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CAPACITACION EN EL METODO DE ELECTROFORESIS EN GELES DE

POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

residuos de anchoita y merluza.

Se capacité a la Bqca. Daniela Lorena Lamas en |a técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida.
Esta actividad forma parte de la beca de formacién superior de la UNMDP bajo la co-direccién de la Dra.
Agueda Massa. El tema de estudio es "Extraccién y caracterizacion de enzimas proteoliticas de los
desechos provenientes de la comercializacion de la merluza Merluccius hubbsi y del calamar lllex
argentinus™.Se realizaron corridas electroforéticas para la resolucion de mezclas proteicas complejas de
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CAPACITACION EN EL METODO DE ELECTROFORESIS EN

GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Salomone, Andrea Laura

Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo Pesquero

Objetivo

Se capacitdé a la Bqca. Daniela Lamas en la técnica de electroforesis en geles de
poliacrilamida. Esta actividad forma parte de la beca de formacién superior de la
UNMDP bajo la co-direccion de la Dra. Agueda Massa. El tema de estudio es
“Extraccion y caracterizacion de enzimas proteoliticas de los desechos provenientes
de la comercializacion de la merluza Merluccius hubbsi y del calamar lllex argentinus”.
La capacitaciéon consistié en la explicacién de la metodologia y los fundamentos de la
técnica, y ademas se realizaron corridas electroforéticas para la resolucion de
muestras proteicas complejas de residuos de anchoita y merluza.

Introducciéon

La electroforesis es una técnica de separacion de moléculas cargadas por migracion
en un campo eléctrico. Las moléculas se separan en funcion de su carga eléctrica,
desplazandose al electrodo de carga contraria y a mayor velocidad cuanto mayor es la
carga de la molécula. Cada molécula se desplaza en el campo eléctrico alcanzando
una velocidad constante. En el estado estacionario, la fuerza impulsora (fuerza del
campo eléctrico) se equilibra con la resistencia al avance (fuerza de friccion
hidrodinamica) en el medio en que se desplaza.

Los geles de poliacrilamida son el resultado de la polimerizaciébn quimica de una
mezcla de acrilamida y hisacrilamida. Controlando la concentracion de ambas se
obtienen geles de diferente didmetro de poro. Uno de los métodos de electroforesis
mas comunmente aplicado para proteinas es el que emplea geles de poliacrilamida en
presencia del detergente aniénico dodecilsulfato de sodio (SDS). Esta técnica es
conocida como SDS-PAGE.

En la preparacion del gel, la polimerizacion de los monémeros de acrilamida produce
cadenas lineales. Al incluir bisacrilamida, ésta da lugar a puntos de ramificacion en el
polimero, lo que permite formar una matriz tridimensional, dando lugar al gel de
poliacrilamida. El tamafio de los huecos o poros que forma la reticula del polimero
depende de la concentracién de acrilamida y del grado de entrecruzamiento (es decir,
de la proporcién de bisacrilamida con respecto al total). Asi, variando la concentracion
de acrilamida y bisacrilamida en la preparacion del gel se consiguen distintos grados
de porosidad y, por tanto, distintos intervalos de separacion de proteinas. Al ser
discontinua, este tipo de electroforesis utiliza un gel concentrador con bajo grado de
reticulacion y pH 6,8 en la porcion superior y un gel separador con grado de
reticulaciobn mayor con valores entre 6% y 15%.

En la electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, la separacion de proteinas se
hace en funcién de la masa molecular. Para que esta dependencia sea correcta, es
preciso romper los puentes disulfuro intra e intercatenarios, para lo cual se afiade a la



preparacion de la muestra un agente reductor. Como consecuencia de este
tratamiento y de la presencia de SDS durante toda la separacion (tanto en el buffer de
electroforesis como en la composicion del gel), las proteinas se mantienen lineales
(estructura primaria intacta).

Al llevarse a cabo en condiciones desnaturalizantes (Laemmli, 1970), las proteinas
pierden su conformacion tridimensional y asi se obtiene un fraccionamiento que
obedece a la diferencia de peso y a la longitud de la cadena, migrando en relacion a
su masa cuando se aplica un campo eléctrico (Fig.1). Es una técnica semipreparativa
que en el laboratorio de Tecnologia se utiliza como método de rutina para observar los
perfiles proteicos de procesos de ensilados bioldgicos, harinas, hidrolisis enzimaticas,
homogenatos, etc., ya que es un método altamente reproducible y de costo
relativamente bajo.
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Figura 1. SDS-PAGE: perfil de migracién de proteinas segun su masa (kDa)

Materiales

* Fuente de electroforesis

* Barfio de incubacién

» Cuba de electroforesis con cristales, peines y separadores

* Formador de geles

* Pipetas automaticas, puntas descartables y tubos de 1,5 ml de polipropileno

* Solucién de acrilamida/bisacrilamida: 30 % acrilamida y 0.8 % bisacrilamida en agua
destilada

+ SDS: 10 % en agua destilada

* APS: 100 mg/mL en agua destilada

* TEMED (solucion comercial)

* Buffer del gel separador: Tris 1M; pH = 8,8

* Buffer del gel acumulador: Tris 0,5 M; pH = 6,8

« Buffer de la muestra 5X: 2,5 ml de SDS 10%; 0,2 ml de 2-mercaptoetanol; 0,5 ml de
azul de bromofenol 0,05%; 0,3 ml de buffer de electroforesis; 1 ml de glicerol y 0,5 ml
de Tris 0,5 M pH 6,8

« Buffer de electroforesis: 14,4 g/l de glicina, 3 g/l de Tris (base) y 10 ml/l de SDS 10%
* Marcadores de peso molecular o proteinas puras.

Procedimiento experimental
1. Montaje del sistema de electroforesis

Se monto el “sandwich” con dos placas de vidrio (uno de ellos tiene un rebaje) y la
goma separadora entre ambos lados y se coloc6 en el soporte formador de geles. Se



empled un gel separador con un 12% de acrilamida y un gel acumulador con un 4% de
acrilamida. Los geles fueron preparados mezclando en un vaso de precipitados, los
componentes indicados en la Tabla 1 (el persulfato y el TEMED inician la reaccién de
polimerizacion, por lo que se deben afiadir en ultimo lugar) y rdpidamente se procedio
al llenado con la mezcla (las cantidades indicadas son para dos geles). La solucién de
acrilamida/bisacrilamida se debe utilizar con guantes (es neurotéxica hasta que

polimeriza).

Componentes Gel Separador (12 %) Gel Acumulador (4 %)
Acril/Bis Acril 30% 6 ml 0,67 ml
Tris 1M pH 8,8 3,8 ml -
Tris 0,5M pH 6,8 - 0,5 ml
SDS 10% 0,15 ml 0,04 ml
APS 0,15 ml 0,04 ml
TEMED 0,006 ml 0,004 ml
Agua 4.9 ml 2,7ml

Tabla 1. Composicion de los geles de poliacrilamida utilizados en el trabajo.

Primero se polimerizé el gel separador. Para ello se rellend, con la mezcla todavia
liquida, el espacio entre las dos placas hasta unos 2 cm del borde superior del cristal
corto. Se afiadi®6 encima una pequefia cantidad de agua destilada para que la
superficie del gel quede recta. Se dejé polimerizar el gel entre 30 y 60 minutos, segun
las condiciones del ambiente. Se retir6 el agua destilada y se secé la parte interior de
los vidrios con un papel de filtro. Posteriormente se afiadi6 sobre el gel separador la
mezcla del gel “acumulador” y antes de que polimerice se introdujo en la parte superior
el “peine”, que formara en el gel acumulador los pocillos para luego poder contener las
muestras. Una vez polimerizado el gel concentrador, se retiraron el peine y los
separadores. Se llené la cuba con buffer de electroforesis y se cargaron las muestras
en los pocillos.

2. Preparacion de la muestra

Se tomo6 el volumen necesario de muestra, se mezclé en relacion 4:1 con el buffer de
siembra 4X y se calent6 cada muestra durante 10 minutos a 100°C. Se centrifugaron
los tubos a baja velocidad durante un minuto para concentrar toda la muestra en el
fondo del tubo. Se aplicaron las muestras y los patrones de peso molecular en los
pocillos del gel, usando micropipetas con puntas finas.

3. Desarrollo de la electroforesis

Se conectaron los cables de la cuba a una fuente de corriente continua y se aplicé un
voltaje de 80V hasta que el frente de corrida (visible por la banda azul de bromofenol)
entré en el gel separador, para luego incrementar el voltaje a 120 V. Cuando el frente
de corrida se acerco al extremo inferior del gel, se desconecto la fuente de poder y se
separaron las placas de vidrio con ayuda de una espatula, y el gel se coloc6 en un
recipiente para su tincién con Azul de Coomassie, &cido acético y metanol durante 1
hora a temperatura ambiente. Posteriormente se traspasé el gel a la soluciéon de
destincion (acido acético, metanol y agua), y se dejé reposar durante toda la noche.
Una vez que el gel perdi6 completamente la coloracién, se tomaron fotografias.



Resultados

Se llevaron a cabo electroforesis sobre muestras de residuos de anchoita y merluza.
En las Figuras 2 a 5 se muestran los resultados de las corridas electroforéticas.

9. Sobrenadante

Flgura 2. SDS-Page 12 % Homogenato da Anchofia 1 Popsina; 2, Papaina: 3, Pancreating; 4, Tripsina;
& Lisozima; 6. Homogenato Crudo Anchota; 7, Precpiacion con Acstona:
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Figura 3: SD05.PAGE 12 %. Horogenato de MK peso
&Da). Trip: Tripsina. Anch: Anchota,




i
™

Figura 4. SDS-Page 12 % Homogenato de Meriuza. 1 Pepsing. 2, Papains; 3. Pamm,l
Tripsira, 5. Peso Molecular; 6. Homogersto Crude Merkea, 7. moﬂ.ﬂmm
TCAMcelona; 8. Preciptacion con Acetona; 9, Scbrenadante

Figu'll SDS-Page 10 % De Homogenatos, 1,Pepsina: 2 Anchoita. 3,
Meruza; 4 Tripsina: & Pancreatina. PM en kDa
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