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RESUMEN 
 

Las tripsinas son las principales peptidasas digestivas de crustáceos. En los últimos años se han producido revisiones sobre 
las tripsinas de invertebrados, así como de crustáceos, e incluso de las presentes en determinada especie de crustáceo. Sin 
embargo, los aspectos relacionados con la purificación de estas enzimas (y sus isoformas) no se han abordado en estas 
revisiones. En la presente revisión se exponen los procedimientos más empleados en la purificación de tripsinas de 
crustáceos, las dificultades en la separación de isoformas, y se discuten las experiencias de los autores en la purificación de 
isoformas de tripsina en la langosta espinosa Panulirus argus, las cuales pudieran ser de interés para los que se inicien en el 
campo de la purificación de enzimas tipo tripsina de crustáceos. Se excluyen los aspectos básicos relacionados con los 
principios de cada método y con la purificación de proteínas en general, los cuales pueden ser encontrados en la vasta 
literatura publicada tanto en revisiones como en libros especializados. 
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ABSTRACT 
 

Trypsins are the main digestive proteinases in crustaceans. Some reviews have been published on the trypsin enzymes in 
invertebrates and particularly for crustaceans only few species have been analyzed. However, these reviews have not included 
the purification of the enzymes and their isoforms. The most employed procedures for the purification of crustacean trypsins 
are appraised in the present work, as well as the difficulties to separate the different isoforms. We discuss our own experience 
on the purification of the spiny lobster Panulirus argus trypsins. Aspects related with the principles of each method and the 
purification of proteins in general were omitted since they can be found in many published reviews and books. 
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INTRODUCCIÓN

     La tripsina bovina fue purificada por crista-
lización a principios de la década del 1930 
(Northrup y Kunitz, 1931) y fue una de las primeras 
peptidasas aisladas con suficiente pureza y cantidad 
para llevar a cabo análisis bioquímicos (Northrub et 
al., 1948). Casi toda la secuencia de aminoácidos 
del zimógeno se había logrado conocer en los años 
1960 (Walsh et al., 1964; Walsh y Wilcox, 1970) y 
con el advenimiento de la cristalografía de rayos X, 
la estructura tridimensional de la tripsina bovina 
fue resuelta en los años 1970 (Huber et al., 1974; 
Sweet et al., 1974; Kossiakoff et al., 1977). En la 
actualidad, las serino-peptidasas tipo tripsina han 
sido objeto de estudio en gran variedad de organis-
mos, incluyendo invertebrados, por su importancia 
en varios procesos fisiológicos (fundamentalmente la 
digestión) y su aplicación en varios procesos biotec-
nológicos.   
     Las tripsinas se agrupan en el clan PA, familia 
S1 según la clasificación utilizada por la base de 

datos MEROPS (URL: http://www.merops.co.uk). Se 
caracterizan por poseer una tríada catalítica 
constituida por los residuos de His57, Asp102 y 
Ser195 (numeración de la quimotripsina) e 
hidrolizan enlaces peptídicos del extremo carboxílico 
de los residuos Arg y Lys en posición P1. Los 
elementos estructurales que determinan la especi-
ficidad de las tripsinas de vertebrados han sido 
objeto de varias revisiones (Perona y Craik, 1995; 
Hedstrom, 1996). 
      Las serino-peptidasas digestivas de crustáceos 
fueron, a partir de 1992, agrupadas bajo el término 
“braquiurinas” (EC 3.4.21.32) por el Comité de 
Nomenclatura (sucesor de la Comisión de Enzimas) 
de la Unión Internacional de Bioquímica y Biología 
Molecular (NC-IUBMB), debido a su capacidad de 
degradar diferentes sustratos (Tsu y Craik, 1998; 
Barret et al.,1998). Las braquiurinas se dividen en 
tres tipos (Ia, Ib y II) dependiendo de su 
especificidad: El primero incluye enzimas con 
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especificidad amplia, que muestran actividad de tipo 
tripsina, quimotripsina y elastasa (serino-proteasas 
colagenolíticas de crustáceos); el tipo Ib presenta 
especificidades similares al grupo anterior pero 
muestran una reducción drástica de la actividad 
tipo tripsina (quimotripsinas de crustáceos); el tipo 
II agrupa enzimas con especificidad tipo tripsina 
únicamente. Por sus características tan distintivas, 
varios estudios estructurales se han llevado a cabo 
con las serino-proteasas colagenolíticas, conocién-
dose en la actualidad las bases estructurales de su 
amplia especificidad (Perona et al., 1997; Tsu et al., 
1997).  Sin embargo, hasta la fecha, solo se ha 
dilucidado por métodos cristalográficos la estructura 
de la tripsina del langostino Astacus leptodactylus 
(Fodor et al., 2005), aunque Heheman et al. (2007) 
logran la cristalización preliminar de una tripsina 
del cangrejo Cancer pagurus y Perera et al. (2010a) 
modelaron la estructura tridimensional de varias 
tripsinas de la langosta Panulirus argus utilizando 
como molde la tripsina del langostino. La poca 
información que existe apunta a que las tripsinas de 
crustáceos comparten los elementos estructurales 
esenciales para la especificidad con sus contra-
partes de vertebrados (Fodor et al., 2005; Heheman 
et al., 2007; Perera et al., 2010a). 
     Una de las características distintivas de las 
tripsinas de invertebrados es su gran cantidad de 
isoformas. Mientras que los vertebrados inferiores 
como los peces también presentan múltiples 
isoformas para esta enzima, se conoce que en los 
mamíferos existen muy pocas. En humanos 
(Figarella et al. ,1975), bovinos (Puigserver y 
Desnuelle, 1971), cerdos (Voytek y Gjessing, 1971) y 
perros (Ohlsson y Tegner, 1973) solo se han descrito 
dos tripsinas, una aniónica y otra catiónica. Esta 
reducción en el número de isoformas de tripsina en 
vertebrados ha estado acompañada de un incre-
mento de la complejidad dentro de la familia de las 
serino-peptidasas, con varios genes que contienen 
dominios adicionales, además del dominio tripsina 
(Patthy, 1999).   
     Se conoce que en crustáceos los genes que 
codifican enzimas tipo tripsina se agrupan en 
familias multigénicas con un alto grado de 
polimorfismo (Klein et al., 1998). La presencia de 
isoformas se ha descrito en un gran número de 
crustáceos (Brockerhoff et al., 1970; Galgani y 
Nagayama, 1987; 1988; Tsai et al., 1991; Kim et al., 
1992; Klein et al., 1996; Sainz et al., 2004, 2005; 
Perera et al., 2008a). En dependencia de la combi-
nación de isoformas de tripsina, se han definido 
varios fenotipos en el camarón Litopenaeus 
vannamei (Sainz et al., 2004; Sainz et al., 2005) y en 
la langosta espinosa P. argus (Perera et al., 2010b).  
     Las diferencias entre isoformas en cuanto a su 
actividad, resistencia a inhibidores, estabilidad, y 
otras características, han sido demostradas para 
una gran variedad de enzimas, jugando papeles 
importantes en la regulación de muchos procesos 

fisiológicos. De las enzimas digestivas de inverte-
brados, el caso más conocido es el de dos amilasas 
de Drosophila, que difieren en la habilidad de 
hidrolizar el almidón y se selecciona la forma más 
activa cuando las larvas se cultivan en un medio 
rico en almidón (Kirpichnikov y Muske, 1980). Sin 
embargo, aunque se han descrito diferencias 
cinéticas (y de otra naturaleza) entre las diferentes 
isoformas de tripsina del camarón L. vannamei 
(Sainz et al., 2004) y otros crustáceos, el efecto de 
estas diferencias en la digestión de proteínas solo ha 
sido estudiado en la langosta P. argus (Perera et al., 
2010b) y en Daphnia (Schwarzenberger et al., 2010), 
aunque se ha sugerido para camarones peneidos 
(Sainz y Córdova-Murueta, 2009). A diferencia de la 
poca información que hay al respecto en crustáceos, 
las ventajas de presentar determinadas isoformas de 
tripsina en la digestión ha sido estudiada con 
profundidad en salmónidos (ver revisión de 
Rungruangsak-Torrissen y Male, 2000).  
     Por las razones antes expuestas, los estudios 
derivados de la purificación de diferentes isoformas 
de tripsina presentes en una misma especie de crus-
táceo, no solo tributan al campo de la bioquímica 
comparada, sino que pudieran aportar información 
importante para comprender mejor el polimorfismo 
de estas enzimas desde el punto de vista fisiológico. 
Sin embargo, la purificación de las isoformas de una 
enzima es un reto desde el punto de vista técnico, 
debido a que no existen grandes diferencias en 
cuanto a tamaño, carga, hidrofobicidad y/o especifi-
cidad. Aunque en la actualidad existen métodos con 
una alta capacidad de resolución, capaces de 
separar cientos de proteínas en mezclas complejas, 
la mayoría de éstos se emplean en la identificación 
de proteínas (Gevaert y Vandekerckhove, 2000) y no 
permiten la obtención de las enzimas activas, o en 
cantidades suficientes. 
     En los últimos años se han producido revisiones 
sobre las tripsinas de invertebrados (Muhlia-
Almazán et al., 2008), sobre las tripsinas de 
crustáceos (Carrillo et al., 2008), o incluso sobre las 
tripsinas presentes en determinada especie de 
crustáceo (Sainz y Córdova-Murueta, 2009). Sin 
embargo, los aspectos relacionados con la purifi-
cación de estas enzimas en crustáceos (y sus 
isoformas) no se han abordado con profundidad en 
estas revisiones, y son escasos en la literatura los 
trabajos de purificación de tripsinas en crustáceos. 
En la presente revisión se exponen los procedi-
mientos más empleados en la purificación de 
tripsinas de crustáceos, y se discuten las expe-
riencias de los autores en  la separación de 
isoformas. 
 
2. Purificación de isoformas de tripsina 
 
    Actualmente, para la obtención de proteínas 
puras se pueden emplear dos estrategias diferentes: 



Purificación de isoformas de proteasas tipo tripsina de crustáceos               Rodríguez‐Casariego, Perdomo‐Morales, Perera(2012)

 

3 

 La expresión recombinante de la proteína de 
interés. 

 La purificación a partir de su fuente natural.   
 
2.1. Estrategia recombinante 
 
     Los avances en la tecnología del ADN 
recombinante han hecho posible la producción de 
proteínas en diversos sistemas heterólogos de 
expresión tales como la bacteria Escherichia coli 
(Sorensen y Mortensen, 2005), la levadura Pichia 
pastoris (Cereghino et al., 2002), baculovirus (King y 
Possee, 1992) y plantas (Yoshida y Shinmyo, 2000). 
En el caso de las tripsinas de crustáceos, se han 
descrito  numerosos problemas respecto a la factibi-
lidad de obtener tripsinas recombinantes, principal-
mente los efectos nocivos al vector y los bajos 
rendimientos. Por ejemplo, la expresión de tripsinas 
del camarón L. vannamei en P. pastoris afecta la 
biosíntesis y vida media de las enzimas peroxi-
somales (Guerrero-Olazarán et al., 2001). En otros 
casos, la proteína recombinante se degrada en el 
interior de la levadura o durante el proceso de 
secreción (Escamilla-Treviño et al., 1999). Un reflejo 
de estas dificultades es el hecho que los únicos dos 
estudios cristalográficos sobre tripsinas de crustá-
ceos (Fodor et al., 2005; Heheman et al., 2007) se 
hayan realizado a partir de enzimas obtenidas de 
extractos naturales. Dado que varias tripsinas de 
crustáceos (y sus isoformas) han sido ya clonadas 
(Klein et al., 1996; Perera et al., 2010), los estudios 
encaminados a lograr la expresión recombinante de 
estas enzimas en su forma activa, contribuirán a 
salvar las dificultades que hoy existen en la 
purificación de proteínas tan similares a partir de 
extractos crudos complejos. 
  
2.2. Métodos cromatográficos 
 
     Aunque algunos investigadores han separado 
exitosamente las isoformas de tripsinas de crustá-
ceos cortando las bandas correspondientes direc-
tamente de geles de poliacrilamida  (L. vannamei, 
Sainz et al., 2004), este procedimiento no es el 
óptimo pues sólo las enzimas con diferentes 
movilidades electroforéticas pueden ser separadas. 
Estudios en nuestro laboratorio con las tripsinas de 
la langosta P. argus mostraron que a medida que se 
aplican métodos cromatográficos más resolutivos, 
aparecen varias peptidasas tipo tripsina y otras 
proteínas con la misma movilidad electroforética, o 
muy parecida. Por tanto, lo más acertado es utilizar 
métodos cromatográficos y, en consecuencia son los 
más utilizados.  
     Los métodos cromatográficos se basan en las 
características de la proteína: forma y tamaño, 
carga, hidrofobicidad y biopropiedades (Scopes,   
 

1994). En el caso de la separación de isoformas, la 
naturaleza semejante de estas proteínas dificulta 
excesivamente la estandarización de una meto-
dología. Muchas son las técnicas disponibles en el 
campo de la cromatografía y varias son las variantes 
que han sido utilizadas para la purificación de 
tripsinas en crustáceos (ver más adelante).  
     La preparación de extracto es uno de los pasos 
críticos en la purificación de proteínas pues 
determina la cantidad inicial de la proteína blanco y 
la cantidad de contaminantes a eliminar durante la 
purificación. El jugo gástrico de crustáceos es rico 
en enzimas tipo tripsina (Perera et al., 2008) y en 
ocasiones se ha utilizado como material de partida 
para la purificación de las mismas (Fodor et al., 
2005). En este sentido, dos grandes ventajas del 
jugo gástrico son que contiene muy pocas proteínas 
contaminantes en comparación con otros tejidos, y 
que la cantidad de lípidos es muy baja. No obstante, 
la obtención de cantidades suficientes de jugo 
gástrico en ocasiones es engorrosa, sobre todo en 
especies de pequeño tamaño. La purificación de 
tripsinas de crustáceos en la mayoría de los casos se 
ha llevado a cabo a partir de extractos de la glán-
dula digestiva. Este órgano tiene un alto contenido 
de humedad, por lo que puede ser homogenizado 
sin, o prácticamente sin la adición de tampón. 
Estudios en nuestro laboratorio con P. argus 
mostraron que esto no compromete la estabilidad de 
las enzimas tipo tripsina, a la vez que evita la 
dilución de las mismas. Por otra parte, la glándula 
digestiva es el principal sitio de reserva de lípidos en 
crustáceos, por lo que luego de la homogenización 
es necesario un paso de delipidización. Un método 
que usualmente brinda resultados excelentes es el 
uso de acetona, y por tanto es el más utilizado.  
     Por otra parte, la glándula digestiva de 
crustáceos es rica en hemolinfa con una alta 
actividad fenoloxidasa (Perdomo-Morales et al., 
2007, 2008) y sustratos endógenos (ej. tirosina), por 
lo que los extractos son propensos a la mela-
nización. Durante este proceso se producen especies 
reactivas del oxígeno y quinonas que son capaces de 
interactuar con las proteínas y ocasionar cambios 
en la estructura de las mismas [ej. las quinonas son 
muy reactivas con los residuos de cisteína 
(Whitehead et al., 2001; LaVoie et al., 2005)]. Este 
aspecto no se ha tenido en cuenta al purificar 
proteínas de la glándula digestiva de crustáceos y 
puede estar relacionado con bajos rendimientos. De 
ser necesario, la inclusión de inhibidores de las 
enzimas con actividad fenoloxidasa (fenoloxidasa, 
hemocianina) pudiera resultar beneficioso. En 
nuestro laboratorio, hemos utilizado con éxito el 
dietilditiocarbamato de sodio (Rescigno et al., 2002; 
Amin et al., 2010) para evitar la melanización de los 
extractos como medida de precaución. 
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2.2.1. Cromatografía de afinidad 
 
     Aunque no existe un esquema único de 
purificación, y en cada caso la estandarización de 
una metodología se produce mediante un largo 
proceso de prueba y error, se reconoce que es 
conveniente utilizar algún método de captura en las 
etapas iniciales de la purificación. Esto permite 
eliminar la mayor cantidad de contaminantes, con-
centrar la proteína de interés y estabilizar las 
enzimas. En este sentido, la cromatografía de 
afinidad ha sido considerada como la cromatografía 
más eficiente para la separación y purificación de 
proteínas (Polanowski et al., 2003). Su elevado 
factor de purificación y su alto rendimiento, provoca 
que el uso de la cromatografía de afinidad se haya 
evaluado al abordar la purificación de tripsinas de 
crustáceos y otros organismos.  
      El primer aspecto a valorar es la determinación 
del ligando adecuado para cada caso. El inhibidor 
de tripsina de la soja (SBTI) ha sido utilizado como 
ligando con buenos resultados en peces (Klomklao 
et al., 2007), no siendo así para crustáceos. Varios 
estudios en crustáceos (Zwilling et al., 1969; 
Dendinger y O' Connor, 1990) refieren la imposibi-
lidad de separar las tripsinas en su forma activa de 
la matriz-SBTI utilizando condiciones ácidas de 
elución, las cuales son las más utilizadas. Sin 
embargo, existe un informe en crustáceos del uso 
exitoso de SBTI-Sepharosa, que logra eluir las 
tripsinas activas a pH básico (Fodor et al., 2005). En 
nuestro laboratorio se evaluó la matriz SBTI-
Sepharosa como método de captura de tripsinas de 
la langosta P. argus, y no se tuvo éxito en la 
obtención de las enzimas activas en condiciones 
ácidas o básicas de elución, a pesar de la utilización 
de agentes protectores (glicerol), caotrópicos (KCl) y 
detergentes (Tween).  
     Martínez et al., (1988) y Kim et al., (1992) 
utilizaron con éxito la cromatografía de afinidad con 
Benzamidina-Sepharosa en peces y crustáceos,  
respectivamente, como primer paso cromatográfico 
en la purificación de serino-proteasas. La venza-
midina es, por tanto, un ligando más apropiado que 
el SBTI para este tipo de cromatografía en 
crustáceos. Un inconveniente de la benzamidina 
como ligando es que al eluir (usualmente) con altas 
concentraciones de benzamidina en la fase móvil, 
ésta luego resulta difícil de remover completamente 
mediante los métodos convencionales de desalado, 
lo que determina bajos rendimientos. Ahsan y 
Watabe (2001) describen que es necesario el uso de 
una gel filtración resolutiva en sistema de FPLC 
para eliminar la mayor parte de la benzamidina de 
la fracción con actividad tríptica, durante la 
purificación de tripsinas de la anchoveta.  
     Por otra parte, las isoformas de tripsina presentan 
afinidades similares por la benzamidina, al igual que 
otras serino-proteasas presentes en los extractos 
crudos, por lo que generalmente las isoformas 

eluyen juntas de la matriz. En correspondencia, la 
mayoría de los procedimientos de purificación de 
isoformas de tripsina donde se emplea la croma-
tografía de afinidad, también se combinan otros 
métodos cromatográficos para la obtención de 
enzimas puras, como el intercambio iónico [Martínez 
et al., 1988 (peces); Fodor et al., 2005 (crustáceos); 
Lam et al., 2000 (insectos)]. No obstante, en un 
estudio se lograron separar cuatro tripsinas dife-
rentes del insecto Sesamia nonagrioides, mediante 
un solo paso de cromatografía de afinidad con 
benzamidina y un gradiente por pasos de venza-
midina en la fase móvil (Díaz et al., 2005). Aunque 
existen otros ligandos para cromatografía de 
afinidad (sustratos, análogos de sustratos, inhibi-
dores específicos) (Polanowski et al., 2003), éstos 
han sido poco utilizados en la purificación de 
tripsinas de crustáceos. 
     Aunque el uso de la cromatografía de afinidad 
resulta muy atractiva, es interesante que en algunos 
casos los resultados obtenidos en cuanto a rendi-
miento no son superiores a los que se pueden 
obtener con otros métodos como la filtración en gel 
(Roy et al., 1996), la cual es más barata y menos 
agresiva, pues toda la corrida cromatográfica se 
puede llevar a cabo en una fase móvil que garantice 
la estabilidad de las enzimas. 
 
2.2.2. Filtración en gel 
 
     La cromatografía de exclusión molecular, o 
filtración en gel, es uno de los métodos más 
utilizados en la purificación de proteasas de peces y 
crustáceos (Kim et al., 1992; Lu et al., 2008; Wu et 
al., 2008; Roy et al., 1996; Klomklao et al., 2007b; 
Kishimura et al., 2006; Klomklao et al., 2009). 
Aunque es un método muy útil en las últimas 
etapas de la purificación, para remover los rema-
nentes con características superficiales similares a 
la proteína de interés (Fu et al., 2005; Lu et al., 
2008; Wu et al., 2008) o como herramienta para 
realizar cambios de tampón, en el caso de los 
estudios de purificación de tripsinas de crustáceos 
generalmente ha sido empleada antes de emplear 
las técnicas adsortivas de purificación. Debido al 
tamaño de las tripsinas descritas en crustáceos, la 
matriz Sephadex G-75 produce muy buenos 
resultados, permitiendo la remoción de un gran 
número de proteínas contaminantes.  
 
2.2.3. Intercambio iónico 
 
     La cromatografía de intercambio iónico se en-
cuentra dentro de los métodos más utilizados en los 
esquemas de purificación de tripsinas de crustá-
ceos. Es una  técnica  de alto poder resolutivo que 
es capaz de separar moléculas que difieren muy po-
co en la carga superficial. Sin embargo, la riqueza de 
isoformas de tripsina en crustáceos ocasiona que no 
en todos los casos se puedan separar las isoenzimas. 
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     En algunos estudios en los langostinos Astacus 
leptodactylus (Zwilling et al., 1969) y Procambarus 
clarkii (Guizani et al., 1992), el cangrejo Callinectes 
sapidus (Dendinger y O' Connor, 1990) y el krill (Wu 
et al., 2008) no se lograron separar las isoformas de 
tripsina con este tipo de cromatografía. En otros 
casos si se han podido separar las isoformas, pero 
sólo se ha obtenido pura alguna de ellas. Las 
isoformas de tripsina de A. leptodactylus fueron 
purificadas usando intercambio iónico por Fodor et 
al., (2005), aunque solo la isoforma más abundante 
fue obtenida pura. Igualmente, Sjödahl et al. (2002) 
lograron la separación de tres fracciones con 
actividad tríptica del krill (TL I, TL II, TL III), de las 
cuales solo TL III carecía de impurezas. Resultados 
similares fueron obtenidos para el cangrejo Cancer 
pagurus (Hehemann et al., 2008), donde solo se 
obtiene pura una de las isoformas (C.p.TryIII) luego 
de un paso de intercambio aniónico. Los mayores 
éxitos en cuanto a la obtención de mayor cantidad 
de isoformas puras se han logrado con dos pasos de 
intercambio aniónico sucesivos, ya sea utilizando 
diferentes matrices, o la misma pero variando las 
condiciones de elución (Kim et al., 1992; Hehemann 
et al., 2007). Dos cromatografías sucesivas de 
intercambio iónico también han sido empleadas 
para la separación de isoformas en otros grupos 
como los insectos (Lam et al., 2000, 3 isoformas) y 
los peces (Klomklao et al., 2006, 2 isoformas).   
     Los estudios realizados en nuestro laboratorio 
con el fin de separar las isoformas de tripsina en la 
langosta P. argus mostraron que el intercambio 
iónico puede ser una herramienta muy útil en la 
separación de estas enzimas. No obstante, las 
condiciones cromatográficas deben ser cuidadosa-
mente establecidas en dependencia del efecto 
deseado en la separación. El pH tiene un efecto  
importante en la resolución; a pesar que la mayor 
parte de los estudios que emplean este método en 
crustáceos utilizan pH 7-8, la resolución empleando 
intercambio aniónico en la separación de las 
tripsinas de la langosta mejora significativamente a 
pH 5.5 y más aún a pH 5. Contar con un estimado 
del punto isoeléctrico de las proteínas de interés es 
muy conveniente para seleccionar el pH de la fase 
móvil. No obstante, la estabilidad de las enzimas a 
estos valores tan bajos de pH es un aspecto que 
requiere una evaluación preliminar. En la expe-
riencia de los autores, a veces es imprescindible 
trabajar a pH bajos y tolerar cierta pérdida de 
rendimiento debido a la precipitación isoeléctrica, a 
la desnaturalización irreversible, o a ambas, en 
vistas a lograr separar la mayor cantidad de 
isoformas.  
     Además, la separación de isoformas de tripsinas 
de crustáceos mediante intercambio iónico mejora 
en la medida que se utilicen matrices con un 
tamaño de partícula pequeño y homogéneo (ej. 
MonoQTM 5/50, GE Healthcare Bio-Science). La 

velocidad de paso del solvente (flujo bajo) es otra 
condición que mejora la resolución, así como la 
utilización de gradientes extremadamente largos y 
poco comunes en este tipo de cromatografía (ej. 100 
volúmenes de columna). Algunas isoformas, no 
obstante estas condiciones, son difíciles de separar 
totalmente y la obtención de fracciones sin conta-
minación cruzada de isoformas es engorrosa. Ahsan 
y Watabe (2001) plantean que en ocasiones, el 
análisis mediante zimografía de las diferentes 
fracciones de un paso de purificación es impres-
cindible antes de pasar al siguiente paso, con vistas 
a evitar la contaminación cruzada. Este procedi-
miento ha resultado muy útil en nuestro laboratorio 
en la purificación de isoformas de tripsina en la 
langosta P. argus, aunque baja significativamente 
los rendimientos producto de la exclusión voluntaria 
de fracciones.  
 
2.2.4. Cromatografía líquida en fase reversa (RP-
HPLC) 
 
     Los procedimientos de cromatografía líquida en 
fase reversa (RP-HPLC) actualmente se emplean en 
muchos trabajos de purificación de péptidos y/o 
proteínas, sobre todo en los estudios analíticos con 
proteínas. En esta cromatografía se utilizan solven-
tes orgánicos como modificadores de la tensión 
superficial, y reactivos que forman pares iónicos a 
bajos pH. Esta característica es la principal limi-
tante para su uso en la purificación de tripsinas, 
pues implica la desnaturalización de las enzimas y 
la subsecuente pérdida de su actividad. La rena-
turalización de las tripsinas luego de ser sometidas 
a esta cromatografía es extremadamente difícil, a 
pesar de que se cuenta con una importante cantidad 
de información sobre los procesos involucrados en la 
renaturalización y con varios métodos para la 
misma como por ejemplo la revisión de Jungbauer y 
Kaar (2007) o la base de datos REFOLD 
(http://refold.med.monash.edu.au). Metodologías 
recientes permiten incluso evaluar una gran canti-
dad de condiciones de renaturalización en micro-
placas (Dechavanne et al., 2011), por lo que ésta es 
un área donde se requieren más estudios con las 
tripsinas de crustáceos, aplicables a la rena-
turalización tanto de tripsinas purificadas por RP-
HPLC, como de tripsinas de crustáceos obtenidas 
por vía recombinante.  
 
3. Conclusiones y perspectivas 
 
     Amén de las diferencias especie-específicas, la 
cantidad de isoformas de tripsina purificadas de 
diferentes crustáceos depende en gran medida de la 
estrategia de purificación empleada, como resultado 
de las dificultades en separar proteínas tan 
similares de extractos crudos complejos. La croma-
tografía de afinidad o la filtración en gel como 
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pasos iniciales de purificación, y el intercambio 
iónico como paso(s) final(es) han sido los proce-
dimientos más exitosos para separar isoformas de 
tripsina de crustáceos. En algunos crustáceos, otros 
esquemas de purificación han conducido a la 
obtención de pocas isoformas o enzimas parcial-
mente purificadas. Aunque se puede avanzar ligera-
mente en la obtención de mayores resoluciones y 
rendimientos en la separación cromatográfica, las 
mayores perspectivas en la obtención de isoformas 
de tripsina de crustáceos están en la posibilidad de 
expresarlas de manera recombinante. En este 
sentido, poco se ha hecho en la búsqueda de 
vectores de expresión apropiados y métodos de rena-
turalización. Una vez establecidas estas condiciones, 
se aumentarían significativamente las posibilidades 
de estudiar y comprender el polimorfismo de estas 
enzimas, el papel fisiológico de las múltiples tripsi-
nas en crustáceos y su valor adaptativo. 
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