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La identidad de la bGHr purificada fue confirmada mediante su
inmunodeteccion especifica en membranas de Western blot. Para ello se analizaron
muestras representativas del proceso cromatografico, tanto en geles de EGPA-SDS
como en membranas de nitrocelulosa. La Figura 12 muestra la tincion de Coomassie del
gel de EGPA-SDS de las muestras analizadas, donde el carril 3 presenta la composicion
del producto de fermentacién de la cepa de Pichia pastoris pPic9-bGH, en el cual se
aprecia una proteina de 22 kDa correspondiente a la bGH y mas de 20 proteinas
contaminantes. El carril 4 muestra el producto de la elucién 0M de NaCl obtenido de la
cromatografia de intercambio anidnico, en el cual se destaca la presencia de la bGHr
comn escasas proteinas contaminantes de alto peso molecular. En el carril 5 se observa la
banda de la bGHr obtenida de la fraccion OM de (NH;)SO4 de la cromatografia de
interacciones hidrofobicas. En el carril 6 se aprecia un aumento en la intensidad de
banda de la bGHr debido a la al efecto de concentracién de la muestra por parte de la
cromatografia de exclusién molecular. El carril 8 presenta la composicién del producto
de fermentacion de la cepa de P. pastoris pPic9, empleado como control negativo para
¢l ensayo de Western Blot, en ¢l cual sc¢ destaca la presencia de una banda a la altura de
22 kDa, similar a la presentada por la bGH, indicando con esto, que el vector de
expresion produce una proteina de peso similar a la bGH y que la banda de 22 kDa no
debe considerarse como 100% de bGHr en el carril 3.
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Figura 12. Gel de muestras procesadas en Western Blot: 1, marcador de peso
molecular; 2, estindar comercial de bGH; 3, Muestra de fermentacion de bGH sin
purificar; 4, fraccién OM de NaCl obtenida de la cromatografia de intercambio
aniénico; 5, fraccion OM de (NH;).SO; obtenida de la cromatografia de
interacciones hidrof6bicas; 6, elucién a los 18 minutos obtenida de la cromatografia
de exclusién molecular; 7, carril vacio; 8, fermentado de pPic9 como control
negativo.
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La Figura 13 presenta la inmunodeteccién de la bGHr con anticuerpos
policlonales anti-bGH, en el cual, el carril 2 muestra la reactividad de los anticuerpos
frente a la bGH comercial. En el carril 3 se observa la presencia de la bGHr a la alfura
de 22 kDa, ademis de la presencia de posibles dimeros, trimeros y algunas bandas
intermedias debido probablemente a la interaccién de la bGHr con algunas proteinas de
Pichia pastoris. El carril 4 muestra la presencia de la bGHr obtenida a partir de la
elucién con OM de NaCl de la cromatografia de intercambio aniénico, demostrando la
pureza y la integridad del producto obtenido. En el carril 5 se observa la presencia de la
banda correspondiente al monémero de bGHr obtenida de la fraccién OM de (NH4)2S0,
de la cromatografia de interacciones hidrofébicas. El carril 6 confirma el aumento en la
intensidad de banda correspondicnte a la bGHr como parte del proceso de la
cromatografia de exclusién molecular. El carril 8 fue empleado como control negativo,
en el cual se demuestra que la proteina de peso similar a la bGHr propia del vector de
expresion no presenta reactividad frente a los anticuerpos anti-bGH, con lo que se
descarta la posibilidad de que en el vector de expresién se encuentre la insercién del
cascte del gen de la bGH. Sin embargo, se muestra reaccion frente a proteinas de alto
peso molecular observadas también en la muestra de fermentacion sin purificar (carril 3).

Esto pudiera ser debido a reacciones inespecificas del anticuerpo policlonal.

wa 1 2 3 4 5 6 1 8

&5 >

45 >
36>

20 >
24>

20 p
14>

Figura 13. Western Blot de muestras representativas del proceso de purificacion: 1,
marcador de peso molecular; 2, estindar comercial de bGH; 3, Muestra de
fermentacion de bGH sin purificar; 4, fraccion OM de NaCl obtenida de la
cromatografia de intercambio aniénico; 5, fraccion OM de (NH4),SO4 obtenida de la
cromatografia de interacciones hidrofébicas; 6, elucién a los 18 minutos obtenida de
la cromatografia de exclusion molecular; 7, carril vacio; 8, fermentado de pPic9

como control negativo.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

De los resultados encontrados en el presente trabajo se puede concluir lo
siguiente:

El esquema de purificacién desarrollado confirmé ser muy efectivo al registrar
una pureza relativa del 99.5% para la bGHr producida por Pichia pastoris, presentando

una eficiencia de recuperacion del 52%.

La cromatografia de intercambio anidnico resulté ser una técnica inicial

adecuada para semi-purificar de manera rdpida y sencilla a la bGHr.

La cromatografia de interacciones hidrofébicas fue la fase cromatografica que

presenté menor rendimiento en recuperacion.

La cromatografia de exclusién molecular confirmé ser una cromatografia eficaz

para pulir la proteina recombinante en el proceso de purificacion.
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APENDICES

A. Datos obtenidos de la absorbancia de los estindares preparados
para la curva de calibracion empleada
para la cnantificacién de proteinas totales.

Concentracién final del Absorbancia
estandar de BSA (ug) (uA)
0.1 0.081
0.6 0.263
3.0 0.621
6.0 0.736
9.0 0.816
12.0 0.844
15.0 0.872

18.0 0.880
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B. Curva de calibracién para cuantificacién de
proteinas totales.

El andlisis de la regresion logaritmica correspondiente a la absorbancia en
relacién con los microgramos teéricos de albamina sérica bovina en los estandares fue
obtenida a partir de los datos experimentales presentados en el Anexo A. Se empled el
programa computacional Microsoft® Office Excel 2003 para obtener la siguiente gréfica,

Jjunto con su ecuacion de regresién logaritmica y coeficiente de correlacion:

14

" * o
0.8 -
@ 0.6 -

0.4 4 y = 0.1658Ln(x) + 0.4245

R? = 0.9859
0.2 -
0 1 3 L L) ] 1
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microgramos de BSA

y = 0.1658Ln(x) + 0.4245
= 0.9859
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C. Promedio de las absorbancias obtenidas en las 6 réplicas del
esquema de purificacion.

I. Muestra Inicial.
0.847 +0.037

IL. Cromatografia de intercambio aniénico.

Elucion OM 0448 +0.023
Elucion OM 0.145+ 0.051
Elucion 0.4M 0.621 +£0.048
Elucién 0.6M 0.299 £ 0.069
Elucion 0.8M 0.054 £ 0.010
Elucion 1.0M 0.006 £+ 0.006

Elucion 1.0M
Elucién 0.8M
Elucién 0.6M
Elucién 0.4M
Elucion 0.2M
Elucién OM

Elucién 14 min
Elucion 16 min
Elucion 18 min
Elucién 20 min
Elucion 22 min
Elucion 24 min
Elucion 26 min
Elucion 28 min
Elucion 30 min
Elucion 32 min
Elucion 34 min
Elucién 36 min

I11. Cromatografia de interacciones hidrofébicas.

0.010+0.010
0.027 £ 0.026
0.026 £+ 0.028
0.032 £ 0.027
0.078 £ 0.036
0.417+0.081

IV. Cromatografia de exclusién molecular.

0.002 = 0.004
0.067 £ 0.113
0267+0.112
0.307 + 0.082
0.125 £ 0.106
0.028 £ 0.017
0.016 = 0.009
0.008 = 0.005
0.012+0.017
0.006 + 0.004
0.013 +0.011
0.006 + 0.009
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D. Promedio de los microgramos de las muestras analizadas en la 6
réplicas del esquema de purificacién basados en la curva de
calibracion y las absorbancias obtenidas.

L. Muestra Inicial.
9]12.81+182.82

1L Cromatografia de intercambio aniénico.

Elucion OM 116.27 £ 16.22
Elucién OM 1928+ 6.27
Elucion 0.4M 338.36 + 87.67
Elucion 0.6M 50.19+18.45
Elucion 0.8M 10.73+ 0.69
Elucion 1.0M 8.04+ 031

IIL. Cromatografia de interacciones hidrofobicas.

Elucion 1.0M 082+ 0.05
Elucion 0.8M 092+ 0.15
Elucion 0.6M 0,92+ 0.16
Elucion 0.4M 095 0.15
Elucion 0.2M 1.26 + 0.30
Elucion OM 64.84 +17.89

IV. Cromatografia de exclusién molecular.

Elucion 14 min 0.00 £ 0.00
Elucion 16 min 0.68+1.33
Elucion 18 min 3.93+3.59
Elucion 20 min 4.67+2.86
Elucion 22 min 1.21 £ 1.57
Elucién 24 min 0.14+0.08
Elucién 26 min 0.07 +0.02
Elucion 28 min 0.03 £0.01
Elucién 30 min 0.05 £ 0.07
Elucion 32 min 0.02 £ 0.00
Elucion 34 min 0.06 £0.04
Elucion 36 min 0.02 +0.03
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