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n este trabajo se describen 
ensayos de purificación de la 
proteína glutatión S-transfera-

sa (GST) en el contexto de los trabajos 
para determinar las funciones de pro-
teínas que influyen en la interacción 
plantas-patógenos (Arabidopsis tha-
liana). GST se añade a la proteína en 
forma de marcador («tag») para pu-
rificarla por medio de cromatografía 
de afinidad. Las GST desempeñan un 
papel importante en la descontamina-
ción de sustancias orgánicas externas 
(los denominados xenobióticos). Para 
obtener información detallada sobre la 
función y regulación de GST en plantas, 
consulte (2). En la purificación de esta 
proteína es especialmente importante 
limpiar todas las sustancias utilizadas. 
Por tanto, es necesario dosificar todas 
las sustancias químicas y soluciones en 
agua ultrapura.

E

La cromatografía de afinidad es un procedimiento para el aislamiento 
de proteínas de soluciones. Este principio fundamental (1) se utiliza desde hace 
tiempo en los laboratorios. La utilización de sistemas de cromatografía líquida 

rápida de proteínas (Fast Protein Liquid Chromatography, FPLC) permite obtener 
una gran cantidad de proteína objetivo de gran pureza.

Figura 1. El extracto celular total, que contiene la proteína recombinante buscada, se 

añade a la columna correspondiente. Las proteínas enlazadas inespecíficas se lixivian 

y se eluye la proteína enlazada específica con glutatión en forma reducida. (Croquis 

de Jan Erwig inspirado en el modelo de Bende 1974 (1).)
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Principios básicos 
de la cromatografía 
de afinidad

Para la purificación se añade por méto-
dos de biología molecular (tales como 
clonación y transformación) un marcador 
adicional a la proteína objetivo, lo que 
da lugar a una proteína recombinante. 
El objetivo de la cromatografía de afi-
nidad es purificar la mayor cantidad de 
la proteína recombinante. Para ello, la 
construcción genética correspondiente 
se introduce frecuentemente con antela-
ción en sistemas bacterianos (clonación), 
donde se sobreexpresa. Como organis-
mo huésped se utiliza en la mayoría de 
los casos la bacteria Escherichia coli, pero 
también se usan cepas de bacilo o siste-
mas no bacterianos, como levaduras, cé-
lulas de mamíferos o de plantas (3).

La purificación se basa en la interacción 
específica entre dos compuestos de re-
acción. Un compuesto de reacción es 
el marcador de proteína y el otro es un 
ligando o anticuerpo covalente enlaza-
do a una matriz. En estos ligandos, la 
proteína recombinante (o el marcador) 
se enlaza de forma específica.

Tras el lavado de la proteína inespecífi-
ca, la proteína objetivo se puede eluir de 
forma específica mediante un competi-
dor (véase el ejemplo de la Figura 1).

La elección de la matriz de columna de-
pende en este caso del marcador de pro-
teína elegido. Este debe cumplir diversos 
requisitos, como una alta especificidad de 
la matriz, facilidad de demostración, elu-
ción con sustancias de bajo peso molecu-
lar y la posibilidad de proteínas de fusión 
N-terminales y C-terminales. Además, en 
lo posible los marcadores no deben tener 
ninguna influencia en la estructura tercia-
ria ni influir en la actividad biológica de 
la proteína (4). En el ejemplo mostrado 
aquí, se purifica la glutatión S-transferasa 
(GST) mediante una matriz con glutatión 
proveniente de un extracto de células. La 
GST tiene un tamaño de unos 26 kDa y 
es por tanto varias veces mayor que, por 
ejemplo, un marcador de polihistidina  
(1 kDa). Las ventajas de los marcadores de 
proteína grandes son una solubilidad po-
tencialmente mejor de la proteína recom-
binante y una purificación más específica. 
Muchos marcadores de polipéptidos más 
cortos se purifican mediante matrices 
en las que se pueden enlazar en menor 
medida proteínas inespecíficas. En tal 

caso la fracción depurada es menos pura, 
comparada con el marcador de GST, por 
ejemplo. La elución de la proteína re-
combinante enlazada se consigue prin-
cipalmente mediante enlace competitivo 
de ligandos libres o bien modificando el 
valor de pH o de la concentración de sa-
les. En el ejemplo anterior, la purificación 
de la GST se muestra con cromatogra-
fía líquida de proteínas. Por la compleja 
estructura del sistema, es indispensable 
un trabajo preciso y, sobre todo, limpio, 
así como materiales ultrapuros, el agua 
incluida. Así, por ejemplo, unos valores 
de pH fluctuantes y unas concentracio-
nes de sales cambiantes pueden influir 
en el comportamiento de enlace y de 
elución, lo que falsearía los resultados. La 
GST enlazada se eluye de la columna con 
glutatión en forma reducida y se recoge 
en diferentes fracciones. A continuación 
se examina la pureza de estas fracciones.

Materiales y métodos

Para la depuración se inoculó un culti-
vo líquido con células de E. coli TOP10, 
transformadas con vector de expresión 
pGEX4T1, y se dejó madurar hasta una 
DO600 ~0,6.

Figura 2. SDS-Page de un gel de acrila-

mida al 10% al que se aplicó el extracto 

celular total de SDS de las células sin 

inducir (–) e inducidas (+) de E. coli. Gel 

tintado con azul de Coomassie coloidal. 

GST marcado con *.

Figura 3. Diagrama de flujo de la cromatografía de afinidad. El cromatograma permite 

un análisis directo de los diferentes parámetros. Se muestran la absorción UV (azul), 

la concentración del tampón de elución (verde) y el inicio de la carga de la muestra en 

la columna. Pico de elución marcado con *.
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Matriz de columna con ligandos enlaza-
dos covalentes
Proteína recombinante
Proteína inespecífica

Extracto de célula en columna
Enlace selectivo en matriz
Proteína inespecífica lixiviada
Elución con tampón de elución
Proteína purificada

Se añadió el inductor (IPTG) con una con-
centración final de 0,2 mM y acto segui-
do se siguió agitando el cultivo durante 
4 horas a 28 °C. Antes y después de la 
inducción se tomó 1 ml de cultivo cada 
vez como control. A continuación se cen-
trifugó el cultivo líquido y se resuspendió 
y lisó el pellet en tampón de PBS frío que 
contenía PMSF y lisozima. El lisado celular 
se centrifugó a 24.000 x g. Después de 
cada paso se tomaron muestras de con-
trol. El sobrenadante se transfirió y se des-
gasificó en un baño ultrasónico. La purifi-
cación se realizó y se evaluó en un sistema 
de cromatografía de afinidad. Puesto que 
el sistema mide también la absorción de 
la muestra durante la purificación, la pro-
teína objetivo se puede identificar por un 
aumento de la absorción UV en la elución 
con glutatión en forma reducida. La proteí-
na purificada se recogió en fracciones de  
200 µl. Para el análisis posterior mediante 
SDS-PAGE se mezclaron 20 µl de fraccio-
nes de picos individuales o dos agrupadas 
con 4 tampones de carga SDS y se carga-
ron en un gel de poliacrilamida al 10%.

El gel se tintó luego con Coomassie co-
loidal (véase 5). Todos los tampones, so-
luciones y medios se prepararon para los 
ensayos con agua ultrapura del sistema 
arium pro (Sartorius).

Resultados

Para examinar la expresión de la proteína 
objetivo, se digirieron células E. coli indu-
cidas y no inducidas directamente en SDS 
y se separaron mediante SDS-PAGE en un 
gel de poliacrilamida al 10% (véase Figu-
ra 2). La GST tiene una masa molecular 
de unos 26 kDa. Las células inducidas 
muestran aquí una cantidad claramente 

mayor de una proteína en el mismo tama-
ño (véase Figura 2: *). Luego se lisaron las 
células no inducidas y el lisado celular se 
separó en fracciones solubles e insolubles 
mediante centrifugación (véase Figura 4). 
La purificación de una proteína mediante 
cromatografía de afinidad asume que la 
proteína que se va a purificar sea soluble 
en fase acuosa. La solubilidad de la GST se 
confirmó mediante SDS-PAGE con poste-
rior tintado de Coomassie (Figura 4).

La fracción de proteína soluble se utilizó 
para la cromatografía de afinidad. El soft-
ware permite el seguimiento de la depu-
ración en tiempo real (cromatograma, 
Figura 3). La carga de la columna con la 
muestra de proteína provoca un aumen-
to de la absorción UV (línea azul en la Fi-
gura 3). Tras una carga correcta, el valor 
de UV disminuye. La GST se puede ver en 
el primer tercio de las fracciones de elu-
ción como un claro pico en la absorción 
UV (estrella en Figura 3). Después de la 
purificación, se examinaron las respecti-
vas fracciones en términos de contenido 
de proteína y pureza mediante SDS-PA-
GE. Se cargaron los respectivos contro-
les (extracto de célula total, extracto de 
célula tras lisis, sobrenadante y proteína 

sin enlazar), así como las fracciones den-
tro (A7-B7) y fuera (A4 y C4) del pico de 
UV. Se puede observar que las fracciones 
de pico contienen la proteína objetivo en 
mayor cantidad y pureza (Figura 4). En 
comparación con los controles, se pue-
de ver una clara banda de proteína en  
26 kDa, que presenta el mayor conteni-
do de proteína en las fracciones de pico 
A11-B12. Asimismo, en la comparación 
del sobrenadante utilizado y el contenido 
de proteína sin enlazar se puede ver que 
la GST expresada y soluble se consiguió 
purificar casi completamente.

Conclusión

La purificación y el aislamiento de pro-
teínas específicas y el posterior análisis 
bioquímico de las mismas es un méto-
do importante para comprender mejor 
la función de la proteína. Los resultados 
demuestran que la proteína examinada se 
pudo aislar claramente como banda dife-
renciada. Esta clara separación solo puede 
conseguirse con soluciones absolutamen-
te limpias. La base para las soluciones 
utilizadas fue agua ultrapura, que podía 
utilizarse sin problemas para la realización 

Figura 4. Gel de SDS-PAGE al 10% tintado con Coomassie coloidal que muestra la GST 

purificada en fracciones no de pico y de pico. Controles: Extracto celular total, parte 

no soluble tras lisis celular (extracto celular tras lisis), parte soluble que se utilizó para 

la cromatografía (sobrenadante) y proteína no enlazada.
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de los ensayos, porque se distingue por su 
constante alta calidad respecto de todos 
los valores requeridos, como por ejemplo 
conductividad, TOC y contenido en sales. 
La identificación mediante electroforesis 
en gel no mostró estrías perturbadoras, 
enfoque erróneo ni bandas de proteína 
inespecíficas, como puede ocurrir en pre-
sencia de sales o partículas orgánicas car-
gadas en las soluciones (6). Para obtener 
evaluaciones de gel fiables y reproducibles 
es preciso prestar atención a la higiene de 
los tampones y las soluciones de tinción. 
Puesto que el procedimiento de ensayo 
aquí descrito, desde el cultivo de bacte-
rias, pasando por la elaboración de las 
soluciones y los análisis cromatográficos 
hasta la electroforesis en gel final, abar-
ca trabajos intensos, de coste elevado y 
que requieren mucho tiempo, se excluye 
desde el principio la utilización de agua 
o sustancias químicas no purificadas. Por 
ello no se pudo realizar una comparación 
directa con diferentes calidades de agua 
ultrapura.

Según (6), el agua ultrapura acabada de 
preparar, a diferencia del agua de bote-
lla, se debe aplicar en un gel 2D para 
una mayor cantidad y una mejor distri-
bución de los puntos de proteína.
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