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La hldroxiapatita [Calo(P04)s(oH)2] en forma de gel’ y 
microcristalina,2 es empleada ampliamente como soporte cro- 
matográflco para la separación de proteínas, enzimas, anti- 
cuerpos monoclonales y un gran número de biomoléculas or- 
gánlcas,3w7 Los parámetros cromatográficos: capacidad de in- 
tercambio o adsorción, velocidad de flujo, etc., dependen en 
gran medida de los métodos de síntesis y de la preparación 
del soporte 

En Laboratono de Blomatenales del Centro Nacional de 
Iinvestigaciones Científicas, ’ se ha desarrollado recientemen- 
te un procedlmlento, mediante el cual, a partir de una misma 
soluclon que contlene iones Ca2+ y P043- se pueden sbtener 
vanos tipos de hidroxiapatitas con una composición molar 
CalP de 1,66 y con dIstIntos tamaños de partícula o cristales 
Estos materiales fueron caractenzados, tanto química como 
estructuralmente, por metodos de difracción de rayos X y es- 
pectroscopla IR (Flguras 1 y 2) y su efectividad fue comproba- 
da en la puriflcacion de antlcuerpos monoclonalesQ 
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Fig.1. Patrón de difracción de rayos X de la muestra HA-3 
en la zona de 25 35’ (20), mostrando las reflexiones fundamentales 

que caracterizan a la hidroxlapatita (Difractómetro HZG-4, Cu Ktx). 

looao 
I I I 1 

4000 3000 2000 1500 1Qal cni’ MO 

Fig.2. Espectro IR de la muestra HA-3 (Espectrómetro PU-9512, 

en pastillas de KBr) donde aparecen las bandas características 

de la hidroxiapatita en 570, 610, 635, 1 045, 1 095 y 3 600 cm~‘. 

En el presente trabajo, se reporta la utlllzacton como so- 
porte cromatográfico para la purIfIcaclon de endonucleasas 
de restricción, de tres tipos de hidroxlapatltas (HA-l, HA-2 y 
HA-3), obtenidas por la vía antes mencionada 

Para la evaluación de la eficacia de estos productos, se 
tomó la hidroxiapatita comercial HTP (Bio-Rad) como control 
positivo 

Las columnas se montaron con 5 mL de lecho, se cqulll- 
braron con el amortiguador H (K3P04/EDTA/ 2-mercaptoeta- 
nol) hasta que la absorbancla fue nula a 280 nm Postenor- 
mente, se aplicó la suspensión enzlmatica (Eco RI YT 89091, 
Enzibiot, 10 U/pL) a una velocidad de flujo de 10 mUh (se to- 
maron muestras del eluato para controlar la actwdad). Una 
vez aplicada la muestra, se lavo con 10 volumenes de amor%- 
guador H y se aplicó un gradiente lineal de 25 a 250 mmol/L 
de K3P04 y se colectaron fracciones de 1 mL 

Las fracciones con actwdad de cada columna se unle- 
ron y se concentraron dializando contra el amortiguador de 
conservación de la enzima y se determino la actwldad final de 
cada lote. 

Los resultados fueron muy satlsfactonos, ya que las hl- 
droxiapatitas HA-l, HA-2 y HA-3, tuvleron un comportamiento 
similar al producto comercial HTP, con un rendlmlento de 
10 000 u/g 

En la figura 3, se observan los resultados de las electro- 
foresis de las muestras obtenidas en las diferentes columnas 
cromatográficas La concentraclon inicial y flnal de la prepara- 
clon enzimatica fue la misma, evidenciando que no hubo per- 
didas de material punflcado 
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