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SEPARACION DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

OBJETIVO: utilizar la técnica de la electroforesis en gel para analizar la purificacion de la
enzima lisozima. Se analizard la composicion proteica de las distintas fracciones y se

constatard el grado de pureza de la lisozima.

FUNDAMENTO

La electroforesis es la migracion de iones en un campo eléctrico. Es una de las
técnicas analiticas mas importantes dentro de la Bioquimica. Las moléculas biolégicas (ADN,
proteinas, vitaminas, etc.) poseen cargas eléctricas, y por tanto poseen esta propiedad de
movilidad en un campo eléctrico. La movilidad dependera de la carga que presentan al pH
que trabajemos. La electroforesis en gel es el método mds conveniente para realizar
separaciones de macromoléculas (ADN y Proteinas). El soporte de la electroforesis (el gel) es
un entramado tridimensional que impide o reduce la difusion. Este gel ha de ser compatible
con los tampones usados y debe permitir la entrada del liquido en los poros (reticulados
hidratables).

Los soportes pueden ser mas o menos restrictivos segin que el tamafo de poros
limite o impida el paso de las moléculas. Los mas restrictivos, como los geles de acrilamida-
bisacrilamida, oponen impedimento al paso de las moléculas, participando asi en el proceso
de separacién. Entre los menos restrictivos esta la agarosa. El tamafio de poro que da unas
dimensiones moleculares de criba de los geles puede ser establecido previamente. El gel en
la electroforesis retarda, en mayor o menor medida, a las moléculas mayores respecto a las
de menor tamafio. Las separaciones moleculares estan pues basadas en el tamizado

molecular junto a la movilidad electroforética de las moléculas que van a ser separadas.
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Para llevar a cabo la electroforesis se necesita: A) una fuente de Tension que
proporciona el campo eléctrico, mediante dos electrodos, positivo (dnodo) y negativo
(catodo), entre los que se establece la diferencia de potencial. B) una cubeta o recipiente, en
cuyos extremos se sitlan los electrodos. C) un soporte electroforético. D) el tampdn de
electroforesis: durante la electroforesis se produce electrolisis del agua, generandose
protones en la proximidad del anodo e iones hidroxilos en la proximidad del catodo; el
tampodn evitard que el entorno anddico se acidifique y el catddico se haga mas basico a lo
largo de la electroforesis.

El polimero utilizado para la formacion del gel es la acrilamida y la bis-acrilamida, los
cuales se polimerizan mediante la adicidn de catalizadores (persulfato aménico, TEMED).

En nuestro caso, la separacién de las proteinas se vera condicionada sélo por su tamaiio y
Nno por su carga ya que previamente las proteinas seran desnaturalizadas utilizando un
detergente (SDS), el cual despliega a las proteinas y se queda pegado a su superficie
confiriéndole una gran carga negativa. Esa gran carga negativa enmascara la carga intrinseca
de la proteina, y las proteinas una vez tratadas con SDS presentan todas la misma carga, y

la separacion sera debida solamente a la masa molecular de la proteina.

505" (persulfate)

Mass (kd)

2 S04 (sulfate radical,
initiates polymerization)

AN AN

CONH; CONH;_ CONH, CONHj )
o7

NH \ | | I
\
Hie 10

| |
0 02 04 06 08 10

0. _NH i = st
CONH, CONH;Y CONH; CONH, R Ly Relative mobility

Pl ¥ e T S




‘oman ta zabal zazu

>

Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco  Unibertsitatea

PROTOCOLO
La separacion electroforética se lleva a cabo seglin el método descrito por Laemmli
en geles de poliacrilamida (al 16% en acrilamida)

» A 15 pl de las Fracciones Fo — F3 se le afladen, en un eppendorf, tampdn de carga (x3):
(Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8; SDS 4%, glicerol 20%; 2-mercaptoetanol 10%; Azul de
bromofenol 0,008%).

» Calentar las muestras a 95°C durante 3 min.

» Cargar en pocillos 10 pul de F3V 5 ul del estandar de proteinas

» Correr la electroforesis en tampon Tris-HCI 0,025 M, pH 8,8, glicina 0,192 M y SDS
0,1%, a una intensidad de corriente constante de 30 mA hasta que el azul de
bromofenol esté aproximadamente a 1 mm del extremo inferior del gel.

» Desmontar el gel y teiiirlo con metanol/acético/HZO (5/1/5) con azul de Coomassie (1

g/l).
» Desteiiir el gel en metanol/acético/HZO (10/10/80).



