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6.  Reactivos, disolventes e instrumentación básica 
 
 
6.1 Reactivos y disolventes 
 
Tabla 6.1. Relación entre los reactivos y disolventes empleados en este proyecto y las casas comerciales 
donde fueron adquiridos. 
 

Casa comercial Reactivos y disolventes 

NovaBiochem Aminoácidos y resinas 

 TBTU 

 DMAP 

Scharlau N,N-Dimetilformamida 

 Ácido acético 

 Ácido trifluoroacético 

Merck N-Metilpirrolidona 

 Diclorometano 

 Éter dietílico 

 Acetonitrilo 

 Alcohol tert-butilo 

 Ninhidrina 

 Resina Amberlite MB-3 

 Bromuro de Litio 

 Hidrogenocarbonato de sodio (NaHCO3) 

 Potasio dihidrogenofosfato (KH2PO4) 

 Di-sodio hidrogenofosfato anhidro (Na2HPO4) 

 Cloruro de potasio (KCl) 

 Sulfato de magnesio heptahidrato (MgSO4·7H2O) 

 tris(hidroximetil)-aminometano, TRIS 

 Tritón X-100 

 Ácido sulfúrico (H2SO4) 

Fluka N,N’-Diisopropilcarbodiimida 

 1-Hidroxibenzotriazol 

 Piridina 

 DIEA 

 Carbonato de sodio (Na2CO3) 

 carboximetildextrano 

 sulfo-NHS 

 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) 

Multisyntech Aminoácidos y resinas 

 PyBOP 

Carlo Erba Metanol 

 Etanol absoluto 

 Acetona 

 Cloruro de sodio (NaCl) 

J.J. Baker Fenol 
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Tabla 6.1 (continuación) 

 
Casa comercial Reactivos y disolventes 

Sigma Piperidina 

 DBU 

 Tolueno 

 anhídrido acético 

 1,2-etanoditiol 

 triisopropilsilano 

 2,4,6-tricloro-1,3,5-triacina (cloruro de cianurilo) 

 Albúmina sérica bovina (BSA) 

 docecil sulfato sódico 

 deoxicolato de sódio 

 Tween 20 

 Ácido cítrico monohidratado 

 Dihidrocloruro de orto-fenilendiamina (OPD) 

 Peróxido de hidrógeno 30% (H2O2) 

 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) 

 Hepes (ácido N-[2-hidroxietil]piperacina-N’-[2-3etanolsulfónico]) 

 Adyuvante completo de Freund 

 Adyuvante incompleto de Freund 

 EDC 

 n-octil-�-D-glucopiranósido 

 Ácido palmítico 

DAKO IgG anti-humana de conejo P0214 

Caltag IgG (γ) anti-ratón de cabra  

Central lechera asturiana leche desnatada en polvo 

BIACORE tampón HBS-EP 

 EDC 

 etanolamina 

 NHS 

 
 
 
6.2 Instrumentación general 
 
Tabla 6.2. Relación de la instrumentación general utilizada y la marca comercial. 
 
instrumento marca 

agitadores magnéticos Velp Scientifica 2x3; Heidolph MR2002 

balanza Sartorius Analytic A200S 

baño ultrasonidos Selecta 

centrífuga Bechkman GP. 

equipo agua milli-Q Millipore 

estufa Selecta 

lector espectrofotométrico SpectraPlus Max 

liofilizadora Lioalfa, Telstar 

pHmetro Crison 

pipetas automáticas Finnpipette (LabSystems); Biopette (Labnet) 
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7. Síntesis de péptidos en fase sólida 

 

7.1 Consideraciones generales de la síntesis 

La síntesis de los péptidos se realizó de manera manual en jeringas de polipropileno con un 

filtro de polietileno poroso. Para la agitación se utilizó una varilla de teflón. La eliminación de 

disolventes, reactivos y posibles subproductos formados durante el acoplamiento se realizan 

mediante filtración. El sistema utilizado para realizar los lavados por filtración se muestra en la Figura 

7.1.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7.1. Esquema ilustrativo del equipo empleado para la síntesis manual de péptidos en fase sólida. 
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7.2 Tests de identificación 

7.2.1 Test cualitativo de Kaiser o ninhidrina   

El test cualitativo de ninhidrina, desarrollado por Kaiser [226], es el test más utilizado para 

determinar la presencia o la ausencia de grupos amino libres ya que se trata de un test rápido y 

sencillo.  

 Para realizar el ensayo se coge una pequeña muestra de peptidil-resina resina seca 

(1-2 mg) y se coloca en un tubo de vidrio. Se añaden 3 gotas de reactivo A y 3 gotas de reactivo B. A 

continuación se calienta el tubo en la estufa a 110ºC durante 3 minutos. Pasado el tiempo se enfría y 

se observa la coloración que ha tomado la disolución. Una coloración amarilla indica la ausencia de 

aminas primarias (test negativo), lo que indica que al menos el 95% de los puntos funcionales han 

sido bloqueados. Por el contrario, una coloración azul-verdosa (test positivo) indica la presencia de 

aminas primarias. En paralelo se realiza un ensayo control que contiene la misma proporción de 

reactivos sin presencia de peptidil-resina. Es posible, sin embargo, que algunos aminoácidos, como la 

serina, el ácido aspártico o la asparagina no den la coloración azul oscuro que se espera cuando 

existen grupos amino libres.  

 

Los reactivos se prepararon de la manera que se detalla a continuación: 

Reactivo A: se preparó una disolución en caliente de fenol (40 g) en etanol absoluto (10 ml). 

Por otro lado, se añadieron 2 ml de una disolución de cianuro de potasio (65 mg) en agua (100 ml) 

sobre 100 ml de piridina. A ambas mezclas se les añadieron 4 g de resina Amberlite MB-3 y se 

agitaron durante 45 minutos. Seguidamente se filtraron y se mezclaron las dos disoluciones.  

Reactivo B: se preparó una disolución de ninhidrina (2.5 g) en etanol (50 ml). 

 

7.2.2 Test de cloranilo [227] 

Este ensayo se utiliza para evaluar los acoplamientos sobre aminas secundarias como la 

prolina. El reactivo que se utiliza es una disolución saturada de 2,3,5,6-tetracloro-1,4-benzoquinona 

(cloranilo) en tolueno (0.75 mg en 25 ml). Para realizar el test se toma una pequeña muestra de 

peptidil-resina seca en un tubo (1-2 mg) y se le añaden 5 gotas de cloranilo en tolueno y 20 gotas de 

acetona. Se agita durante 5 minutos a temperatura ambiente. La aparición de una coloración azul-

verdosa indica la presencia de aminas secundarias libres, y por tanto, un resultado positivo del test. 
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7.2.3 Test de De Clercq o del p-nitrofeniléster  

El ensayo cualitativo del p-nitrofeniléster [228] permite la detección de aminas libres, sobre 

todo de aquellas que presentan impedimento estérico. Se recurrió a él en los casos en que el test de 

ninhidrina dio coloraciones dudosas, especialmente en la detección de las aminas libres de 

aminoácidos como serina, asparagina y ácido aspártico.  

Para realizar el ensayo, se dispone una muestra de peptidil-resina (1-2 mg) en un tubo de 

vidrio al cual se le añaden 100 µl de una disolución 0.02 M de p-nitrofeniléster en acetonitrilo. 

Después de calentar la muestra en un baño a 70ºC durante 10 minutos, y una vez enfriada, se separa 

el sobrenadante y se lava la peptidil-resina con DMF, MeOH y DCM hasta obtener lavados incoloros. 

Una coloración rojiza o rosada de la peptidil-resina (test positivo) indica la presencia de aminas 

primarias o secundarias libres sobre el soporte sólido. La ausencia de color (test negativo) indica la 

ausencia de aminas libres. 

 

7.3 Síntesis de péptidos en fase sólida 

Todos los péptidos sintetizados en esta tesis se sintetizaron empleando el esquema de 

protección Fmoc/tBu. A continuación se detallan los procesos de las diferentes etapas que tienen 

lugar durante la síntesis de péptidos en fase sólida. Para la obtención de péptidos con el extremo C-

terminal en forma de ácido carboxílico se utilizó la resina NovaSyn® TGA con una funcionalización 

inicial de 0.23 mmol g-1 mientras que para la obtención de péptidos con el extremo C-terminal en 

forma de carboxiamida se utilizó la resina NovaSyn® TGR con una funcionalización inicial de 0.29 

mmol g-1.  

 

7.3.1 Incorporación del primer aminoácido. Formación del anhídrido simétrico 

La incorporación del aminoácido C-terminal sobre la resina NovaSyn® TGR se realizó 

mediante la formación de un enlace amida utilizando los reactivos y condiciones de acoplamiento 

habituales que se describen más adelante. 

Sin embargo, la incorporación del residuo C-terminal a la resina hidroxilo (NovaSyn® TGA), 

implica la formación de un enlace éster, a menudo un proceso difícil, que si se lleva a cabo en 

condiciones no controladas puede dar lugar a racemizaciones o formación de dipéptidos. Uno de los 

métodos más sencillos para llevar a cabo la esterificación de las resinas hidroxilo es mediante la 

formación del anhídrido simétrico del aminoácido (convenientemente protegido en su extremo �-

amino y cadena lateral) en presencia de DMAP. 
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Para la formación del anhídrido simétrico se disolvió el aminoácido (10 eq. respecto la 

funcionalización de la resina) en DCM,  con 1 ó 2 gotas de DMF para completar la disolución. Se 

adicionaron 5 eq. de DIPCDI (respecto la funcionalización de la resina) disuelto también en DCM. 

Esta mezcla se dejó reaccionar por espacio de 20 minutos a 0ºC en un ambiente libre de humedad 

que se consiguió tapando el balón con un tubo relleno de CaCl2. Transcurrido el tiempo se evaporó el 

disolvente en un rotavapor. El residuo seco obtenido se disolvió en la mínima cantidad de DMF y se 

adicionó a la resina. Seguidamente se adicionaron 0.1 eq. de DMAP también disuelto en DMF. Tras 1 

hora de reacción a temperatura ambiente y con agitación ocasional, se eliminaron los excesos de 

reactivo realizando lavados con DMF y se calculó el grado de incorporación del aminoácido mediante 

la detección de la N-fluorenilmetilpiperidina.  

 

 
Figura 7.2. Formación del anhídrido simétrico con Fmoc-Asp-ODmab. 

 
 

 
Figura 7.3. Unión del primer aminoácido a la resina por el método del anhídrido simétrico. 

 
 
 

7.3.2 Determinación del grado de unión del primer aminoácido 

Este ensayo permite determinar el porcentaje de incorporación del primer aminoácido sobre la 

resina, y por tanto su funcionalización inicial real, aprovechando el carácter cromóforo del aducto N-

fluorenilmetilpiperidina que se obtiene al liberar el grupo Fmoc con piperidina.  
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Para llevar a cabo este ensayo se pesó en una cubeta de cuarzo una cantidad de Fmoc-

aminoácido-resina seca equivalente a 1 µmol respecto a la funcionalización de la resina. Se le 

adicionaron 3 ml de una disolución de piperidina al 20% en DMF y se agitó suavemente durante 5 

minutos. Paralelamente, se preparó un blanco que contenía únicamente la disolución de piperidina-

DMF. Se midieron las absorbancias de las dos cubetas a la longitud de onda de  290 nm. La nueva 

funcionalización de la resina en mmol g-1 viene dada por la fórmula siguiente:  

mmol g-1 = (Amuestra – Areferencia) / (1.65 · mg resina) 

 A continuación, se detallan las diferentes etapas de los procesos de lavado de la peptidil-

resina, eliminación del grupo Fmoc e incorporación de aminoácidos. 

 

7.3.3 Eliminación del grupo Fmoc 

 En la mayoría de los casos y de forma rutinaria se empleó la piperidina como base para 

liberar el grupo Fmoc. Sólo en algunos casos en que se obtuvieron test de ninhidrina dudosos, se 

optó por utilizar una base distinta como es el DBU. 

 
Tabla 7.1. Método 1 de eliminación del grupo Fmoc (1E). 
 

etapa reactivos operación tiempo (min) x nº repeticiones 

1    piperidina:DMF  2:8 eliminación grupo Fmoc 1 x 1 

2    piperidina:DMF  2:8 eliminación grupo Fmoc 10 x 2 

3    DMF lavado 1 x 3 

4 comprobar mediante el test de ninhidrina la presencia de grupos amino libres (test positivo) 

 
 

Tabla 7.2. Método 2 de eliminación del grupo Fmoc (2E). 

 

etapa reactivos operación tiempo (min) x nº repeticiones 

1 piperidina:DBU:DMF 1:1:48 eliminación grupo Fmoc 1 x 1 

2 piperidina:DBU:DMF 1:1:48 eliminación grupo Fmoc 10 x 2 

3 DMF lavado 1 x 3 

4 comprobar mediante el test de ninhidrina la presencia de grupos amino libres (test positivo) 
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7.3.4 Incorporación de los aminoácidos 

 De manera habitual, para el acoplamiento de los aminoácidos se empleó DIPCDI y HOBt 

como activadores del grupo carboxilo disueltos en 1-2 ml de DMF.  

Tabla 7.3. Método 1 de acoplamiento de aminoácido (1A). 

 

etapa reactivos operación tiempo (min) x nº repeticiones 

1 
Fmoc-Aa(X)-OH:DIPCDI:HOBt 

3:3:3 eq. en DMF  
acoplamiento 90 x 1 

2 DMF lavado 1 x 3 

3 comprobar mediante el test de ninhidrina la ausencia de grupos amino libres (test negativo) 

 
 En caso en que los acoplamientos fuesen lentos o incompletos, se emplearon otros 

activadores más enérgicos como el PyBOP (método 2) o el TBTU (método 3) en presencia de una 

base.  

Tabla 7.4. Método 2 de acoplamiento de aminoácido (2A). 
 

etapa reactivos operación tiempo (min) x nº repeticiones 

1 
Fmoc-Aa(X)-OH:PyBOP:HOBt:DIEA 

3:3:3:6 eq. en DMF  
acoplamiento 90 x 1 

2 DMF lavado 1 x 3 

3 comprobar mediante el test de ninhidrina la ausencia de grupos amino libres (test negativo) 

 
 

Tabla 7.5. Método 3 de acoplamiento de aminoácido (3A). 
 

etapa reactivos operación tiempo (min) x nº repeticiones 

1 
Fmoc-Aa(X)-OH:TBTU:DIEA 

3:2.9:6 eq. en DMF  
acoplamiento 90 x 1 

2 DMF lavado 1 x 3 

3 comprobar mediante el test de ninhidrina la ausencia de grupos amino libres (test negativo) 

 
 

A medida que la longitud de la cadena se incrementa, también aumenta el riesgo de 

agregación de las cadenas crecientes, dificultando todavía más los acoplamientos. En estos casos, 

antes de la adición del aminoácido y los agentes de condensación, se emplearon agentes 

cautrópicos, como son las sales de litio, que pueden contribuir a la ruptura de los puentes de 

hidrógeno que se hayan podido formar entre las cadenas crecientes de péptido [229].  
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Tabla 7.6. Lavado de la peptidil-resina con sales de litio.  
 

etapa reactivos operación tiempo (min) x nº repeticiones 

1 DMF lavado 1 x 3 

2 LiBr 0.4 M en DMF disgregación cadenas 20 x 1 

3 DMF lavado 1 x 3 

 
 
 
7.3.5 Acetilación 

En los casos en que tras varias repeticiones del acoplamiento, éste seguía siendo incompleto 

se procedió al bloqueo de los grupos amina que todavía quedaban libres con la finalidad de evitar la 

formación de cadenas de péptidos no deseados.  

Para llevar a cabo la acetilación se dejó reaccionar por espacio de 30 minutos la peptidil-

resina con 1 eq de anhídrido acético en presencia de 2 eq de DIEA en DMF. Una vez realizados los 

lavados posteriores con DMF para eliminar los restos de reactivos se comprobó la ausencia de 

grupos amina libres mediante el test de ninhidrina.  

Tabla 7.7. Acetilación de los grupos amino libres. 

 

etapa reactivos operación tiempo (min) x nº repeticiones 

1 Ac2O:DIEA 1:2 eq. en DMF  acetilación 30 x 1 

2 DMF lavado 1 x 3 

3 comprobar mediante el test de ninhidrina la ausencia de grupos amino libres (test negativo) 

 
 
 

 
7.3.6 Eliminación de los grupos protectores ivDde y Dmab 

El grupo ivDde utilizado para proteger la función amina de la cadena lateral de la Lys y el 

grupo Dmab que protege el grupo �-carboxilo del Asp se eliminaron con hidracina. En el caso del 

grupo Dmab, la eliminación puede ser incompleta y requiere el tratamiento de la peptidil-resina con 

agua para la completa eliminación del aminobencil que queda unido al Asp.  
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Tabla 7.8. Eliminación de los grupos ivDde y Dmab 

 

etapa reactivos operación tiempo (min) x nº repeticiones 

1 3% hidracina monohidrato en DMF  eliminación ivDde / Dmab 1 x 1 

2 3% hidracina monohidrato en DMF  eliminación ivDde / Dmab 10 x 2 

3 20% agua en DMF eliminación Dmab 10 x 2 

4 20% agua en DMF eliminación Dmab 16 horas 

5 DMF lavado 1 x 3 

 
 
 
 
7.3.7 Tratamiento final y secado de la peptidil-resina  

Una vez completada la síntesis de la secuencia peptídica, y antes de proceder al desanclaje y 

simultánea desprotección de las cadenas laterales de los aminoácidos, se eliminó el grupo Fmoc del 

aminoácido N-terminal empleando piperidina. Después se lavó la peptidil-resina con DMF. Las 

resinas que contienen polietilenglicol (tipo NovaSyn®) tienen tendencia a retener fuertemente DMF y 

la presencia de restos de base tiene efectos inhibitorios en el tratamiento acidolítico, por lo que se 

lavó la peptidil-resina con un ácido débil, como el ácido acético, sin riesgo de que se produjera la 

escisión del péptido del soporte sólido. Posteriormente se lavó con DCM y finalmente se lavó con éter 

o MeOH y se secó la resina aplicando vacío.  

Tabla 7.9. Tratamiento previo a la liberación del péptido de la resina. 
 

etapa reactivos operación tiempo (min) x nº repeticiones 

1 DMF  lavado 1 x 5 

2 ácido acético  lavado 1 x 5 

3 DCM lavado 1 x 5 

4 éter o MeOH secado 1 x 10 

5 aplicar vacío secado hasta peso constante 
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7.3.8 Liberación del péptido de la resina y eliminación de los grupos protectores de las 

cadenas laterales de los aminoácidos  

Una vez se ha completado la síntesis del péptido, éste se encuentra unido al soporte sólido 

con la mayoría de los aminoácidos con las cadenas laterales protegidas. La liberación del péptido de 

la resina y de los grupos protectores se realizó en una sola etapa en medio ácido en presencia  de 

capturadores de carbocationes dependiendo del tipo de grupos protectores presentes en la cadena. 

Los capturadores de los carbocationes empleados fueron el 1,2-etanoditiol (EDT), el triisopropilsilano 

(TIS), y el agua. El agua actúa como agente quelante de los cationes tBu, mientras que el EDT y el 

TIS intervienen en la eliminación del grupo trifenilmetil de los residuos de His y Gln. 

Para liberar el péptido de la resina y de los grupos protectores, se trató la peptidil-resina con 

una mezcla de ácido trifluoroacético (TFA), EDT, TIS y agua (94:2.5:1:2.5). El volumen de la mezcla 

osciló entre 2 y 5 ml, dependiendo de la cantidad de peptidil-resina a tratar. Transcurridas 3 horas de 

reacción, se filtró la resina para obtener el péptido en disolución. Se evaporó el TFA bajo una  

corriente de N2. Tras reducir el volumen de TFA un mínimo del 75% se añadió éter frío para producir 

la precipitación del péptido. Se centrifugó durante 5 minutos a 2500 rpm y se decantó el éter. Este 

proceso de lavado se repitió 10 veces. Terminados los lavados, se evaporó el éter con N2 y se 

disolvió el residuo seco en una disolución acuosa de ácido acético al 10%. Se congeló y se liofilizó. 

Los péptidos, una vez liofilizados se conservaron a -20ºC. 

 

7.4 Síntesis semiautomática de péptidos 

 La síntesis de las secuencias solapadas se llevó a cabo en un sintetizador semiautomático 

fabricado por Multisyntech GmbH. El instrumento está equipado con un bloque reactor con capacidad 

para 24 reactores, lo que permite la síntesis múltiple de 24 péptidos simultáneamente. La bomba 

incorporada permite una dosificación exacta de los disolventes y reactivos, mientras que gracias a un 

plato distribuidor especial, éstos son repartidos simultáneamente a todos los reactores. Dispone de un 

agitador que garantiza la mezcla homogénea de todos los reactivos. Una vez terminadas las 

reacciones, los reactores son vaciados por aplicación de vacío mediante una bomba externa 

controlada por el instrumento.   

El sintetizador semiautomático consta, además, de un controlador externo que permite la 

programación de las operaciones de llenado, tiempo de reacción, intervalos de agitación de los 

reactores, lavados y tiempo de aplicación de vacío. La única etapa que no permite la automatización 

es la adición de los aminoácidos y reactivos. En la Figura 7.4 se muestra un dibujo esquemático de 

los componentes del instrumento.  
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Figura 7.4. Esquema ilustrativo de los componentes del instrumento semiautomático para la síntesis múltiple de 
péptidos en fase sólida Multisyntech. 

 
 

El protocolo seguido en la síntesis múltiple de péptidos se encuentra detallado en la Tabla 

7.10. Las incorporaciones de los aminoácidos se realizadon sistemáticamente por duplicado. En el 

primer ciclo de incorporación se emplearon los reactivos de acoplamiento habituales (DIPCDI/HOBt), 

mientras que para el segundo ciclo se emplearon agentes de condensación más reactivos 

(PyBOP/HOBt/DIEA). Únicamente se controló el grado de incorporación del aminoácido después del 

segundo ciclo y solamente se llevaron a cabo los test en 2 de los 24 reactores de manera aleatoria. 

Finalizada la síntesis de las secuencias, las peptidil-resinas se lavaron con DMF, DCM, éter y se 

secaron.  

La etapa de liberación y eliminación de los grupos protectores de los aminoácidos se llevó a 

cabo de manera manual para las 24 peptidil-resinas como se detalla en el apartado 7.3.8. Una vez 

obtenidos los productos, éstos fueron caracterizados por espectrometría de masas y por 

cromatografía líquida de alta resolución.   

 
Tabla 7.10. Protocolo seguido para la incorporación de los aminoácidos en la síntesis múltiple de péptidos 
utilizando el sintetizador semiautomático Multisyntech.  

 

etapa reactivos operación tiempo (min) x nº repeticiones 

1    piperidina:DMF  2:8 eliminación grupo Fmoc 10 x 2 

2    DMF lavados 1 x 5 

3 
Fmoc-Aa(X)-OH:DIPCDI:HOBt 

3:3:3 eq. en DMF  
acoplamiento 120 x 1 

4    DMF lavado 1 x 5 
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5 
 Fmoc-Aa(X)-OH:PyBOP:HOBt:DIEA 

1.5:1.5:1.5:3 eq. en DMF  
acoplamiento 90 x 1 

6    DMF lavado 1 x 5 

7 comprobar mediante el test de ninhidrina la ausencia de grupos amino libres (test negativo) 

 
 
 
 
7.5 Derivatización hidrófoba de péptidos: obtención de los derivados di-palmitoil 

 Los derivados di-palmitoil son aquellos péptidos a los que se les ha añadido dos cadenas 

hidrófobas de ácido palmítico (CH3-(CH2)14-COOH) en el extremo N-terminal de la secuencia.  

La derivatización hidrófoba se llevó a cabo con el péptido unido a la resina y con las cadenas 

laterales de los aminoácidos protegidas. Para poder llevar a cabo este doble acoplamiento se 

incorporó a la cadena peptídica un residuo de lisina previo a la incorporación del ácido palmítico. En 

la Tabla 7.11 se muestra el protocolo seguido para la obtención de los derivados hidrófobos. 

 

Tabla 7.11. Protocolo seguido para obtener los derivados di-palmitoil. 

 

etapa reactivos operación tiempo (min) x nº repeticiones 

1 
Fmoc-Lys(Fmoc)-OH:DIPCDI:HOBt 

3:3:3 eq. en DMF  
acoplamiento 90 x 1 

2 DMF lavado 1 x 3 

3 comprobar mediante el test de ninhidrina la ausencia de grupos amino libres (test negativo) 

4    piperidina:DMF  2:8 eliminación grupo Fmoc 1 x 1 

5    piperidina:DMF  2:8 eliminación grupo Fmoc 10 x 2 

6    DMF lavado 1 x 3 

7 comprobar mediante el test de ninhidrina la presencia de grupos amino libres (test positivo) 

8 
Ácido palmítico:DIPCDI:HOBt 

6:6:6 eq. en DMF:DCM 1:1 
acoplamiento 90 x 1 

9 DMF lavado 1 x 3 

10 comprobar mediante el test de ninhidrina la ausencia de grupos amino libres (test negativo) 
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7.6 Purificación de los péptidos 

Los péptidos obtenidos se purificaron por cromatografía líquida de alta eficacia hasta obtener 

el grado de pureza deseado para realizar tanto los ensayos de dicroísmo circular como los ensayos 

inmunoenzimáticos. Previo a la purificación se establecieron las mejores condiciones de elución de 

cada péptido a escala analítica.  

Para la purificación de los péptidos se empleó un cromatógrafo Shimadzu compuesto por dos 

bombas modelo LC-8A, un detector SPD-10A y un sistema de inyección manual. Se emplearon, 

dependiendo del carácter hidrófobo del péptido, columnas de fase reversa C-8 ó C-18 con un tamaño 

de partícula de 5 µm. 

Los péptidos purificados se caracterizaron por cromatografía líquida a escala analítica, 

espectrometría de masas, y en algunos casos, por análisis de aminoácidos.  

 

7.7 Caracterización y cuantificación de los péptidos 

La pureza de los péptidos se determinó por HPLC y por espectrometría de masas se confirmó 

la presencia del producto. 

Se empleó un cromatógrafo Perkin-Elmer constituido por un sistema binario de bombas LC-

250, un detector Diodo Array LC-235 e inyector manual. Se utilizaron columnas de fase reversa 

Kromasil® C-8 o C-18 de 25 x 4.6 mm y un tamaño de partícula de 5 µm (Tecnokroma). Los péptidos 

se eluyeron a un flujo de 1 ml min-1 y un gradiente lineal de los disolventes A y B (A: agua con un 

0.05% de TFA; B: MeCN con un 0.05% de TFA). La detección se realizó a 215 y 280 nm.  

7.7.1 Espectrometría de masas 

  La masa molecular de los péptidos sintetizados se determinó por espectrometría de 

MALDI-TOF o electrospray. Los análisis de espectrometría de masas MALDI-TOF se realizaron en el 

Servicio de Espectrometría de Masas de la Facultad de Químicas de la Universidad de Barcelona, 

mientras que los análisis de espectrometría de masas por electrospray fueron realizados por el 

Servicio de Espectrometría de Masas del IIQAB del CSIC. 

7.7.2 Análisis de aminoácidos 

Para la cuantificación de los péptidos purificados se realizó el análisis de aminoácidos. Estos 

ensayos fueron realizados en servicio de Análisis de Aminoácidos de la Facultad de Químicas de la 

Universidad de Barcelona. Para realizar los análisis, las muestras se sometieron a una hidrólisis con 

HCl 6N con un 1% de fenol durante 1 hora a 155ºC.  
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8. ENSAYO INMUNOENZIMÁTICO: ELISA 

 

8.1  Disoluciones tamponadas 

Tampón de unión 

Tampón carbonato/bicarbonato 0.05 M pH 9.6.  

Tampón fosfato 0.2 M pH 7.0. 

 

Tampón de bloqueo 

Tampón carbonato/bicarbonato 0.05 M con un 3% de leche en polvo. 

 

Tampón de lavado: PBS-T 

Tampón fosfato salino (PBS) con un 0.05% v/v de Tween 20. Se utilizó un PBS 0.15 M pH 7.2 

compuesto de las sales NaCl, KH2PO4, NaHPO4, KCl, disueltas en agua milli-Q. 

 

Tampón de lavado CovaBuffer 

Compuesto de tampón PBS 0.15 M pH 7.2 al que se le han añadido NaCl  2 M y MgSO4·7H2O 40 

mM. 

 

Tampón de dilución de las muestras y conjugado enzimático 

El tampón de dilución de las muestras y del conjugado enzimático está compuesto por tampón PBS-T 

con un 3% de leche en polvo. 

  

Tampón de dilución del sustrato enzimático 

Tampón citrato-fosfato 0.1 M a pH 5.0. Compuesto por ácido cítrico monohidratado y Na2HPO4.  
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Disolución de cromógeno y sustrato 

Al tampón citrato-fosfato se le añadió un 4% de cromógeno, dihidrocloruro de orto-fenilendiamina 

(OPD), y justo antes de su utilización, se le añadió el sustrato, 4% de peróxido de hidrógeno (H2O2).  

 

8.2 Sueros 

Se estudió un primer panel de 100 sueros procedentes de pacientes diagnosticados de 

hepatitis crónica, proporcionados por el Servicio de Inmunología del Hospital Clínico de Barcelona. El 

segundo panel de sueros estudiado estaba constituido también por 100 sueros de pacientes 

sometidos a tratamientos de hemodiálisis. Parte de estos sueros fueron cedidos por el Instituto de 

Hemodiálisis de Barcelona y parte se obtuvieron del Servicio de Inmunología del Hospital Clínico de 

Barcelona. 35 sueros de cada panel fueron testados por el test comercial anti-HGVenv de los 

laboratorios Roche Diagnostics GmbH. Este test, que ya no se encuentra disponible en el mercado, 

estaba basado en la proteína de envoltura E2 recombinante.  

Para determinar el punto de corte o cut-off a partir del cual se consideraron positivas las 

muestras, se analizaron 80 sueros procedentes de donantes voluntarios sanos.  

También se analizó la presencia de anticuerpos anti-GBV-C/HGV en un panel de sueros 

infectados con el virus HIV. En total se estudiaron 164 sueros procedentes del Servicio de 

microbiología del Hospital de Bellvitge. Del mismo hospital procedían las 46 muestras de donantes 

voluntarios que se utilizaron como controles negativos en el mismo estudio. 

 

8.3 Protocolo de ELISA no competitivo 

8.3.1  Unión de los péptidos a las microplacas de microensayo 

8.3.1.1 Unión a través de los grupos amino del péptido. Microplacas Covalink NH 

Para unir los péptidos a la superficie de la placa Covalink NH a través de sus grupos amino, 

debe activarse previamente la placa antes de añadir la disolución de péptido. Se preparó una 

disolución de 16 mg ml-1 de cloruro de cianurilo en acetona. Esta disolución es estable durante una 

semana. A esta disolución se le añadieron 15 ml de tampón fosfato 0.2 M. Esta disolución es muy 

inestable y debe utilizarse dentro de los cinco minutos posteriores a su preparación. Se añadieron 

100 µl de esta disolución en cada pocillo y se incubaron las placas durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Transcurrido el tiempo, se lavaron las placas tres veces con tampón fosfato. La disolución 
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madre de péptido se diluyó en tampón carbonato/bicarbonato 0.05 M pH 9.6 hasta las 

concentraciones deseadas, 5, 10 y 20 µg ml-1. Se añadieron 100 µl de la disolución de péptido a cada 

pocillo y se incubaron las placas toda la noche a temperatura ambiente en un agitador orbital. 

Terminada la incubación, se hicieron tres lavados de 5 minutos cada uno con tampón CovaBuffer. 

 

8.3.1.2 Unión a través de los grupos carboxilo del péptido. Microplacas Covalink NH 

En este caso, para unir el péptido a la microplaca, deben activarse los grupos carboxilo del 

péptido. Éstos pueden ser tanto el grupo carboxilo C-terminal como los grupos carboxílicos de las 

cadenas laterales de los residuos de ácido aspártico o glutámico. Mediante este método se consigue 

establecer un enlace amida entre el grupo ácido y la amina secundaria de la superficie de la placa. 

Para llevar a cabo la reacción se empleó una carbodiimida soluble en agua (EDC) para activar el 

grupo carboxílico en presencia de sulfo-N-hidroxisuccinimida (sulfo-NHS). La sulfo-NHS evita la 

pérdida de péptido activado por hidrólisis. La disolución acuosa de EDC debe ser preparada 

recientemente para evitar la hidrólisis de la carbodiimida.  

A partir de la disolución madre, se prepararon las diluciones de péptido el doble de 

concentradas de las deseadas para ensayar: 10, 20 y 40 µg·ml-1. En cada pocillo se añadieron 100 µl 

de la disolución diluida de péptido, 50 µl de una disolución acuosa de sulfo-NHS 0.8 mM y, 

finalmente, 50 µl de una disolución acuosa de EDC 6.4 mM. Las placas se incubaron durante toda la 

noche a temperatura ambiente en un agitador orbital. Una vez terminado el periodo de incubación se 

lavaron las microplacas tres veces con tampón de lavado CovaBuffer. 

 

8.3.1.3 Unión a través de los grupos amino del péptido. Microplacas DNA-Bind 

En la unión de los péptidos a las microplacas Costar intervienen los grupos amino primarios 

de los péptidos. A partir de una disolución madre de péptido de 1 mg·ml-1 se prepararon las diluciones 

en el tampón de unión. Los péptidos se diluyeron hasta concentraciones de 5 y 10 µg·ml-1. Se 

añadieron 100 µl de la disolución de péptido en cada pocillo. En los pocillos control que no contenían 

péptido se añadieron 100 µl de tapón bloqueo. Las microplacas se incubaron tapadas toda la noche 

(aproximadamente 16 horas) a 4ºC. Transcurrido este tiempo se vaciaron los pocillos antes de llevar 

a cabo el bloqueo. 
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8.3.2  Bloqueo de los lugares no saturados 

Para evitar que moléculas no específicas se unan a la fase sólida es recomendable añadir 

alguna proteína irrelevante que se una a la fase sólida en lugares donde los componentes del sistema 

de detección podrían unirse inespecíficamente. La vía más sencilla para conseguir la inactivación es 

añadir a los pocillos una gran concentración de moléculas que contengan grupos amino reactivos, e 

incubar. Existen distintas disoluciones que pueden funcionar como agentes bloqueantes, y entre las 

más utilizadas están la caseína presente en la leche o la albúmina bovina sérica diluidas en una 

disolución tampón de pH básico.  

Para bloquear los posibles lugares activos se añadieron 300 µl de tampón bloqueo en cada 

pocillo de la microplaca. Éstas se incubaron durante una hora a temperatura ambiente dentro de una 

cámara húmeda. Transcurrido el tiempo se vaciaron los pocillos. 

 

8.3.3 Reacción con el inmunoreactivo soluble 

Los sueros se diluyeron 50 y 100 veces en tampón PBS-T con un 3% de leche en polvo. Se 

añadieron 100 µl en cada pocillo. Se incubaron las microplacas durante dos horas a temperatura 

ambiente dentro de una cámara húmeda.  

 

8.3.4 Lavados 

Después de cada etapa del ensayo de ELISA se realizó un proceso de lavado de la 

miroplaca, con la finalidad de detener la reacción que está teniendo lugar a la vez que se eliminan los 

reactivos que no han intervenido en la reacción. Estos lavados se realizaron seis veces con tampón 

PBS-T.  

 

8.3.5 Reacción con el conjugado enzimático 

Este conjugado consta de dos partes unidas covalentemente: una de ella inmunoreactiva, por 

donde se fijará a la sustancia problema; y otra de ellas enzimática, que, mediante su actividad para 

degradar el sustrato, facilitará la visualización de la reacción que ha tenido lugar en la fase sólida. Los 

enzimas más comúnmente utilizados en ELISA son la peroxidasa de rábano picante (HRP, del inglés 

horseradish peroxidase), la fosfatasa alcalina y la �-galactosidasa. 

En todos los ensayos de ELISA realizados en este trabajo, se empleó como anticuerpo de 

detección una anti-inmunoglobulina G (anti-IgG) humana de conejo conjugada a peroxidasa. Se 
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diluyó la anti-IgG 1000 veces en tampón PBS-T con un 3% de leche en polvo y se añadieron 100 µl 

en cada pocillo. Se incubaron las microplacas durante 1 hora a temperatura ambiente en una cámara 

húmeda. Transcurrido este tiempo se realizó una etapa de lavado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.1.    Esquema en el que se representan las diferentes etapas del ensayo de  ELISA indirecto.  

 

 
 

8.3.6 Adición del sustrato enzimático 

Para visualizar la reacción antígeno-anticuerpo, se añade un sustrato que en presencia del 

enzima se hidrolizará y dará lugar a un producto coloreado. El color se podrá valorar con un lector de 

microplacas de ELISA. 

En este caso, la peroxidasa de rábano, cataliza la reacción de la reducción del peróxido de 

hidrógeno con la consiguiente oxidación de un cromógeno. Los cromógenos más empleados para la 

HRP son el dihidrocloruro de orto-fenilendiamina (OPD), la tetrametilbencidina, el ácido 5-

aminosalicílico y el ácido 2,2’-acino-di(3-etil)benzotiazolin sulfónico. Una vez aparecido el color, se 

detendrá la reacción enzimática añadiendo ácido sulfúrico diluido.   

Se añadieron 100 µl de la disolución de sustrato y cromógeno en cada pocillo. Se incubaron 

las microplacas durante 30 minutos en la oscuridad. Transcurrido este tiempo, se detuvo la reacción 

1)    Unión péptido 
2)    Bloqueo 
3)    Adición sueros 
4)    Adición anti-IgG 
5)    Adición sustrato  
        y aparición de color 

1)                                                        2)                                                      3) 

4)                                                        5)                                      
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enzimática añadiendo 50 µl de ácido sulfúrico 2N a cada pocillo. Posteriormente se procedió a la 

lectura de la microplaca en un lector espectrofotométrico a 492 nm. En este ensayo no competitivo la 

cantidad de color es proporcional a la concentración de anticuerpo de la muestra problema.  

 

8.3.7 Protocolo de ELISA para el análisis de las muestras de suero infectadas por HIV 

El protocolo del ensayo de ELISA utilizado para el análisis de los sueros infectados por HIV 

fue similar al que se ha descrito, únicamente se variaron dos de los tampones empleados. Como 

tampón de bloqueo se utilizó una disolución de carbonato/bicarbonato 0.05 M al que se le añadió un 

2% de BSA en lugar de utilizar la leche en polvo. Por otro lado, el tampón de dilución de las muestras 

y del conjugado enzimático también fue distinto en este caso. En lugar de utilizar el tampón PBS-T-

leche, se utilizó tampón RIA compuesto por NaCl 350 mM, TRIS 10 mM, 1% BSA, 0.5% deoxicolato 

sódico, 0.1% dodecilsulfato sódico y un 1% Tritón X-100, disuelto en agua milli-Q. Para la dilución de 

las muestras de suero, el tampón RIA se suplementó con un 10% de suero bovino fetal.  

 

8.4 Control de los ensayos 

Con la finalidad de asegurar la validez de los experimentos, en cada microplaca se incluyeron 

pocillos control. En unos pocillos se incluyeron todos los reactivos excepto las muestras de suero 

para poder evaluar la absorbancia residual producida por los reactivos. En otros pocillos se incluyeron 

todos los reactivos a excepción de los péptidos para poder evaluar así las reacciones no específicas 

entre las proteínas de la leche de vaca y los sueros analizados. También se incluyeron en las 

microplacas un suero con reactividad positiva frente a los péptidos (control positivo) y suero que no 

presentara ningún tipo de reactividad frente a los péptidos (control negativo). Y por último, a modo de 

control negativo, todas las microplacas contenían un péptido irrelevante para el virus GBV-C/HGV 

para poder controlar así la especificad de las interacciones péptido-anticuerpo. Todas las medidas se 

realizaron por duplicado. 

 

8.5  Estimación del punto de corte 

El valor del punto de corte (cut-off, CO) para cada uno de los péptidos que permitió diferenciar 

un suero negativo de uno positivo se estableció como el promedio de los valores de absorbancia de 

los sueros procedentes de donantes voluntarios más dos desviaciones estándar. Sueros con señales 

de absorbancia por encima de este valor fueron considerados positivos. En las gráficas se muestra el 

valor de absorbancia dividido entre el valor del punto de corte para poder comparar mejor los 
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resultados. Los sueros se consideraron positivos cuando el valor resultante de dividir la absorbancia 

entre el punto de corte fue igual o mayor que 1.  

 

8.6 Tratamiento estadístico de los datos  

Las reactividades de cada construcción peptídica con los diferentes paneles de sueros así 

como las reactividades de los péptidos obtenidas empleando las diferentes estrategias de unión de 

los péptidos a las placas de microensayo fueron comparadas empleando el test t. Para los cálculos se 

empleó el software Prism 4.0. Valores de probabilidad menores a 0.05 se consideraron 

estadísticamente significativos. 

Para elaborar curvas ROC, se empleó el software MedCalc® v 8.0. El programa permite el 

cálculo del área bajo la curva (AUC) que es el parámetro más utilizado como indicador de rendimiento 

diagnóstico. El mismo software permite realizar la comparación de las áreas de distintas curvas ROC. 

Comparar el área bajo la curva ROC obtenida para cada péptido puede ayudar a seleccionar cual de 

los péptidos estudiados es el más preciso y exacto para el diagnóstico de la infección por el virus 

GBV-C/HGV. Cuanto mayor sea al área bajo la curva, mayor utilidad diagnóstica del péptido, además 

es conveniente que las diferencias entre las áreas sean estadísticamente significativas. Si el péptido 

es completamente indiscriminativo, la curva coincidirá con una línea recta que se corresponderá con 

una sensibilidad y una especificidad del 50%. Una prueba diagnóstica perfecta tendría un área bajo la 

curva de 1. Pruebas muy precisas tienen valores de área mayores que 0.9 y las moderadamente 

precisas valores de área entre 0.7-0.9. 

 

8.7 Protocolo de ELISA indirecto para el análisis de las muestras de suero de ratón 

8.7.1  Adsorción de los péptidos a las microplacas 

Los lipopéptidos se diluyeron hasta concentraciones de 10 µg·ml-1 en tampón 

carbonato/bicarbonato 0.05 M pH 9.6 con un 1% de DMSO para facilitar la disolución. Como control 

negativo se utilizó ácido palmítico diluido en las mismas condiciones. Se añadieron 100 µl de la 

disolución de lipopéptido y ácido palmítico en los pocillos. Se utilizaron placas de microensayo 

Maxisorp® F de 96 pocillos. Las microplacas se incubaron tapadas toda la noche (aproximadamente 

16 horas) a temperatura ambiente en el interior de una cámara húmeda. Transcurrido este tiempo se 

vaciaron los pocillos y se lavaron con tampón PBS pH 7.2 tres veces.  

 

 



Materiales y métodos 
 

216 

8.7.2 Bloqueo de los lugares no saturados 

Para bloquear los posibles lugares activos se añadieron 300 µl de tampón bloqueo en cada 

pocillo de la microplaca. Las placas se incubaron durante una hora a temperatura ambiente dentro de 

una cámara húmeda. Transcurrido el tiempo se vaciaron los pocillos y se lavaron las placas tres 

veces con tampón de lavado (PBS-T). 

 

8.7.3 Reacción con el inmunoreactivo soluble 

Los sueros de los ratones se diluyeron 100 y 200 veces en tampón PBS-T con un 3% de 

leche en polvo. Se añadieron 100 µl en cada pocillo. Se incubaron las microplacas durante dos horas 

a temperatura ambiente dentro de una cámara húmeda. Transcurrido este tiempo se lavaron las 

microplacas tres veces con tampón de lavado. 

 

8.7.4 Reacción con el conjugado enzimático 

En todos los ensayos de ELISA realizados con sueros de ratón, se empleó como anticuerpo 

de detección una anti-inmunoglobulina G (anti-IgG) de ratón procedente de cabra y conjugada a 

peroxidasa (Caltag). Se diluyó la anti-IgG 1000 veces en tampón PBS-T con un 3% de leche en polvo 

y se añadieron 100 µl en cada pocillo. Se incubaron las microplacas durante 1 hora a temperatura 

ambiente en una cámara húmeda. Transcurrido este tiempo se realizaron tres lavados con tampón de 

lavado. 

 

8.7.5 Adición del sustrato enzimático 

Como ya se ha comentado en el apartado 8.3.6 de esta memoria, la peroxidasa de rábano, 

cataliza la reacción de la reducción del peróxido de hidrógeno con la consiguiente oxidación de un 

cromógeno. Se añadieron 100 µl de la disolución de sustrato y cromógeno en cada pocillo. Se 

incubaron las placas durante 30 minutos en la oscuridad. Transcurrido este tiempo, se detuvo la 

reacción enzimática añadiendo 50 µl de ácido sulfúrico 2N a cada pocillo. Posteriormente se procedió 

a la lectura de la microplaca en un lector espectrofotométrico a 492 nm. En este ensayo no 

competitivo la cantidad de color es proporcional a la concentración de anticuerpo de la muestra 

problema.  
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9 Dicroísmo circular y espectroscopia de infrarrojo por la transformada de Fourier 

9.1 Instrumentación  

Las medidas dicroísmo circular se realizaron en un espectropolarímetro Jasco 810 equipado 

con un Peltier que permite mantener las cubetas termostatizadas. Se emplearon cubetas de cuarzo 

de 1 mm de paso óptico y 300 µl de volumen. (Hellma). 

Para las medidas de espectroscopia de infrarrojo se utilizó un espectrómetro de infrarrojo por 

la transformada de Fourier Bomen MB-120. Se utilizaron celdas de fluoruro de calcio.  

 

9.2 Dicroísmo circular 

9.2.1 Condiciones experimentales  

Para todas las medidas de CD se mantuvieron constantes los siguientes parámetros:  

 

Temperatura 5ºC 

Ancho de banda 1.0 nm 

Tiempo de respuesta 4 s 

Rango de longitud de onda 190-260 nm 

Resolución  0.2 nm 

Velocidad de barrido 10 nm min-1 

Número de acumulaciones 3 

 
 
 

9.2.2 Preparación de las muestras 

Los péptidos, con una pureza superior al 95%, se disolvieron en agua milli-Q. La 

concentración exacta de cada péptido se determinó espectrofotométricamente a 280 nm utilizando los 

coeficientes de extinción molar de los aminoácidos aromáticos y aplicando la ley de Lambert-Beer. En 

el caso del péptido NS4b(8-22), que no contiene ningún aminoácido aromático, la concentración se 

determinó por análisis de aminoácidos. Las disoluciones madre de los péptidos fueron diluidas justo 

antes de realizar las medidas en tampón Hepes 5 mM pH 7.4 hasta tener concentraciones 

comprendidas en un rango entre 30 y 60 µM, que fueron las utilizadas en los análisis de CD. 
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Para los análisis de las muestras en presencia de agentes estructurantes, TFE y HFIP, la 

disolución madre de péptido se diluyó en el volumen requerido de tampón HEPES y alcohol 

halogenado para obtener porcentajes de TFE ó HFIP de 25, 50 y 75%. 

Con la finalidad de eliminar el ruido de fondo, antes de cada análisis se realizó un blanco, 

compuesto por las mismas proporciones de disolvente que la muestra a estudiar pero sin el péptido, 

que se restó al espectro obtenido de la muestra. 

 

9.2.3 Procesado de los espectros 

El equipo de espectroscopia Jasco-810 está controlado por el software Spectra Manager™. 

Este software, además de controlar la adquisición de los espectros, permite realizar el suavizado, 

sustraer la línea de base, etc. Todos los resultados están expresados en términos de elipticidad molar 

(θ, mdeg cm2 dmol-1). 

Se cuantificó el porcentaje de estructura secundaria (α-hélice, lámina β, giro β y “random coil” 

o estructura desordenada) utilizando programas informáticos de deconvolución (Contin y K2D) a 

través del servidor Dichroweb [230]. Además, se calculó la elipticidad empleando los formalismos de 

Yang [160]. 

 

9.3 Espectroscopia de de infrarrojo 

9.3.1 Condiciones experimentales  

Para las medidas de FT-IR se utilizaron celdas de CaF2 separadas por un espaciador de 100 

µm. Para cada muestra se realizaron 50 escaneados y se trabajó con una resolución de 4 cm-1.  

 

9.3.2 Preparación de las muestras 

Los péptidos se disolvieron en D2O hasta obtener la concentración de 1.3 mM, que fue la 

empleada en los análisis. Para los análisis en presencia de agente estructural la dilución de péptido 

se mezcló con el volumen requerido de agente estructurante para obtener porcentajes de alcohol 

halogenado de 25, 50 y 75%. A cada espectro obtenido se le restó el espectro de referencia 

correspondiente obtenido al medir una disolución igual a la muestra pero sin péptido. 
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9.3.3 Procesado de los espectros 

Los datos obtenidos fueron procesados utilizando el programa PeakFit versión 4 (AISN 

Software Inc.).  

La asignación de las señales se llevó a cabo utilizando los datos de absorbancia 

correspondientes a la zona comprendida entre 1600 y 1700 cm-1. En primer lugar se suavizaron los 

espectros mediante una función de filtrado de ruido tipo Savitzky-Golay. El análisis de la segunda y la 

cuarta derivada de la curva muestran los valores máximos de las componentes individuales de la 

curva. 

Tras aplicar una corrección de la línea base tipo lineal D2, se fijan los valores de cada 

componente según los valores máximos obtenidos mediante el análisis de la segunda derivada 

(utilizando los valores obtenidos con la cuarta derivada para corroborar éstos). El tipo de curva 

utilizado para las componentes es de tipo Gaussiano. Los restantes parámetros se calculan 

automáticamente mediante sucesivas iteraciones del programa utilizando el método del mínimo 

cuadrado. Una vez alcanzada una solución adecuada (el sistema converge al obtener un resultado 

gráfico correcto, con valores de r2
�0.99) se elimina la restricción impuesta sobre los valores centrales 

de las componentes y se itera nuevamente hasta converger, siendo éste el resultado final (se da el 

resultado como válido si los valores de las componentes son iguales a los estimados previamente ±2 

cm-1) [167]. 

 

10.  Tecnología de resonancia del plasmón de superficie 

10.1 Instrumentación 

 Los análisis de las interacciones bioespecíficas en tiempo real basados en la resonancia del 

plasmón de superficie se realizaron en dos modelos de instrumentos BIAcore. Los ensayos en los 

que se emplearon los chips sensores HPA para estudiar la capacidad inmunogénica de los 

lipopéptidos sintetizados (Capítulo 5) se realizaron en un instrumento BIAcore 1000. Los ensayos 

en los que los péptidos seleccionados se unieron covalentemente a los chips CM5 para analizar su 

capacidad para reconocer anticuerpos anti-GBV-C/HGV presentes en muestras de sueros humanos 

se llevaron a cabo tanto en un instrumento BIAcore 1000 como en un BIAcore T100. Las 

unidades de proceso para ambos instrumentos son las mismas y se detallan a continuación: 

- El chip sensor, extraíble.  

- Dos bombas dispensadoras de líquidos, una de ellas para mantener el flujo constante de 

tampón sobre el chip y la otra para transferir, diluir, mezclar e inyectar las muestras.  

- Un inyector de muestras, para inyecciones pre-programadas incluyendo mezclado e 

inyección a la unidad de detección así como la recuperación de la muestra.  
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- Un cartucho integrado de microfluidos. Éste consiste en una serie de canales y válvulas 

neumáticas encastadas en un estuche de plástico, y sirve como control de la dispensación 

de líquidos sobre la superficie del chip sensor. Las muestras se inyectan desde el inyector al 

cartucho de microfluidos, conectado directamente sobre las celdas de flujo del chip.  

- Una unidad de detección, que incluye los componentes ópticos y electrónicos para la 

detección de la señal de resonancia en el plasmón de superficie.  

- Cuatro celdas de flujo, formadas por la presión del cartucho de microfluidos sobre el chip 

sensor.  

- Microprocesadores para controlar las bombas, el inyector y las válvulas del cartucho de 

microfluidos, así como para procesar la señal de SPR. 

 

El chip se inserta en la unidad de detección y encaja en el instrumento formando uno de los 

lados de la celda de flujo del detector. El cartucho de microfluidos está conectado al inyector a través 

de un bloque conector. Este bloque consta de un puerto de inyección para cargar las muestras y un 

puerto para la recuperación de éstas. Los microprocesadores se controlan desde un software de 

control.  

La diferencia más destacable entre los instrumentos BIAcore 1000 y BIAcore T100 en 

cuanto al análisis de las muestras, es que éste último permite que con una única inyección, la 

muestra circule de manera secuencial por las cuatro celdas que se forman en el chip sensor, mientras 

que debido a la posición de éstos en el BIAcore 1000, ésta opción no es posible y se debe inyectar 

la muestra cuatro veces, lo que conlleva que se consuma un volumen cuatro veces superior de la  

muestra a analizar. 

 
 
 

Figura 10.1 Configuración del detector de resonancia de plasmón superficial, chip sensor y la unidad de microfluido 
en el sistema BIAcore. 
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10.1.1 Chips sensores 

El chip sensor se inserta en el instrumento con su superficie biosensora en contacto con las 

celdas de flujo. La superficie biosensora está compuesta por tres láminas: una de vidrio, otra de oro y 

una lámina que queda expuesta cuya composición varía dependiendo del tipo de chip. La lámina de 

oro queda en contacto con el prisma de vidrio siendo iluminada por la luz polarizada. El chip se 

encuentra unido a un soporte de poliestireno y protegido dentro de una vaina de plástico que se retira 

al ser insertado en el instrumento. En este proyecto se han llevado a cabo experimentos con dos tipos 

distintos de chips. 

- Chip sensor CM5. La lámina de oro en estos chips está recubierta por dextrano 

carboximetilado sobre el que se pueden unir biomoléculas de forma covalente mediante 

distintos métodos químicos. El enlace más ampliamente utilizado es la formación de un 

enlace amida entre los grupos carboxilo de la superficie del chip y los grupos amina de la 

molécula a inmovilizar. Otros métodos de unión no tan extensamente utilizados son la unión  

mediante grupos tiol o aldehído.  

 

- Chip sensor HPA. En este chip la lámina de oro se encuentra recubierta por moléculas de 

alcano tiol de cadena larga, lo que convierte la superficie del chip en una superficie muy 

hidrófoba de manera que se facilita la adsorción de monocapas de lípidos para el análisis de 

interacciones en las que se ven envueltas los lípidos.  

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10.2. Ilustración de la superficie de los chips sensores CM5 y HPA. 
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Un chip sensor puede utilizarse para varias medidas, normalmente entre 50 y 100 ciclos 

dependiendo de las propiedades del ligando inmovilizado y de las condiciones de regeneración, y 

puede permanecer en la unidad de proceso más de una semana. Una vez retirado, puede volver a 

insertarse posteriormente para realizar otros experimentos. 

 

10.2 Unión covalente de los péptidos al chip sensor CM5. Formación de enlaces amida 

10.2.1 Preparación de las muestras 

Como tampón de flujo del sistema se utilizó HBS-EP cuya composición es Hepes 10 mM, pH 

7.4, NaCl 150 mM, EDTA 3.4 mM y 0.05% de surfactante P20.  

Los péptidos se diluyeron en una disolución 10 mM de acetato sódico. El pH de esta 

disolución varió dependiendo del punto isoeléctrico del péptido a inmovilizar. Para favorecer la unión, 

la matriz debe estar cargada negativamente, mientras que el péptido debe tener carga positiva, de 

este modo, se facilita la atracción electrostática para que pueda darse la unión. Para que esto suceda 

es recomendable trabajar con disoluciones que tengan un pH por debajo del punto isoeléctrico (pI) de 

la molécula que se desea unir. Puede hacerse una estimación preliminar si se conoce el punto 

isoeléctrico de la molécula a inmovilizar, según la siguiente regla:  

- moléculas con un pI>7 → trabajar con disoluciones de pH 6. 

- moléculas con un pI 5.5-7 trabajar con disoluciones de pH 1-2 unidades por debajo del pI. 

- moléculas con pI 3.5-5.5 trabajar con disoluciones de pH 0.5 unidades por debajo del pI.  

 

Los reactivos utilizados para activar los grupos carboxilos de la matriz de dextrano fueron N-

hidroxisuccinimida (NHS) 0.05 M en agua y clorhidrato de N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida 

(EDC) 0.2 M en agua.  

Para desactivar los grupos carboxilo que no habían reaccionado con los grupos amina del 

péptido, se empleó una disolución de etanolamina 1M de pH 8.5. Todos estos reactivos fueron 

adquiridos en BIAcore. 

Se utilizó NaOH 100 mM como disolución regeneradora después de cada ciclo de análisis de 

una muestra de suero.  

Todas las disoluciones utilizadas en BIAcore fueron filtradas a través de filtros de 0.22 micras 

y desgasadas. Todos los experimentos se realizaron a 25ºC. 
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10.2.2 Protocolo de unión 

Para que la inmovilización del péptido sobre la superficie del chip fuera óptima, antes de activar la 

superficie sensora, se realizaron estudios de preconcentración a distintas concentraciones de péptido 

diluido en disoluciones de acetato sódico con distintos pH. Las condiciones en que la unión 

electrostática dio mejores niveles de unión fueron las que se emplearon posteriormente en la 

inmovilización.  

En todos los chips, uno de los canales se utilizó como canal control. En este canal, se 

realizaron las operaciones de activación y desactivación de la matriz, pero no se hizo circular ningún 

péptido. 

 
Tabla 10.1. Protocolo seguido para inmovilizar los péptidos en los chips sensores CM5. 

 

etapa operación reactivos 

0 estudios preconcentración 
péptido a distintas concentraciones 

y a distintos pH 

 inmovilización del péptido en el chip CM5 

1 activación superficie NHS 0.05 M: EDC 0.2 M 1:1 

2 unión del péptido  
péptido a concentración y pH 

óptimos 

3 desactivación superficie etanolamina 1M 

4 eliminación restos de reactivos no unidos NaOH 100 mM 

  
 
 
10.2.3  Análisis de los sueros 

Las muestras de suero que se analizaron empleando la SPR fueron las mismas que las 

utilizadas en ELISA. Tanto las características de los sueros como su procedencia están detalladas en 

el apartado 8.2 de esta memoria.  

Para diluir las muestras de suero se utilizó el tampón HBS-EP, que es el tampón de flujo del 

sistema, al que se añadió un 0.1% de carboximetildextrano. Las diluciones de suero estudiadas 

fueron de 1/50, 1/100 y 1/200. El tiempo de contacto de la muestra de suero con el péptido fue de 20 

minutos a un flujo de 10 µl min-1.  

La señal de resonancia (respuesta absoluta en RU) se registró continuamente durante la 

circulación de la muestra. Posteriormente, a cada muestra se le restó la señal obtenida por ella al 

circular sobre el canal control (activado y desactivado). Una vez restadas las curvas, la diferencia 

entre las señales ópticas medidas antes y después de la inyección del suero se relacionó con la 

cantidad de anticuerpos anti-GBV-C/HGV unidos al péptido inmovilizado en la matriz. 
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10.3 Adsorción de los lipopéptidos al chip sensor HPA 

En este caso, el protocolo de trabajo fue distinto al utilizado cuando se trabajó con los chips 

CM5. En los HPA, solo se pueden adsorber moléculas a la superficie que son fácilmente eliminadas 

con unos lavados. En cada análisis se preparó la superficie del chip “de novo” y ésta se eliminó una 

vez analizado el suero. 

En primer lugar, se debe preparar la monocapa de la molécula que se utiliza como antígeno, 

en este caso los lipopéptidos. Seguidamente, se inyecta la muestra a analizar, en este caso los 

sueros, debidamente diluidos. Una vez finalizada la inyección de ambas disoluciones, debe limpiarse 

la superficie del chip, con la finalidad de eliminar, tanto el suero, como la monocapa de lipopéptido, y 

dejar la superficie del chip limpia y lista para el siguiente análisis. 

 

10.3.1  Preparación de las muestras 

Como tampón de flujo del sistema se utilizó tampón fosfato 20 mM. Para trabajar 

correctamente con estas superficies hidrófobas es muy importante trabajar con muestras y 

disoluciones que no contengan ningún resto de detergente, ya que la presencia de éste dificultaría la 

adsorción de las moléculas lipídicas a la superficie del chip sensor. Antes de iniciar un ciclo de 

análisis, ésta se limpió inyectando una disolución de n-octil-�-D-glucopiranósido 40 mM en agua. 

Tanto los lipopéptidos como los sueros se diluyeron en el tampón de flujo del sistema, tampón 

fosfato 20 mM. Para eliminar posibles multicapas de lipopéptido sobre la superficie del chip éstos se 

lavaron a flujos elevados con disoluciones de gran fuerza iónica, como el NaOH. La temperatura de 

trabajo fue en todos los experimentos de 25ºC.    

 

10.3.2 Formación de las monocapas 

Una vez insertado el chip dentro del sistema, se seleccionó un canal de trabajo sobre el que 

se hicieron circular 25 µl  de la disolución de n-octil-�-D-glucopiranósido 40 mM a un flujo constante 

de 5 µl min-1. A continuación, la inyección del lipopéptido se realizó a un flujo más bajo. Se inyectaron 

30 µl de la suspensión de lipopéptido a un flujo de 2 µl min-1. Para asegurar la correcta adsorción del 

lipopéptido en la superficie debía observarse un incremento en la señal de resonancia de entre 1000 

y 1500 RU. Con el fin de eliminar posibles multicapas de lipopéptido se inyectaron 30 µl de una 

disolución de NaOH 10 mM a un flujo de 50 µl.  
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Con la finalidad de comprobar que la superficie del chip estaba totalmente recubierta de 

lipopéptido y no quedaba superficie libre, se inyectaron 10 µl (a un flujo de 5 µl min-1) de una 

disolución de BSA 0.1 mg ml-1. En caso que la superficie del chip no estuviera totalmente cubierta de 

lipopéptido, la BSA se adsorbería fácilmente a ella, debido a su gran hidrofobicidad. Esta unión 

inespecífica de la BSA se traduce en un incremento en la señal de resonancia superior a 100 RU. Si 

por el contrario, el incremento es menor, nos indica una buena formación de la monocapa y que se 

puede proseguir con el análisis de la muestra.  

 

10.3.3  Análisis de los sueros 

Los sueros con los que se llevó a cabo el estudio en estos chips fueron los obtenidos de los 

ratones tras la inmunización con lipopéptidos. 

Para la inyección de las muestras el flujo de trabajo fue de 5 µl min-1. Las muestras de suero 

diluidas 1/200 o más en tampón fosfato se hicieron circular sobre la monocapa de lipopéptido. 

Antes de iniciar un nuevo ciclo de análisis se inyectaron 25 µl (5 µl min-1) de la disolución de 

n-octil-�-D-glucopiranósido 40 mM para asegurarse la correcta eliminación de la superficie del chip de 

lipopéptido como de sueros. 

 

 

11. Inmunización: producción de anticuerpos policlonales 

11.1  Protocolo de inmunización  

Para llevar a cabo este estudio se inmunizaron ratones hembra Balb/c. Se inmunizaron un 

total de veinte ratones, cuatro ratones con cada péptido a estudiar. La pauta de inmunización fue la 

misma para los cinco péptidos del estudio y está detallada en la Tabla 11.1. Se realizaron un total de 

seis inoculaciones de lipopéptido en intervalos de dos semanas. Se realizaron extracciones de 

muestras antes de empezar las inmunizaciones, una semana después de la tercera inoculación y 

finalmente, una semana después de la sexta inoculación.  

En cada inyección, se inocularon en la zona intraperitoneal, 100 µg de lipopéptido disuelto en 

50 µl de tampón PBS y 50 µl de adyuvante de Freund. Para la primera y cuarta inoculación se empleó 

el adyuvante completo de Freund (ACF) y para el resto de inyecciones el adyuvante incompleto de 

Freund (AIF). Estos adyuvantes son emulsiones A/O que tienen la propiedad de retardar la liberación 
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del antígeno además de aumentar la actividad de los macrófagos. El ACF, al contener micobacteria 

muerta tiene la capacidad de inducir coestimuladores en macrófagos. 

Tabla 11.1 Pauta de inmunización seguida en ratones Balb/c. ACF: adyuvante completo de Freund. AIF: 

Adyuvante incompleto de Freund.  

 

día descripción muestra inoculada 

0 extracción muestra (control pre-inmune)  

0 1ª inoculación 100 µg lipopéptido + 50 µl PBS + 50 µl ACF 

14 2ª inoculación 100 µg lipopéptido + 50 µl PBS + 50 µl AIF 

28 3ª inoculación 100 µg lipopéptido + 50 µl PBS + 50 µl AIF 

35 extracción muestra   

49 4ª inoculación 100 µg lipopéptido + 50 µl PBS + 50 µl ACF 

63 5ª inoculación 100 µg lipopéptido + 50 µl PBS + 50 µl AIF 

77 6ª inoculación 100 µg lipopéptido + 50 µl PBS + 50 µl AIF 

84 extracción muestra  

 
 

11.2 Obtención de las muestras de suero 

 Para la obtención de la muestra de sangre se realizó una punción intracardiaca y 

posteriormente el animal fue sacrificado. La muestra de sangre tras la tercera inmunización se obtuvo 

de uno de los cuatro ratones de cada grupo. Las muestras obtenidas después de la sexta 

inmunización de los tres ratones fueron mezcladas en el mismo tubo de manera que se trabajó con 

una mezcla de la sangre procedente de tres ratones.  

Para la obtención de los sueros, las muestras de sangre se centrifugaron durante 10 minutos 

(2 x 10 minutos) a 3000 rpm.  

Durante todo el periodo experimental los animales fueron manipulados siguiendo las guías 

internacionales establecidas para la experimentación con animales. 
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