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COMUNICACION BREVE
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La hidroxiapatita [Ca10(PQ4)s(OH)2] en forma de gel' y
microcristalina,® es empleada ampliamente como soporte cro-
matografico para la separacion de proteinas, enzimas, anti-
cuerpos monoclonales y un gran numero de biomoléculas or-
ganicas‘s'? Los parametros cromatograficos: capacidad de in-
tercambio o adsorcion, velocidad de flujo, etc., dependen en
gran medida de los métodos de sintesis y de la preparacion
del soporte.

En Laboratorio de Biomateriales del Centro Nacional de
linvestigaciones Cientificas ® se ha desarrollado recientemen-
te un procedimiento, mediante el cual, a partir de una misma
solucion que contiene iones Ca®* y PO se pueden sbtener
varios tipos de hidroxiapatitas con una composicion molar
Ca/P de 1,66 y con distintos tamanos de particula o cristales.
Estos materiales fueron caracterizados, tanto quimica como
estructuralmente, por métodos de difraccion de rayos X y es-
pectroscopia IR (Figuras 1y 2) y su efectividad fue comproba-
da en la purificacion de anticuerpos monoclonales.®
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Fig.1. Patron de difraccion de rayos X de la muestra HA-3
en la zona de 25 - 35° (20)), mostrando las reflexiones fundamentales
que caracterizan a la hidroxiapatita (Difractometro HZG-4, Cu Ku}
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Fig.2. Espectro IR de la muestra HA-3 (Espectrometro PU-8512,
en pastillas de KBr) donde aparecen las bandas caracteristicas
de la hidroxiapatita en 570, 610, 635, 1 045, 1 095y 3600 cm’ .

En el presente trabajo, se reporta la utilizacion como so-
porte cromatografico para la purificacion de endonucleasas
de restriccion, de tres tipos de hidroxiapatitas (HA-1, HA-2 y
HA-3), obtenidas por la via antes 'nencionada.

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

Las columnas se montaron con 5 mL de lecho, se equili-
braron con el amortiguador H (KaPO4/EDTA/ 2-mercaptoeta-
nol) hasta que la absorbancia fue nula a 280 nm . Posterior-
mente, se aplico la suspension enzimatica (Eco RI YT 89091
Enzibiot, 10 U/uL) a una velocidad de flujo de 10 mL/h (se to-
maron muestras del eluato para controlar la actividad). Una
vez aplicada la muestra, se lavo con 10 volumenes de amorti-
guador H y se aplico un gradiente lineal de 25 a 250 mmol/L
de KaP0Qg4 y se colectaron fracciones de 1 mL

Las fracciones con actividad de cada columna se unie-
ron y se concentraron dializando contra el amortiguador de
conservacion de la enzima y se determino la actividad linal de
cada lote.

Los resultados fueron muy satisfactorios, ya que las hi-
droxiapatitas HA-1, HA-2 y HA-3, tuvieron un comportamiento
similar al producto comercial HTP, con un rendimiento de
10 000 U/g.

En la figura 3, se observan los resultados de las electro-
foresis de las muestras obtenidas en las dilerentes columnas
cromatograficas. La concentracion inicial y final de la prepara-
cion enzimatica fue la misma, evidenciando que no hubo per-
didas de material purificado.
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Fig.3. Electroforesis de las fracciones correspondientes a los cromatogramas en las diferentes columnas.
.- Control negativo (DNAdel fago A). 2.-1 L directo de la preparacién enzimatica (10 U/uL).
3.- 1 L de una dilucién 1/5 de la preparacién enzimatica. 4.- 1 uL de una dilucién 1/10 de la preparacion enzimatica.
5.- 1 uL del eluato después de aplicada la muestra en HTP. 6.- 1 ulL del eluato después de aplicada la m

uestra en HA-1.
7.- 1 uL del eluato uestra en HA-3.

después de aplicada la muestra en HA-2. 8.- 1 uL del eluato después de aplicada la m
9.-1 uL de una dilucién 1/15 de la elucién de la HTP. 10.- 1 pL de una dilucién 1/15 de la elucién d

e la HA-1.
1.- 1 pL de una dilucién 1/15 de la elucién de la HA-2. 12.- 1 ul de una dilucién 1/15 de la elucién

de la HA-3.
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