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RESUMEN 

 
La electroforesis en geles de poliacri lamida en presencia de 
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) fue descrita por primera vez 
por Laemmli en 1970 y hasta ahora son mínimas las 
modif icaciones realizadas a la metodología original. Sin embar go, 
el consumo de tiempo excesivo para el revelado de los geles la 
hace poco atract iva para que se pueda aplicar en los análisis de 
rutina de un laboratorio clínico.  El objetivo de este trabajo fue la 
evaluación de dist intos procedimientos de t inción para el revelado 
de geles en el análisis de proteínas del suero humano por 
electroforesis SDS-PAGE. Se ut il izaron los colorantes Violeta de 
Genciana, Azure A y Azul Indigo 23, con el f in de investigar  la 
capacidad de resolución en el revelado de geles usando Como 
colorante control al Azul de COOMASSIE. Se estandarizó la 
técnica de SDS-PAGE para el análisis de muestras de suero 
humano logrando reducir hasta un 25% el t iempo total. El violeta 
de genciana presentó mayor sensibil idad para la t inción de 
proteínas en los geles de SDS-PAGE. El método fue validado con 
pruebas de control de calidad analít ica, resultando una excelente 
linealidad (R2 > 0.995), con un límite de detección similar al del 

Azul de COOMASSIE (< 1.0 g) y excelente reproducibil idad (m= 
1.045). El análisis de muestras clínicas se valido con suero fresco 
humano presentando una correlación aceptable (0.971) para la 
albumina que fue la proteína que se util izó como estándar de 
comparación en todo este estudio. Los resultados de este trabajo 
demuestran que es posible ut il izar colorantes comunes disponibles 
en cualquier laboratorio de análisis.  
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INTRODUCCIÓN 

 

La técnica de electroforesis en geles de poliacri lamida en 

presencia de dodecil  sulfato de sodio  (SDS-PAGE) es un método 

rápido, reproducible y de bajo costo a nivel de muestra. Esta 

técnica es ampliamente util izada para cuantif icar, comparar y 

caracterizar proteínas. Esta técnica analít ica en su forma semi-

preparat iva primeramente separa las biomoléculas según su peso 

molecular  bajo la acción de un campo eléctrico y posteriormente 

se transfiere para estudios inmunológicos.  

 

La electroforesis permite separar mezclas complejas de 

proteínas de acuerdo con su tamaño molecular , haciéndolas pasar 

por un copolímero entrecruzado de Bis-Acrilamida, sobre el cual se 

adhieren las proteínas. El SDS (dodecil  sulfato de sodio) , es un 

detergente que consta de doce átomos de carbono, este se une a 

las proteínas y las desnatural iza parcialmente, y debido a que se 

encuentra cargado negativamente les confiere  esta carga a las 

proteínas. Se dice que (la separación se realiza en condiciones 

desnatural izantes) debido a que se añaden compuestos que 

alteran las condiciones nativas de las proteínas  y que se incorpora 

en una solución llamada búfer de muestra, el cual  consiste en un 

agente reductor como el 2-mercaptoetanol que se encarga de 
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eliminar los puentes disulfuro  formados en la estructura terciaria 

de las proteínas entre los aminoácidos. Al aplicar un campo 

eléctrico a la muestra inmersa en un búfer de corrida, el complejo 

proteína-SDS se transfiere hacia el polo positivo y se separara 

según su tamaño ya que se produce perdida de la estructura 

terciaria y secundaria y se generan las  cadenas polipeptídicas 

lineales que conforman la proteína. Las moléculas de menor 

longitud y peso molecular, migraran más rápido, mientras que la 

que posean un peso molecular mayor lo harán  posteriormente. 

 

El método electroforético SDS-PAGE es ut il izado cada día 

más en el estudio de enfermedades en los que el suero juega un 

papel importante, ya que sabemos que es muy dif íci l que haya una 

enfermedad que no altere este l íquido principalmente la forma de 

complejos proteicos presentes. La determinación de estos 

complejos separados dentro de un campo eléctrico por la inf luencia 

ejercida por los electrodos clásicos como son el cátodo y el ánodo 

(- y +), permite al investigador por comparación de sus valores 

normales con los encontrados en la enfermedad, conocer y 

precisar numerosos cuadros patológicos . No solo las albúminas del 

suero sanguíneo es susceptible de un estudio electroforético sino 

que también las de tejidos, toxinas y venenos. 

 

La técnica de electroforesis SDS-PAGE fue descrita por 

primera vez por Laemmli (1970) y hasta ahora son mínimas la s 



3 

 

modif icaciones realizadas a la metodología original. Sin embargo, 

el consumo de tiempo excesivo para el revelado de los geles la 

hace poco atract iva para que se pueda aplicar en los análisis de 

rutina de un laboratorio clínico. Se han intentado la simpli f icación 

de esta técnica y se han desarrol lado equipos altamente costosos 

para resolver esta problemática.  

 

En este trabajo se analizaron dist intos procedimientos de 

revelado de geles de electroforesis SDS-PAGE, además de la 

util ización de dist intos t ipos de colorantes para presentar una 

alternativa en este procedimiento y a su vez lograr reducir los 

tiempos en el revelado de tal manera que se puedan aplicar en un 

laboratorio clínico.  
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OBJETIVOS 

 

 

Objetivo General  

 

Evaluación de distintos procedimientos de tinción para el 

revelado de geles en el análisis de proteínas del suero humano por 

electroforesis SDS-PAGE . 

 

 

Objetivos Particulares 

 

1. Estandarización de una técnica de electroforesis SDS -PAGE 

para el análisis de muestra de suero.  

2. Comparación de diferentes colorantes de fácil disponibi l idad 

para la t inción de proteínas en el revelado de los geles con la 

metodología original.  

3. Evaluar la posibi l idad de realizar el pre -teñido de las proteínas 

para disminuir el t iempo de análisis.  

4. Validar la metodología establecida para el análisis de muestras 

de suero humano.  
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ANTECEDENTES 

 

Durante las últ imas décadas, la electroforesis en geles de 

poliacri lamida ha sido la técnica de elección para el análisis d e la 

composición proteica de un determinado t ipo de célula y el 

seguimiento de los cambios en la act ividad de los genes a través 

del análisis cuantitativo y cualitat ivo de miles de proteínas que 

orquestan varias funciones celulares . 

 

La técnica de electroforesis es una técnica  altamente sensible,   

úti l  para la separación de biomoléculas, en dependencia entre 

otros factores de su carga y bajo la acción de un campo eléctrico, 

fue empleado por primera vez por  Tiselius (1937), quien al trabajar 

con proteínas descubre una técnica para su  separación por acción 

de un campo eléctrico y es en inventor de un equipos para  la 

electroforesis1.  Raymond y Weintraub (1959), emplearon como un 

soporte para la electroforesis un gel de poliacrilamida (PAGE), 

posteriormente la técnica fue perfecc ionada por otros 

investigadores. Laemmli (1970) describ ió una nueva técnica que 

logra un aumento en la resolución  por la uti l ización del SDS. Dos 

años después en 1972 se emplean agentes reductores y SDS en la 

determinación de peso molecular de proteínas en lo que se 

denominó electroforesis en ge les de poliacrilamida con SDS o bien 
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SDS-PAGE, además se han realizado innumerables procedimientos 

de tinción en la l iteratura desde los tiempos de Ornstein y Davis 

2,3. Esta técnica es la que se ha venido empleando desde su 

surgimiento hasta los tiempos actuales.  

 

Estructura y Función de las Proteínas 

 

Las proteínas se sintetizan dependiendo de cómo se 

encuentren regulados los genes que las codif ican por lo tanto son 

susceptibles a señales o factores externos. El conjunto de 

proteínas expresadas en una ci rcunstancia determinada es 

denominado proteoma. Las proteínas son macromoléculas 

compuestas por carbono, hidrógeno, oxígeno y nitrógeno. La 

mayoría también contienen azufre y fósforo. Las mismas están 

formadas por la unión de varios aminoácidos, unidos med iante 

enlaces peptídicos. El orden y disposición de los aminoácidos en 

una proteína depende del cód igo genético.  

 

Las proteínas constituyen alrededor del 50% del peso seco 

de los tej idos y no existe proceso biológico alguno que no dependa 

de la participación de este tipo de sustancias . En el metabolismo, 

el principal producto f inal de las proteínas es el amoníaco (NH 3) 

que luego se convierte en urea (NH 2)2CO2 en el hígado y se 

excreta a través de la orina.  

http://www.zonadiet.com/nutricion/amacido.htm
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Las proteínas son clasif icables según su estructura química en:  

 Proteínas simples: Producen solo aminoácidos al ser 

hidrolizados.  

 Albúminas y globulinas: Son solubles en agua y soluciones 

salinas di luidas (lacto albumina de la leche).  

 Glutel inas y prolaninas: Son solubles en ácidos y álcalis, se 

encuentran en cereales fundamentalmente el trigo. El gluten se 

forma a partir de una mezcla de g luteninas y gliadinas con agua.  

 Albuminoides: Son insolubles en agua, son f ibrosas, incluyen la 

queratina del cabello, el colágeno de l tejido conectivo y la f ibrina 

del coagulo sanguíneo.  

 Proteínas conjugadas: Son las que contienen partes no 

proteicas.  

 Proteínas derivadas: Son producto de la hidról isis.  

Las funciones principales de las proteínas son:  

  Ser esenciales para el crecimiento. Las grasas y carbohidratos 

no las pueden sust ituir.   

  Proporcionan los aminoácidos esenciales fundamentales para la 

síntesis de tej idos.  

  Son materia prima para la formación de los jugos digestivos, 

hormonas, proteínas plasmáticas, hemoglobina, vitaminas y 

enzimas.  

http://www.zonadiet.com/nutricion/grasas.htm
http://www.zonadiet.com/nutricion/vitaminas.htm
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  Funcionan como amortiguadores de pH, ayudando a mantener la 

reacción de diversos medios como el plasma.  

  Actúan como catalizadores biológicos acelerando la velocidad de 

las reacciones químicas del metabolismo. (son las enzimas)  

   Actúan como transportadoras de gases como oxígeno y dióxido 

de carbono en sangre. (hemoglobina)   

  Actúan como defensa, los ant icuerpos son proteínas de defensa 

natural contra infecciones o agentes extraños.  

  Permiten el movimiento celular a través de la misiona y actinia 

(proteínas contráct i les musculares).  

  Resistencia. El colágeno es la principal proteína int egrante de 

los tejidos de soporte.  

 

Relación de las Proteínas con el Análisis Clínico 

 

En la actualidad la electroforesis en geles de poliacri lamida 

(PAGE) es uno de los métodos que cada día es más empleado en 

la detección de enfermedades en que el suero sanguíneo juega  

algún papel, que consiste en valorar la cantidad y calidad de 

diversas fracciones proteicas que la forma. (por otra parte las 

proteínas son macromoléculas formadas por cadenas lineales de 

aminoácidos). Las proteínas forman un papel muy importante en la 

vida y son las biomoléculas más versátiles y diversas, además que 

son imprescindibles para el crecimiento del organismo.  
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En la actualidad se ha ido introduciendo esta técnica no solo 

en el trabajo de investigación si no que también en el trabajo de  el 

laboratorio clínico. Estas técnicas se están empleando en análisis 

como los son:  

 

  Electroforesis de proteínas en suero: Este examen se 

realiza para examinar las proteínas globulínicas en la 

sangre. La identif icación de los tipos de globulinas 

(electroforesis de globulinas) puede ayudar en el 

diagnóstico de ciertos trastornos como pueden ser; 

mieloma múlt iple, enfermedad inf lamatoria múltiple (artrit is 

reumatoide, LES), infección aguda.  

 

  Albumina en suero:  Este examen ayuda a determinar si un 

paciente sufre de una enfermedad hepática o de una 

enfermedad renal o si no hay una absorción suficiente de 

proteína por parte del organismo. ( la albumina es también 

la responsable de mantener el pH en la sangre 4)  

 

 

Separación Electroforética de Proteínas 

 

La separación y purif icación de proteínas es necesaria para 

llevar a cabo el estudio y caracterización del proteoma de los 

sistemas biológicos. Para ello, éstas deben de ser separadas a 

http://www.clinicadam.com/salud/5/000205.html
http://www.clinicadam.com/salud/5/000457.html
http://www.clinicadam.com/salud/5/002467.html
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partir de mezclas complejas mediante  un procedimiento de 

fraccionamiento adecuado. Para obtener los mejores resultados 

inf luyen factores como la naturaleza de la muestra que sirve de 

guía parapara alcanzar las condiciones en las que se deben 

obtener los mejores resultados5 . Los métodos para la separación 

de proteínas se basan en aprovechar diferentes característ icas de 

las proteínas tales como solubil idad, tamaño o carga. Una de las 

técnicas más uti l izadas es la electroforesis.  

 

El termino electroforesis fue introducido por primera vez en 

1907 por Michaelis para definir el fenómeno por el cual una 

molécula que posee carga neta se desplaza en respuesta a la 

aplicación de un campo eléctrico. La velocidad de migración o 

movil idad a través del campo eléctrico dependerá de varios 

factores como son: la intensidad de dicho campo; la carga neta, 

tamaño y forma de las moléculas y así como la fuerza iónica,  

viscosidad y temperatura del medio en el cual las moléculas se 

están moviendo.6  

Existen numerosas variaciones de estas técnicas en función del 

equipo ut il izado, soporte y condiciones físico químicas en la cual 

se van a l levar a cabo la separación:  

 

 Electroforesis capilar  

 Electroforesis en papel  

 Electroforesis en gel de agarosa  
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 Electroforesis en gel de poliacri lamida  

 Isoelectroenfoque 

 Electroforesis bidimensional 

 

Los geles de poliacrilamida son soportes que poseen buena 

resolución y gran versatil idad al trabajar con proteínas. Además 

que estos soportes poseen una serie de ventajas tales como: ser 

químicamente inertes, estables en un amplio rango de  pH , 

temperatura y fuerzas iónicas y fáciles de generar mediante la 

polimerización de acrilamida.  

 

Los geles que se emplean son geles tridimensionales de 

polímeros ramif icados que tienen los espacios entre ramif icación 

rel lenos de líquido. De este modo la electroforesis en gel t iene dos 

mecanismos de separación:  la electroforesis, que transmite las 

moléculas por la relación carga/tamaño y el tamizado, que separa 

principalmente por el tamaño. Los geles más comunes son agarosa 

y poliacri lamida.  

 

La agarosa es un polímero derivado de un polisacárido neutro, que 

gracias a su poder de gelif icación y propiedades físico -químicas, lo 

han convert ido en el soporte más común para electroforesis en el 

área de Biología Molecular. La poliacri lamida es un copolímero 

formado a partir de acri lamida y N, N´ meti len -bis-acri lamida. La 

concentración de ambos reactivos define el grado de reticulación 
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del gel. Ambos geles t ienen en común que adquieren la misma 

forma y están prácticamente l ibres de cargas iónicas. Esto es 

importante para evitar que la disolución búfer se desplace por el 

gel cuando se active el campo eléctrico . La Figura 1 muestra la 

estructura de la formación de gel de poliacrilamida. La 

electroforesis de proteínas en geles de poliacri lamida se puede 

llevar a cabo en condiciones nativas (Nativa -PAGE) o 

desnatural izante (SDS-PAGE). Las diferencias entre uno y otro t ipo 

radican en los componentes de los geles y del búfer de 

electroforesis, así como el tratamiento de las muestras.  

 

Como su nombre lo indica la electroforesi s desnatural izante 

se incluyen agentes desnaturalizantes como son: detergentes y 

reductores. En el caso de los reductores, las proteínas mantienen 

su estructura tridimensional y las diferentes cadenas polipeptídicas 

pueden permanecer unidas, separándose no  solo por su carga 

eléctrica, sino también por su tamaño y forma. Por el contrario 

cuando las proteínas se solubil izan en presencia de un detergente 

aniónico como lo es el SDS, este se une a las proteínas rompiendo 

interacciones hidrofóbicas y desnatural izándolas. Las proteínas 

desnatural izadas aportan una estructura en forma de bastoncillo 

con una serie de moléculas cargadas negativamente a lo largo de 

la cadena polipeptídica. Se une una molécula de SDS por cada dos 

residuos de aminoácidos, por lo que la carga nativa original está 

completamente enmascarada por la carga negativa del SDS.  
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Figura 1. Estructura química de la poliacri lamida  

 

 

 

 

 

 

 

 

acrilamida 

N, N´-metilen-bis-acrilamida 

Persulfato de amonio 
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Actualmente existen dos sistemas de electroforesis de 

proteínas en geles de poliacri lamida en base a los búferes 

util izados:  

1.- El sistema continuo de Weber y Osborn. En este sistema existe 

un único gel separador que emplea el mismo búfer en los 

tanques y en el gel.  

2.- El sistema discontinuo o de Laemmli que consta de dos tipos de 

geles: un gel l lamado concentrador con un tamaño de poro 

restrictivo (grande) que se forma sobre el segundo gel l lamado 

separador. En este sistema cada uno de los geles se prepara 

con tampones de diferente pH y fuerza iónica, y el búfer de 

electroforesis es un tercer t ipo de búfer.  

 

 

Fundamentos de la electroforesis  

 

La electroforesis es la migración de partículas bajo la 

inf luencia de un campo eléctrico; estas partículas emigran hacia el 

cátodo o el ánodo (- y +)  en combinación de su carga, peso 

molecular y estructura tridimensional. La velocidad de migración 

de las partículas es directamente proporcional al p roducto de su 

carga efectiva y el gradiente de potencial eléctrico  e inversamente 
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proporcional al coeficiente de fr icción  relativo a la talla y forma de 

la molécula, ósea a la resistencia que le ofrece el medio.  

 

Es de destacar que a escala analít ica los métodos 

electroforéticos son de alta sensibi l idad, poder de resolución y 

versatil idad, y sirven como método de separación de mezclas 

complejas de ácidos nucleicos, proteínas y otras biomoléculas, 

donde aportan un potente criterio de pureza, además de ser estos 

métodos de los más baratos en cuestión de muestra ya que se 

util izan unidades en el orden de pico gramos para la resolución de 

algunos complejos proteicos. Es út i l además no solo para la 

separación sino para determinar otros parámetros como lo son el 

peso molecular, punto  isoeléctrico y numero de cadenas 

polipeptídicas de las proteínas.  

 

La velocidad de migración electroforética depende de la  

densidad de carga de la molécula, el voltaje aplicado y de la 

porosidad del gel de electroforesis. El voltaje no puede aumentar 

indiscriminadamente por el cual se puede generar un excesivo 

calor. En contraste, al aplicar un bajo voltaje puede ocurrir una 

pobre separación, por causa la separación ocurrirá en un tiempo 

muy prolongado.  

Las aplicaciones más comunes de esta técnica electroforética son:  

 análisis del grado de pureza de una proteína.  

 determinación de su peso molecular  
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 verif icación de la concentrac ión de proteínas 

 detección de proteólisis  

 identif icación de proteínas inmunoprecipitadas  

 separación de proteínas marcadas con isótopos radia  activos 

 

Se han realizado comparaciones con otros métodos de 

diagnostico para la detección de rotavirus. Sulbarán 7 desarrollo un 

método de electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE), el 

cual no necesita de equipos sofisticados resultando mucho más 

económico que las pruebas de ELISA y MET además es confiable e 

informativo para el diagnostico de enfermedad retroviral se util izo 

este método para la comparación  de dos inmuno ensayos 

enzimáticos. Se comparó la sensibil idad de los métodos entre sí,  y 

la especif icidad se determinó por microscopia electrónica de 

transmisión como método de referencia. Las tres técnicas 

resultaron con una sensibi l idad del 100%, sin embargo, PAGE tuvo 

la mayor especif icidad.  

La prueba de PAGE resultó ser la más ventajosa por tener 

alta sensibi l idad y especif icidad de detección se pudo realizar en 

un tiempo relativamente corto y resultó mucho más económica.  

 

Revelado de Proteínas en Geles de Poliacrilamida (PAGE)  

 

Las proteínas separadas mediante SDS-PAGE pueden ser 

visualizadas en el gel mediante diversos métodos de tinción como 
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lo son f luorescencia, nitrato de plata y azul de Coomassie, sie ndo 

este últ imo el más util izado.  

 

Las proteínas coloreadas como la mioglobina, hemoglobina, 

ferrit ina y citocromo c, pueden ser observadas directamente en los 

geles, sin embargo la visualización de la mayoría de las proteínas 

requieren del uso de colorantes, siendo los colorantes orgánicos 

fueron los que se emplearon primero para teñir proteínas en los 

geles. 

 

Una rápida t inción, dist inción y f i jación son esenciales en el 

caso de las proteínas pequeñas para evitar su elución; la omisión 

del metanol de la solución de tinción es beneficiosa ya que se 

reduce el t iempo de tinción y disminuye el hinchamiento de los 

geles.  

 

Entre los diferentes tipos de tinción, entre ellos el uso de 

nitrato de plata es uno de los más sensibles y t iene la 

característica de de producir generalmente coloraciones carmelita 

(café claro) o negro, sin embargo algunas proteínas tienen colores 

característicos como son las l ipoproteínas que t ienden a 

colorearse azul y algunas glicoproteínas que aparecen amaril las, 

carmelitas (café claro) o rojas8. Este efecto cromático se ha 

demostrado que está dado por la difracción de la luz en la plata. 

Se han desarrol lado algunos procedimientos de tinción con plata 



18 

 

para identif icar ciertas proteínas, con el empleo de combinaciones 

de tinción.  

 

La tinción de coomassie puede emplearse para las 

determinación de proteínas cuando estas son abundantes, pero no 

para la determinación de pureza de proteínas trazas. Esta tinción 

requiere un medio ácido para la generación de atracción 

electroestát ica entre las moléculas del colorante y los grupos 

amino de las proteínas. La atracción iónica es a través de las 

fuerzas de Van Der Walls, que une a las proteínas y al colorante 

formando un complejo. Esta unión es totalmente reversible en 

condiciones apropiadas.9  

 

Se ha reportado la t inción de proteínas por otros métodos en 

los que se encuentran: ericromo negro, compuestos f luorogénicos 

y modif icación de los aminoácidos de las proteínas.  
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MATERIALES Y METODOS 

 

El presente trabajo se desarrol ló en el Laboratorio de 

Investigación del Departamento de Ciencias Químico Biológicas de 

la Universidad de Sonora Unidad Regional Norte campus Caborca.  

Se util izó un sistema para electroforesis Mini -Protean®3 (Bio-Rad). 

(Figura 2) para medir los volúmenes con alta precisión se u ti l izaron 

micro pipetas de volumen variable (100-1000µL y 10-100µL) de la 

marca comercial Rainin Instrument (SL1000 y SL100) y sus 

respectivas puntas desechables para micro pipetas. Las muestras 

fueron preparadas en tubos Eppendorf de 2 mL. En todo el trab ajo 

se util izó agua bidestilada y des ionizada. Los reactivos fueron 

grado analít ico especiales para electroforesis todos de la Marca 

SIGMA-ALDRICH, Acri lamida (cat. A-3553), Trizma base (cat. 

T1503), N;N´-methylen-bis-acri lamida (cat. M-7279), Azul bril lante 

coomassie R-250 (cat. 27816), Azul de bromo fenol (cat. B5525), 

glicina (cat. G-8898), SDS (cat. L3771) Persulfato de amonio (cat 

A3678).Los procedimientos para la preparación de soluciones se 

encuentran descritos en el ANEXO A.  
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Figura 2.  Componentes para la preparación de geles de 
electroforesis SDS del  Sistema Mini-Protean® 3 (Bio-Rad) 

 
a) Fuente de poder, b) tanque para corr idas, c) soportes para 
elaboración de geles, d) moldes de cr istal para formación de geles,  
e) soportes para tanque de corr ida, f )  peines para formación de 
pocil los, g) Guía para carga de muestra.  
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En la Figura 2 se observa el sistema Mini-Protean® 3 de Bio-

Rad. En este sistema se fabrican los geles o se puede util izar 

geles comerciales prefabricados. Este sistema inclu ye placas de 

cristal con el espaciador (0.75mm) unido en forma permanente que 

simplif ica el manejo de los moldes . 

 El empleo de reactivos de alta cal idad y agua desionizada es 

un prerrequisito para hacer geles reproducibles y de alta 

resolución, en particu lar esto es muy importante para la acri lamida, 

ya que es el constituyente más abundante del gel y sus principales 

impurezas son acido acríl ica residual (que puede retardar la 

actividad electroforética de algunas proteínas), poliacrilamida 

lineal e iones10.  

 

 

Preparación de Geles de Poliacrilamida 

 

Los geles de poliacri lamida (PAGE) son los soportes de 

elección para la electroforesis, porque son químicamente inertes y 

se forman con facil idad mediante polimerización de la acrilamida. 

Además, escogiendo dist in tas cantidades de acri lamida y meti len -

bis-acri lamida (un reactivo que realiza enlaces cruzados) y, 

variando los tiempos de polimerización, se pueden conseguir 

tamaños de poro controlados11, que servirán como tamices 

moleculares que potencian la separación . Se ha planteado que la 

resolución de moléculas generalmente aumenta con la disminución 
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del grosor del gel12 . Los geles de poliacri lamida uti l izados, constan 

de dos partes y se preparan sobre moldes verticales de vidrio. El 

gel superior (gel concentrador) t iene alrededor de 2 cm de longitud 

y los pocillos para aplicar las muestras. El gel inferio r (gel 

separador) t iene un recorrido de unos 6 cm. Se debe tener 

especial precaución debido a que la acri lamida es un compuesto 

químico neurotóxico, mientras que la poliacri lamida no lo es; por lo 

que para la preparación de geles es necesario del uso de guantes 

de látex.  

 

Ensamblado de los moldes 

 

Previamente al ensamble de los moldes para la preparación de 

geles el material se lavó con una solución de extrán al 2% y 

enjuagados con agua desionizada. Se dejan secar en una estufa 

para secado de material (100°C, 1h), y posteriormente se 

enjuagaron con etanol al 70% procurando manipular los vidrios 

solamente por los bordes para evitar cualquier contaminación, una 

vez secos se procede a realizar el ensamble del molde para la 

formación de geles. Se util izaron los vidrios con espaciador de 

0.75 mm de espesor, se colocan en el soporte para los moldes y se 

verif icó que no exist ieran fugas agregando agua hasta el borde 

superior de los moldes dejando por unos minutos para asegurar de 

que no existan fugas. Después se descartó el agua incl inando el 

soporte con los moldes ensamblados (Figura 3)  
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a b 

c d 

 
 

  

 

Figura 3. Ensamblado de cristales para formar el molde para geles de 
electroforesis PAGE. 

 

a) Alineado de vidrios para geles con espaciador de 0.75mm de espesor, 
b) introducción de vidrios en el marco, c) Emparejamiento y ajuste de 
vidrios en el marco. d) Colocación y aseguramiento del marco en la base 
de soporte. 
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Polimerización del gel de poliacrilamida 

 

En la Tabla 1 se describen las cantidades de soluciones 

requeridas para la formación de geles para el sistema Mini-

Protean® 3 de Bio-Rad con 12% de entrecruzamiento . Estas 

cantidades pueden adaptarse para otras cámaras de diversa 

capacidad, conservando las proporciones.  En el anexo B se dan 

las concentraciones para otros porcentajes de entrecruzamiento.  

 

En un tubo Falcon se mezclaron los reactivos para la 

preparación del gel separador y en otro tubo para el gel  

concentrador en las cantidades descritas en la Tabla 1: El  

persulfato de amonio al 10 %, se agregó un instante antes de 

vaciar la mezcla en los moldes (agregar los geles).  

 

En la Figura 4 se observa el procedimiento para la 

preparación de los geles. Primeramente se descartó  el agua de los 

moldes una vez que se verif icó que no existían fugas. Al agregar el 

persulfato de amonio a la mezcla de reactivos para gel separador, 

se agregó la mezcla al interior de los moldes hasta alcanzar tres 

cuartas  partes del volumen. Después se agregó agua desionizada 

para eliminar cualquier burbuja que se hubiera formado, además 

que esta reacción es fuertemente inhibida por altos niveles de 

oxigeno. 2 Se permitió la polimerización durante un t iempo de 20 

min aproximadamente.  
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Tabla 1.  Volumen de soluciones (microl itros) requeridas para la 
preparación del gel de poliacri lamida al 12%, para el sistema Mini -
Protean® 3 de Bio-Rad.  
 

 
Soluciones 

 
Gel 

Separador 

 
Gel 

Concentrador 
 

Acrilamida/Bis-acri lamida 
(30%/0.8%) 

4000 
 

         325 

   

4x Trizma HCl/SDS 
 

2500 625 

   

Agua des ionizada 3500 1250 

Persulfato de amonio (10%) 40 12.5 

   

TEMED 6.6 2.5 

 
La solución de persulfato de amonio  (10%) se agrega antes de chorrear 
los geles ya que este es el que inic ia la reacción de polimer ización.  
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Figura 4. Preparación del gel separador y concentrador. 
 

a) Agregar el gel separador en el molde, b)  Nivelación de 
la superf icie del gel con agua, c)  Agregar el gel 
concentrador, d) Colocación de peines para formar los 
pozos.  

  

a b 

c d 
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Una vez que polimerizó la mezcla se descartó el agua 

incl inando el molde ensamblado. Posteriormente, se agregó el 

persulfato de amonio a la mezcla correspondiente al gel 

concentrador. Inmediatamente después se agregó la mezcla en el 

interior de los moldes y se colocaron los peines para la formación 

de los pocil los para la carga de las muestras. Se dejaron 

polimerizar durante 20 minutos aproximadamente. Una vez que 

polimerizó el gel concentrador se retiraron los peines 

deslizándolos suavemente hacia arriba. Los geles formados se 

enjuagaron depositando agua desionizada en el interior del casete 

para el iminar los residuos no polimerizados.  

 

 

Aplicación de Muestra y Desarrollo Electroforético  

 

En el caso de la SDS-PAGE es necesario lograr una completa 

desnatural ización de las proteínas, para evitar la aparición de 

bandas fantasmas en la electroforesis. Las muestras de proteína 

se disolvieron en una solución reguladora con pH de 6.8  (búfer de 

muestra 2x) en el que contiene SDS, 2-mercaptoetanol para 

reducir los puentes disulfuro, azul de bromo fenol y glicerol. Se 

prepara colocando 2µL de muestra por 80µL de búfer de muestra 

2x. 
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Una vez polimerizados los geles se realizó la carga de las 

muestras. En la Figura 5 se describe el procedimiento usado para 

el montaje, carga de muestra y corrida electroforét ica. Los casetes 

con los geles polimerizados se desmontaron y se colocaron en el 

soporte con electrodos. Después se insertó la guía para la carga 

de muestra, las cuales fueron agregadas en cada pocillo util izando 

una micropipeta con puntil las especiales para cargar la muestra 

colocando hasta 20 µL.  

 

Una vez cargadas las muestras, el soporte se colocó dentro 

de la cámara de corrida y se l lenó, incluyendo el interior del 

soporte de los geles, con solución búfer reguladora la cual  

contiene glicina (concentraciones en anexo A), Trizma base y SDS 

(búfer para corrida 1x). Los electrodos se conectaron a la fuente 

de poder después de colocar la tapa sobre la cámara de 

desarrol lo. Para iniciar el desarrollo electroforético, se energizó l a 

fuente de poder aplicando una corriente eléctrica de 100 Volts, 

manteniéndola constante durante 2 h. aproximadamente o hasta 

que el frente de la corrida alcanzó el borde inferior del gel.  Es 

importantela uniformidad de temperatura a través del gel mientr as 

ocurre la corrida electroforética, generalmente elimina el efecto de 

deformación de las bandas en forma de sonrisa 10.  
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Figura 5. Montaje, carga de muestra y desarrollo electroforético. 
a) desmontado de los casetes del marco, b) colocación del casete en el 
soporte con electrodos, c) introducción del porta electrodos en el bastidor, d) 
colocación de guías y carga de muestra, e) montaje del bastidor dentro del 
mini tanque, f) llenado de la cámara de desarrollo y conexión de electrodos 
para iniciar la corrida. 

 

 

 

a b 

c d 

e f 
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Revelado de los Geles de SDS-PAGE 

 

Una rápida t inción, destinción y f i jación son esenciales en el 

caso de las proteínas pequeñas para evitar su elución, la omisión 

del metanol de la solución de tinción es beneficiosa ya que se 

reduce el t iempo de tinción y evita el hinchamiento de los geles. 14.  

Cuando se ha completado una electroforesis, las moléculas más 

pequeñas han llegado al ánodo, entonces se pueden 'revelar'  

mediante la adición de un colorante específ ico para hacerlas 

visibles. Se emplean compuestos como el bromuro de etidio, para 

los ácidos nucléicos, o tinción de plata, azul de COOMASSIE o 

tinción f luorescente, para las proteínas.  

 

El colorante azul de COOMASSIE es generalmente el más 

aceptado para el revelado de geles de electroforesis. se une a las 

proteínas y la intensidad de coloración es relat ivamente hasta 

cierto punto independiente de la concentración y naturaleza 

química de las proteínas, de esta forma cuando se tiene que 

cuantif icar una proteína es el colorante mas recomendado.  

 

 Por otra parte la t inción con nitrato de plata t iene una 

detección de concentraciones más pequeñas que varía entre 2 a 5 

http://es.wikipedia.org/wiki/Bromuro_de_etidio
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ɳg. sin embargo detección con plata es exclusivamente cualitativa 

y no puede ser ut i l izada para cuantif icar proteínas.  

 

Para la t inción con Azul de COOMASSIE se ut il izó una 

solución de tinción compuesta por metanol (50%), ác ido acético 

(10%), agua desti lada (40%) y 0.05 % p/v de Azul de COOMASSIE, 

mientras que la solución uno para desteñido consistió de la misma 

mezcla con excepción del colorante, y la solución dos para 

desteñido  consistió de una mezcla de agua des ionizada (88%) 

ácido acético (7%) y metanol (5%). 

 

Una vez concluida la corrida electroforética, se inició el 

procedimiento de revelado de los geles como se muestra en la 

Figura 6.  

 Primeramente se ret iraron los geles de los cristales 

depositándolos en un recipiente  de plástico descartando el gel  

concentrador y dejando el gel separador para su t inción. Se agregó 

la solución para t inción de Azul de COOMASSIE procurando que el 

gel quedará totalmente sumergido. 

 Para evitar los gases y olores que se desprenden, el 

recipiente de plástico se tapó y se colocó sobre la placa de 

agitación orbital , y agitándose por 12h o dejándolo por un periodo 

de 12 h (overnight). 
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 Después del t iempo transcurrido se procedió a realizar el 

desteñido de los geles. Primeramente se retiró la solución de 

tinción y se agregó la solución uno de desteñido. Se agitó por 

espacio de 30 min y posteriormente se cambió la solución uno de 

desteñido por la solución dos de desteñido, dejándose en agitación 

por 30 min. en agitador orbital hasta que se observó el gel 

transparente.  
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c d
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Figura 6. Procedimiento para el revelado de los geles. 
 

a) Sumergido de los geles en colorante para la tinción, b) Agitación de los 
geles en agitador orbital, c) Introducción de los geles teñidos en solución 

para desteñir, d) Agitación de los geles en agitador orbital, e) Enmicado de 
los geles en papel celofán dulce listo para su escanear y analizar. 
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Una vez terminado el revelado se colocan los geles en papel 

celofán tranparente en forma de emparedado esto permitirá que el  

gel se seque sin causar ruptura, deformación, perdida de la 

transparencia y sin necesidad de emplear calor o presión reducida 

ni ningún aparato especial  para su manipulación, escaneo y 

almacenaje.15 Una vez  escaneado se hace la comparación con los 

estándares adecuados.  

 

 

Diseño de la Investigación 

 

En este trabajo se evaluaron dist intos procedimientos para el 

revelado de los geles de electroforesis ut il izando los colorantes 

Violeta de Genciana (cloruro de hexametildisi lazano-p-rosanilina), 

Azure A (N',N'-dimethylphenothiazin-5-ium-3,7-diamine), Azul 

Indigo 23 (2,2'-Bis(2,3-dihydro-3- oxoindolyliden), con el f in de investigar  

la capacidad de resolución en el revelado de geles SDS-PAGE. 

Como colorante control se uti l izó al Azul de COOMASSIE, ya que 

es que describe el método de referencia para poder lograr su 

comparación. En la Tabla 2 se describen las característ icas de los 

colorantes uti l izados en la presente investigación.  

 

 

 

 



35 

 

 

 
 
 
Tabla 2 . Características de los colorantes uti l izados 

Nombre del 
colorante 

 
Estructura química  

Formula      
Molecular  

 
color 

 
Solubil idad 

 
Azul  de 
coomassie 

 

C45H44N3NaO7S2 

 
Azul  
br i l lante  

 
Etanol  

 
Violeta de 
genciana 

       

C24H28N3Cl 

 
Vio leta 
intenso 

 
Agua 

 
 
Azure A 

     

C14H14ClN3S 

 
 
Café 
obscuro 

 
 

Agua 

 
Azul  
mezcl i l la  23 

 

C16H10N2O2 

 
Azul  
cr ista l ino  

 
Agua 

 

  

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/12/Coomassie_Brilliant_Blue_R-250
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Methyl_Violet_6B
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/68/Azure_A
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Indigo
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Análisis de Muestras de Suero 

 

Con la f inalidad de trabajar con muestras de interés clínico, 

se util izaron muestras de suero sanguíneo, probando la gran 

cantidad de resultados que se pueden obtener a part ir de este t ipo 

de muestras, ya sea en los laboratorios clínicos o de investigación.  

 

Las muestras de suero fresco, se desnatural izaron mediante 

calentamiento en baño maría por un tiempo de 30 segundos. Se 

trasvasa una alícuota de 2 L a un tubo de Eppendorf y se 

adicionó 80 L el búfer de muestra 2x.  

 

 

Experimentos de Validación de la Metodología 

 

Una vez definida la técnica para el desarrol lo y t inción de 

muestras de proteína por SDS-PAGE se procedió a la validación 

del método estab lecido aplicando las siguientes pruebas de control 

de calidad.  

 

Linealidad  

Con el f in de obtener el intervalo dinámico lineal, en este 

trabajo se realizaron corridas con muestras de suero humano (5 
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%v/v) y BSA (0.625 mg/mL) a diferentes volúmenes de carga (0, 5, 

8, 10, 15 y 20 L) para la detección de las bandas de proteínas 

respectivamente. Para estos experimentos se uti l izaron los 

dist intos colorantes antes descritos, siguiendo los mismos 

procedimientos de tinción. Los geles fueron escaneados y 

analizados por densitocolorimetr ía en el programa de cómputo 

Image J (NIH, insti tute), determinando el área bajo la curva de los 

respectivos electrograma. Posteriormente los datos fueron 

analizados por regresión lineal en el programa Excel (Microsoft 

Off ice 2010).  

 

Límite de detección 

 

Las cantidades de proteína cargadas en cada pozo fueron del 

orden de microgramos. Para estos experimentos se uti l izaron los 

dist intos colorantes antes descritos, siguiendo los mismos 

procedimientos de tinción para determinar la cantidad mínima 

detectable por cada uno de los colorantes.  

 

Se analizó la capacidad de detección del método de tinción a 

diferentes concentraciones de muestra util izando suero humano y 

BSA a distintas concentraciones indicando una relación l ineal a las 

diferentes concentraciones. Cuando el análisis densito 

colorimétrico no produjo un pico cuantif icable se estableció la 

cantidad mínima detectable.  
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Reproducibilidad 

 

 Con el f in de lograr una reproducibil idad comparable con 

otros métodos, además de que se arrojen resultados confiables.  Se 

realizaron corridas util izando diferentes concentraciones de 

muestra con distintos colorantes. Se analizo la capacidad de 

reproducibi l idad del método a diferentes concentraciones de 

muestra y colorantes, obteniendo resultados iguales en la s 

repeticiones realizadas, de esta forma se logra realizar la 

reproducibi l idad de este método, logrando un análisis confiable en 

la detección de proteínas por medio de revelados de geles de 

electroforesis SDS-PAGE. 
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RESULTADOS Y DISCUSIONES 

 

El análisis por medio de electroforesis a demostrado ser uno de los 

mejores métodos de separación para complejos proteicos, además 

de necesitar cantidades muy pequeñas de muestra. La 

estandarización de métodos de electroforesis están siendo 

util izados en laboratorios de aná lisis en los que ut il izan muestras 

de interés clínico importantes ayudando a la detección de 

enfermedades y substancias de importancia clínica.  

 

  

Estandarización de la Técnica de Análisis de SDS-PAGE para 

Muestras de Suero Humano  

 

Basados en la técnica de electroforesis de proteínas descrita 

por Laemmli (1970) se logró la estandarización de un método SDS-

PAGE para el análisis de una proteína estándar de  BSA y muestras 

de suero humano. Se determinó que los geles de poliacrilamida al 

12% de concentración fueron los más convenientes para la 

separación de este tipo de muestras.  

 

En la Figura 7 se pueden comparar  los resultados del método 

de tinción azul de Coomassie  uti l izando las mismas condiciones de 

análisis uti l izadas en el método de electroforesis descri to por 
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Laemmli 1970,  Las muestras fueron separadas bajo las  

condiciones de corrida descritas por este método uti l izando las 

condiciones de corriente constante, amperaje y t iempo, estas 

condiciones son las siguientes: aplicación de corriente eléctrica 

constante de 270 volts, 400 mA y durante un tiempo 40min.  
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Figura. 7  Revelado se geles ut i l izando el método Azul de 
COOMASSIE. 
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Revelado de Geles con Diferentes Colorantes  

Se realizaron corridas con las mismas cantidades de muestra  

util izando suero humano y BSA para verif icar si este método de 

detección es reproducible, al realizar los revelados para los geles 

SDS-PAGE con distintos tipos de colorantes, bajo las mismas 

condiciones y ut il izando la metodología para azul de COOMASSIE 

logrando la reducción del 75% del t iempo en el análisis de 

proteínas por el método SDS-PAGE.  

 

Se realizaron corridas y revelados util izando dist intos t ipos 

de colorantes, además de lograr calcular la mínima y máxima 

cantidad de muestra para analizar en la separación de proteínas. 

En este método se logró reducir el t iempo de revelado de geles de 

electroforesis SDS-PAGE. Util izando tres diferentes colorantes 

tales como: violeta de genciana, azure A, azul mezclil la 23 

(índigo). Se comparó con el método de tinc ión recomendado para 

esta técnica y ut il izando las mismas condiciones de revelado .  

En la Tabla 3 se observa la comparación de análisis de la 

electroforesis en muestras de suero humano y BSA reveladas con 

dist intos colorantes, y en las Figuras 8 y 9 se obs ervan los 

revelados con los diferentes colorantes y muestras de suero 

humano y BSA. 
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Figura. 8  Comparación de diferentes colorantes uti l izando como  
muestra de BSA. 
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Figura. 9  Comparación de diferentes colorantes uti l izando 
diferentes concentraciones de suero humano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Comparación de análisis de la electroforesis en muestras 
de suero humano y BSA reveladas con dist intos colorantes  

Metodología Azul de 
coomassie 

Violeta de 
genciana 

Azure A Azul 
índigo 23 

Tiempo de 
tinción  

12h 
(overnight)  

1h 1h 1h 

Tiempo de 
destinción  

1h 1h 1h 1h 

Resultado 
disponible 

16 h 4h  4h 4h 
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Validación de las Modificaciones al Procedimiento de Tinción  

 

 Se realizaron experimentos cargando diferentes cantidades 

de muestra en los pozos para determinar la l inealidad, el l ímite de 

detección y reproducibil idad en los métodos de tinción 

estandarizados en este trabajo.  

 

Intervalo Dinámico Lineal  

La Figura 10 muestra la regresión lineal aplicada a los datos 

experimentales de las áreas de los picos obtenidos por el análisis 

de densito colorimetría usando el programa Image J. Se puede 

observar un buen ajuste del modelo l ineal a los datos 

experimentales (R2> 0.98), Sin embargo el reactivo de violeta de 

genciana es el colorante que presentó la mayor correlación l ineal 

(R2 = 0.995). Bajo estas condiciones, se estableció que los tres 

colorantes podrían ser úti les para la t inción de los geles de 

electroforesis en el intervalo de 3 g hasta 12.5 g de proteína 

cargados en los pozos del gel.  Sin embargo, los colorantes Azure 

A y Azul Mezclil la 23 (índigo) presentaron dif icultad en el análisis 

del área de las bandas respectivas a 0.1 g, lo que estableció 

como la cantidad mínima de detección para estos dos colorantes.  
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Figura 10.  Intervalo Dinámico Lineal.  
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Límite de detección para la tinción con Violeta de Genciana 

 

Se realizó una corrida adicional cargando menor cantidad de 

proteína BSA en los pozos del gel para determinar l a mínima 

concentración detectable ut il izando el colorante de violeta de 

Genciana. Los resultados mostraron que este colorante puede 

detectar la cantidad menor a 1.0 g, además de que presentó un 

intervalo l ineal desde 1 a 5 g con un coeficiente de correlación de 

R2 = 0.998. Este análisis demuestra que el violeta de genciana 

podría sustituir al azul de COOMASSIE el cual presenta un límite 

de detección similar en el procedimiento de tinción de geles.  

  

Bajo estas condiciones se estableció que el violeta de 

genciana puede detectar desde 1.0 g hasta 12 g proteínas 

manteniendo un intervalo l ineal. Las ecuaciones de regresión 

obtenidas en este trabajo pueden ser ut il izadas para la 

determinación de la cantidad de proteína de alguna muestra de tal 

manera que después de escanear el gel revelado con algún 

colorante se substituya en la ecuación el área del pico analizado 

por densito colorimetría.  
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Figura 11 . Tinción violeta de genciana util izando muestra de BSA 
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Reproducibilidad 

 Por medio de correlación l ineal, se realizó la prueba de 

comparación del método de tinción con violeta de genciana  en dos 

geles con una muestra de BSA a diferentes concentraciones.  La 

Figura 12 muestra los geles revelados util izando el violeta de 

genciana y el resultado de la correlación de las áreas de los picos 

correspondientes a cada banda. Se puede observar una buena 

correlación en los datos experimentales entre ambos geles (0.9 92). 

Además la pendiente de la correlación resultó muy cercana al valor 

ideal (1.045), con una desviación de 4.5%.  

 

Se puede decir entonces, que el método de tinción con 

violeta de genciana presenta una reproducibil idad aceptable dentro 

del intervalo de concentraciones probadas.  

 

Los geles muestran que las bandas de las proteínas se 

electro transfieren con la misma intensidad y a la misma distancia 

relat iva.  
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Figura 12 . Comparación de reproducibil idad del método de tinción 

con violeta de genciana.  
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Comparación con el método de referencia  

 

 Por medio de correlación l ineal, se realizó la prueba de 

comparación del método de tinción con violeta de genciana y la 

t inción de COOMASSIE como método de referencia.  La Figura 13 

muestra la l ínea diagonal como ideal, para que el método de 

prueba correlacione totalmente al método de referencia. Se puede 

observar una discrepancia en los datos experimentales respecto a 

la correlación ideal (0.511). Esto implica que para concentraciones 

mayores los valores del método de tinción con violeta de genciana 

quedan por debajo de los obtenidos por el método de azul de 

COOMASSIE.  

 

Se puede decir entonces, que el método de tinción con 

violeta de genciana presenta errores proporcionales dependientes 

de la concentración de proteína en la muestra. Esto es, para 

concentraciones de proteína alta existirá mayor desviación de los 

valores obtenidos con el azul de COOMASSIE. Sin embargo, 

cuando las concentraciones de proteína son bajas los valores de 

ambos métodos se encuentran con mejor correlación. Para efectos 

práct icos los métodos deben presentar buena correlación a bajas 

concentraciones de proteína. Además, con la cal ibración del 

método util izando los estándares de proteína estos errores se 

pueden despreciar.  
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Figura 13. Correlación entre los métodos de tinción con violeta de 
genciana y azul de COOMASSIE.  
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Análisis de Muestras Clínicas 

 

 Por medio de la correlación lineal se analizaron muestras de 

suero humano uti l izando el método de tinción violeta de  genciana. 

En la Figura 14 y 15 se muestra el análisis de correlación aplicado 

observando el resultado de la detección de diferentes áreas de 

picos, siendo estos las diferentes t ipos de proteínas analizadas en 

la muestra de suero humano.  

 

Se puede decir que el método de tinción con violeta de 

genciana se puede util izar en trabajos en los cuales  uti l ice 

muestras de suero humano y es capaz de arrojar resultados 

confiables comparables con distintos métodos de t inción como lo 

es el azul de COOMASSIE.  
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Comparación de dist intos colorantes ut i l izando suero humano como 
muestra.  

 

Tinción violeta de genciana ut i l izando  suero humano como muestra  

 

Figura 14 . Comparación de distintos colorantes y t inción violeta de 

genciana uti l izando suero humano como muestra. 
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Tinción mezcli l la 23 ut i l izando como muestra suero humano  

 

Tinción Azure A ut i l izando como muestra suero humano  

Figura 15 . Tinción azul mezcli l la 23 y azure A ut il izando como 
muestra suero humano.   
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CONCLUSIONES 

 

Se estandarizó la técnica de electroforesis para el análisis de 

proteínas en suero humano, val idando su desarrol lo a través de 

pruebas de reproducibi l idad, l inealidad y l ímites de detección.  

 

Se redujo el t iempo de análisis al modif icar el revelado de geles 

util izando diferentes tipos de  colorantes. 

 

Es posible el uso de colorantes comunes disponibles en cualquier 

laboratorio de análisis. Dentro de los colorantes investigados el  

violeta de genciana presento mayor sensibil idad, reproducibi l idad, 

l inealidad y mayor l imite de detección a bajas concentraciones de 

muestra de el orden de los L. 

 

Los resultados de este trabajo pueden ser uti l izados para 

posteriores investigaciones donde se requiere el uso de 

electroforesis.  
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ANEXOS 

 

Procedimientos para la Preparación de Soluciones  

 

Búfer de corrida 5x (Tris-Glicina) 

 

Disolver 72 g de glicina, 15.1 g de tr izma base, 5 g de SDS 

en agua desionizada y aforar a 1000 mL sin ajustar pH. Para 

preparar la solución de corrida 1x (SDS 0.1% en Tris -Glicina pH 

8.3); di luir 1:5 la solución 5x, ajustando el pH de la solución 1x a 

un pH 8.3 y aforar.  

 

Búfer de muestra 2x (Tris-HCl/SDS 0.04%; pH 6.8)  

Disolver 0.38 g de trizma base en 10 mL de agua desionizada 

y ajustar pH a 6.8. Añadir 1 g de SDS, 5 mL de g licina (0.72 %p/v), 

0.5 mL de 2-mercaptoetanol, 0.5 mg de azul de bromofenol y aforar 

a 25 mL con agua desionizada.  

 

Glicina (0.72%p/v). Disolver 7.2 g de glicina en 100 mL de agua 

desionizada. Ajustar cantidades requeridas  

 

Acrilamida 30% / bis acrilamida 0.8%: 

 

La acri lamida monomérica es neurotóxica, se debe usar 

guantes y mascaril la para su manipulación. En un volumen de 100 
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mL de agua desionizada mezclar 30 g de acrilamida, 0.8 g de N,N´ -

metilen-bis-acri lamida. Para conservar la solución se debe colocar 

en frasco de vidrio color ámbar. La mezcla permanece estable por 

30 días, ya que la acrilamida se hidroliza a ácido acríl ico y 

amoníaco. 

 

Solución 4x Tris-HCl/SDS pH 6.8:  

 

Se mezcla 6.05 g de tr izma/base en 40 mL de agua 

desionizada ajustar pH a 6.8 con HCl 1 N, adicionar 0.4 g de SDS. 

Aforar a 100 mL con agua desionizada.  

 

Solución 4x Trizma-base pH 8.8 

 

Mezclar 18.2 g de Trizma-base en 40 mL de agua 

desionizada  ajustar pH a 8.8 con HCl 1 N y adicionar 0.4g de 

SDS. Aforar a 100 mL.  

 

Conservar a una temperatura no mayor a 4°C las soluciones:  Búfer 

de corrida 5x (Tris-Glicina), Búfer de muestra 2x (Tris -HCl/SDS 

0.04%; pH 6.8), Acri lamida 30% / bis acri lamida 0.8%, Solución 4x 

Tris-HCl/SDS pH 6.8, Solución 4x Trizma-base pH 8.8  

 

Persulfato de amonio al 10% 
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Disolver 0.01 g de persulfato de amonio en 100 µL de agua 

desionizada. 

 

Solución de Tinción Azul de COOMASSIE 

 

Mezclar 50% de metanol, 10% de ácido acético, 40% de agua 

destilada, 0.05% (p/v) azul de COOMASSIE. Ajustar cantidades a 

util izar. Esta solución se puede almacenar a temperatura ambiente 

hasta por un mes.  

 

Solución Desteñidora 1  

 

Mezclar 50 %v/v de metanol, 10 %v/v ácido acético, 40 %v/v 

de agua desionizada. Almacenar a temperatura ambiente.  

 

 

 

Solución Desteñidora 2 

 

Mezclar 5%de metanol, 7% de ac. Acético, 88% de agua des 

ionizada. Almacenar a temperatura ambiente.  

 

 

ANEXO B 
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Procedimientos para la preparación de diferentes      

porcentajes de entrecruzamiento.  

 

 

Tabla 4 . Concentraciones para gel separador  

 5 6 7 8 9 10 12 13 15 

Acrilamida/bis 

(30%/0.8%)     mL 

 

0.83 

 

1 

 

1.16 

 

1.33 

 

1.55 

 

1.66 

 

   2  

 

2.16 

 

2.5 

4x tr is Hcl/SDS 

pH 8.8            mL 

 

1.25 

 

1.25 

 

1.25 

 

1.25 

 

1.25 

 

1.25 

 

1.25 

 

1.25 

 

1.25 

 

H2O               mL 

 

2.9 

 

2.75 

 

2.58 

 

2.41 

 

2.25 

 

2.08 

 

1.75 

 

1.58 

 

1.25 

Persulfato de 

amonio al 10% μL 

 

17 

 

17 

 

17 

 

17 

 

17 

 

17 

 

20 

 

17 

 

17 

 

TEMED           μL 

 

3.3 

 

3.3 

 

3.3 

 

3.3 

 

3.3 

 

3.3 

 

3.3 

 

3.3 

 

3.3 

 

El persulfato de amonio es el ult imo reactivo que se agre ga  

porque es el que inicia la reacción de polimerización.  
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Tabla 5 . Concentraciones para gel concentrador.  

Acrilamida/ bis (30%/0.8%) 325  μL 

4x Trizma- base-SDS pH6.8 625  μL 

H2O 1.25 mL 

Persulfato de amonio al 10% 12.5 μL 

TEMED 2.5 μL 

 

El persulfato de amonio es el ult imo reactivo que se agrega  

porque es el que inicia la reacción de polimerización.  

 

 

 

 

 

 




