasa 
de músculo esquelético de pollo

ESQUEMA GENERAL

Sesión 2. Purificación por cromatografía

Sesión 3. Monitoreo del proceso de 
purificación (SDS-PAGE).

Sesión 4 y 5. Actividad enzimática.



Las propiedades de las proteínas son útiles para su 
purificación por cromatografía

 Tamaño (masa molecular)

 Carga

 Hidrofobicidad

 Unión específica a ligandos



Cromatografía

 Cromatografía de exclusión molecular (o filtración 

en gel)

 Cromatografía de intercambio iónico

 Cromatografía de interacción hidrofóbica

 Cromatografía de afinidad

Método de separación que se basa en el reparto de especies

entre una fase estacionaria y una fase móvil.

Conjunto de técnicas basadas en el principio de retención

selectiva, cuyo objetivo es separar los distintos componentes

de una mezcla, permitiendo identificarlos.



Matriz o resina 

Matriz químicamente inerte

Alta porosidad



Diferentes tipos de polímeros que varían en el grado de entrecruzamiento y por lo tanto
en la selectividad por moléculas de diferente tamaño. 



Matriz. Sustancia con la que se empaqueta la columna. También se
denomina fase estacionaria o lecho de la columna.

Fase Móvil (Eluyente). Solución tamponada (buffer) que se emplea
para transportar solutos a través de una fase estacionaria.

Volumen de la columna. Volumen total de la sustancia con la que
se empaqueta una columna cromatográfica.

Volumen muerto de la columna. Cantidad de solvente que tiene
que atravesar la columna para asegurar que se ha reemplazado
completamente.

Volumen de elución de un soluto: Cantidad de solvente necesaria
para eluir el soluto de la columna.



a) Volumen total (Vt): volumen que ocupa el cilindro del gel hidratado. 
b) Volumen vacío (Vo): Volumen existente entre las esferas del gel. 
c) Vt-Vo: Volumen ocupado por las esferas del gel, que se expresa como la
diferencia de los dos volúmenes anteriores. 

Volúmenes de una columna cromatográfica



Pasos para purificar proteínas por cromatografía

Volumen 
de columna

Muestra 
aplicada

Matriz

Tapón
poroso

Eluyente

Eluyente Proteínas separadas

• Empacar la columna

• Equilibrar la columna

• Aplicar la muestra

• Lavado (no en todos los casos)

• Eluir la muestra

• Colectar el eluato

• Detectar y cuantificar proteínas



Cromatografía de partición: La separación depende 

de las diferencias en la movilidad de las moléculas en el 
líquido (fase móvil) al atravesar la matriz.  

Cromatografía de adsorción: Las moléculas se unen 

a la matriz y son eluidas al cambiar la composición del
medio de elución. 



Cromatografía de exclusión 
molecular

(Filtración en gel)

Permite la separación de moléculas en 
función de su tamaño.



PRINCIPIO:
El material de la columna es poroso.

Las moléculas de menor tamaño difunden a través de 

los poros de las partículas del gel y son retardadas en su 
paso por la columna.

Las moléculas grandes no entran en los poros de la 

matriz, por lo tanto eluyen primero. 

Cromatografía de exclusión molecular o filtración en gel.



Cromatografía de exclusión molecular

El material debe ser:
•Un polímero inerte
•No cargado
•Con tamaño de poro uniforme

TIPOS DE MATRIZ
GRANULOS DE UN MATERIAL POROSO 

E HIDRATADO

 Dextranos con enlaces 
cruzados

 Agarosa

 Poliacrilamida











Cromatografía de exclusión molecular



Cromatograma del monitoreo de la purificación por cromatografía
de exclusión molecular.



Aplicaciones de la cromatografía de 
exclusión molecular

 Desalado 

 Cambio de condiciones del amortiguador 

 Separación de biomoléculas de distintos tamaños.

 Purificación de proteínas.

 Determinación de la masa molecular de las proteínas. 
El volumen de elución es proporcional al logaritmo de la masa molecular.



Desalado



Aplicación: Determinación de la masa molecular.

Existe una relación lineal entre el volumen de elución y el logaritmo
de la masa molecular de las proteínas. 



Cromatografía de intercambio iónico

 Separación de moléculas con base en su carga neta

 La muestra se aplica en una matriz de carga opuesta a la carga
neta de la proteína que se quiere purificar

 Se debe tener un pH determinado en el buffer de elución 

 El orden de elución de las proteínas depende de la “fuerza” de 
unión con la matriz. 



Las proteínas son moléculas que tienen carga

• De

Carga neta

• Suma de las cargas de las cadenas 

laterales de los aminoácidos

• Depende del pH del medio 



Punto isoeléctrico (pI)
Es el pH al cual se iguala el número de cargas positivas y de 

cargas negativas en la proteína, por lo que la  carga neta 
es = 0.

pH solución> pI= proteína carga(-) por desprotonación.

pH solución< pI= proteína carga(+) por protonación

pH solución =pI =proteína carga(0) precipitado insoluble 





Matrices en la cromatografía de intercambio iónico

Intercambiador 
aniónico

Intercambiador 
catiónico

Las proteínas de unen al intercambiador a través de interacciones electrostáticas reversibles.

La separación se logra por una interacción electrostática entre los residuos cargados de la matriz y 
los residuos de la proteína con carga contraria. Esta interacción se puede romper por cambios en 
fuerza iónica o de pH.



Intercambio aniónico

Fase estacionaria cargada positivamente 

Intercambio catiónico

Fase estacionaria cargada negativamente



Interacción electrostática entre los grupos
funcionales de la matriz y la proteína

Intercambiador 
catiónico (-)

Intercambiador 
aniónico (+)

Proteína (+) Proteína (-)



La distribución de la carga neta en la superficie de la proteína 
determina la interacción con los grupos cargados en la superficie
del material de empaque.

La carga de las proteínas depende del pH del medio en 
el que se encuentren.



Factores que afectan a la retención de 

las proteínas en la matriz

1. Fuerza iónica

2. pH



Materiales de las columnas de intercambio iónico

Intercambiador catiónico

Intercambiador aniónico



Estructuras de grupos químicos que le dan carga
a las matrices intercambiadoras de iones

Grupos de intercambiador aniónico

Aminas cuaternarias (Q)
Dietilaminoetil (DEAE)

Grupos de intercambiador catiónico

Sulfopropil (S- o SP)
Carboximetil (CM)

Sulfopropil

Carboximetil

Dietilaminoetil DEAE

Trimetilaminoetil

Hidroxipropil dietilaminoetil



Para eluir a la proteína se utilizan soluciones que 
modifican el pH o la concentración de sales.



Tipos de elución

Elución isocrática: Composición constante del 
eluyente

Elución en gradiente: La composición del medio 
eluyente se modifica. 



GRADIENTE DE CONCENTRACIÓN





Monitoreo de la purificación
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Monitoreo de la purificación



Cromatografía de Afinidad

Ligandos: anticuerpo, ión metálico, sustrato (análogo), cofactor, 
coenzima, inhibidor. 

Método basado en la interacción específica y reversible entre la proteína y
un ligando específico unido a la matriz cromatográfica.



Cromatografía de Afinidad

Se basa en la afinidad específica de una proteína por un ligando 
en particular: 

Enzima- sustrato (análogo)
Enzima-cofactor o coenzima
Enzima-inhibidor 
Hormona-receptor
Anticuerpo-antígeno



Reconocimiento molecular 



Utiliza la alta especificidad entre las moléculas biológicas para separar componentes
específicos de mezclas complejas.

Cromatografía de afinidad





• Unión covalente estable con la matriz

• Alta capacidad para unir a la proteína de interés

Los ligandos presentan:

¿Cómo eluir la proteína de interés?



Elución con Imidazol, EDTA.



VENTAJAS:
Especificidad
Pureza del producto final
Se evitan otros pasos de purificación
Altos rendimientos

DESVENTAJAS:
Condiciones de elución drásticas
Ligando específico no disponible o 
inadecuado
Precio

Cromatografía de afinidad



Cromatografía de interacción hidrofóbica 



La interacción hidrofóbica es dependiente de la fuerza iónica
del amortiguador utilizado como eluyente.
La unión es mayor a altas concentraciones de sales. 
Para eluir a la proteína se utilizan concentraciones decrecientes
de sales.  

Cromatografía de interacción hidrofóbica 



El experimento
Objetivos:

 Continuar con la purificación de la LDH.

 Llevar a cabo el desalado de la muestra por 
cromatografía de exclusión molecular.

 Emplear las técnicas de cromatografía de 
intercambio iónico y/o cromatografía de afinidad.  



¿Cómo vamos a purificar a la 

LDH de Gallus gallus?



Aminoácidos cargados 

No todas las cargas se encuentran expuestas 



¿Cuál es el peso molecular?

¿Cuál es su pI?

¿Cuál será la carga neta de la proteína a un pH de 6.5?

¿Qué tipo de intercambiador necesitamos?

¿Posibles ligandos?



Purificación de la LDH por cromatografía de afinidad

Cibacron Blue (Blue-Sepharose, Affigel-Blue)



Proteína Peso molecular 
(kDa)

pI

Mioglobina 17 7

Ureasa 483 5

Tripsina 34 8

Catalasa 222 3.4


