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TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
  - Métodos experimentales: Obtención de la proteína de interés. 

E. coli: proteína recombinante 

Aislar proteína(s) desde el organismo original. 
Imposible producir de manera recombinante 
debido a complejidad, inestabilidad, necesidad 
de chaperonas desconocidas, etc. 

Sobre-expresión  Cultivo escala laboratorio (1 - 10 L). 

Depende de nivel de expresión bajo las condiciones de cultivo  
Cultivos escala laboratorio – planta piloto - industrial (1 - 1000 L). 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
  - Métodos experimentales: Obtención de la proteína de interés. 

Purificación de proteínas con TAGs  Purificación de proteínas sin TAGs  
400 L fermentador  1 kg de células 

50 mg proteína pura 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
  - Métodos experimentales: Cristalografía de rayos X (rX). 

Hanging drop 
Vapor difusion 

method 

Sitting drop 
Vapor difusion 

method 

Microdialysis 

Condiciones iniciales de la 
muestra para cristalizar  

 
Pureza > 95% 

Concentración 10 mg/mL 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
  - Métodos experimentales: Cristalografía de rayos X (rX). 

0.1 mm 

Crystal picking 

Loop 

Cristal 
contenido 
en la gota 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
  - Métodos experimentales: Cristalografía de rayos X (rX) 
 
    Difractómetro 

Fuente rX 

Cámara 

Detector 
tipo CCD 

Cooling 
(N2) 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
  - Métodos experimentales: Cristalografía de rayos X (rX) 
 
    Synchrotron 

ESRF, Grenoble (Francia) 

ALBA,  Barcelona (España) 

DIAMOND,  Oxfordshire (UK) 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
  - Métodos experimentales: Cristalografía de rayos X (rX) 
    Synchrotron 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
  - Métodos experimentales: Cristalografía de rayos X (rX) 
   Patrón de difracción: Ley de Bragg 

- La ley de Bragg (William Henry Bragg y William Lawrence 
Bragg, 1913) permite predecir las direcciones (ángulos) en 
las que la difracción de rayos X sobre la superficie de un 
cristal produce interferencias constructivas. 
 

- Cuando los rayos X alcanzan un átomo, interactúan con sus 
e- exteriores. Estos re-emiten la radiación EM incidente en 
diferentes direcciones y con la misma frecuencia (dispersión 
de Rayleigh o elástica). 
 
 
 
 
 
 
 

- Los rayos X re-emitidos desde átomos cercanos interfieren 
entre sí constructivamente (figura superior) o 
destructivamente (figura inferior), en función del ángulo de 
incidencia de los haces de rayos X, o de la distancia entre 
los planos (d). 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
  - Métodos experimentales: Cristalografía de rayos X (rX) 
   Patrón de difracción: Ley de Bragg 

- En un arreglo periódico de átomos, cuando rX paralelos inciden sobre 
el cristal, son reflejados/dispersados. 
 

- Si tenemos en cuenta dos haces de rX, podemos ver que el segundo 
haz tiene que recorrer una distancia extra denotada por los tramos FG 
y GH. 
 

- Teniendo en cuenta que la distancia entre los planos (d) es la 
hipotenusa de los triángulos FOG y HOG, y además θ es el ángulo 
con el que el haz de rX incide, esa distancia extra puede ser 
determinada por trigonometría: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

- Cuando esa distancia extra (FG+GH) sea un múltiplo de la longitud 
de onda (m.) de los rX usados en el experimento, se producirá 
interferencia constructiva: 
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n 2d sen    Ley de Bragg 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
  - Métodos experimentales: Cristalografía de rayos X (rX) 
   Patrón de difracción: Ley de Bragg 
 

En 3D… 
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 a, b y c son los parámetros de la celda unitaria. 
 h, k y l son los índices de Miller.  

 Rotando el 
cristal se obtiene 
información 3D 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
  - Métodos experimentales: Cristalografía de rayos X (rX) 
   Patrón de difracción: Ley de Bragg 
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TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
  - Métodos experimentales: Absorción de rayos X (XAS) 

- La espectroscopia de absorción de rayos X (XAS) es 
una técnica ampliamente utilizada en metaloenzimas 
para determinar la estructura local de un sitio 
metálico. 
 

- El experimento generalmente se realiza en un 
sincrotrón que puede proporcionar rayos X intensos 
con  sintonizable. 
 

- Las muestras tienen que ser soluciones de la proteína 
muy concentradas. 
 

- Los datos XAS se obtienen variando la energía del 
fotón (longitud de onda) utilizando un 
monocromador cristalino en un rango tal (0.1-100 
keV) que se pueden excitar los electrones del 
cercanos al núcleo (1s, 2s, 2p). 
 

- Los "edges" son nombrados de acuerdo a la capa 
(número cuántico principal n) de la cual se "arranca" 
el electrón, de acuerdo al modelo de Bohr. 
 

- n = 1, 2 y 3 corresponden a K, L y M, 
respectivamente. 



- Cuando rayos X inciden en una muestra, el campo eléctrico oscilante de la radiación electromagnética 
interactúa con los electrones unidos en un átomo. 
 

- La radiación se dispersará por los dipolos eléctricos de los electrones en la muestra, o se absorberá para 
excitar los electrones presentes en la muestra. 
 

- Un haz de rayos X monocromático paralelo estrecho de intensidad I0 que pasa a través de una muestra 
de espesor X obtendrá una intensidad reducida I de acuerdo con la expresión: 
 
 

donde μ es el coeficiente de absorción lineal, y depende del tipo de 
átomo y la densidad ρ del material. 

TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
  - Métodos experimentales: Absorción de rayos X (XAS) 



- A ciertas energías donde la absorción aumenta drásticamente, se da un edge de absorción. 
 

- Cada edge se produce cuando la energía de los fotones incidentes es suficiente para provocar la excitación de un electrón 
central del átomo absorbente a un estado continuo, es decir, produce un fotoelectrón. 
 

- Cuando el fotoelectrón abandona el átomo absorbente, su onda es retro-dispersada (back-scattered) por átomos vecinos. 
 

- La figura de la derecha muestra el aumento repentino en la absorción de rayos X del edge de platino Pt-LIII en 
K2[Pt(CN)4] al aumentar la energía del fotón. 
 

- Los máximos y mínimos después del edge corresponden a la interferencia constructiva y destructiva entre la onda del 
fotoelectrón saliente y la onda retrodispersada. 

TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
  - Métodos experimentales: Absorción de rayos X (XAS) 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
- Métodos experimentales: Espectroscopía de absorción de rayos X (XAS) 

Hay 4 regiones principales que se encuentran en un espectro de XAS: 
 
1) Pre-edge (E < E0=energía de ionización). 

 
2) X-ray absorption near edge structure (XANES), donde la energía del haz de rayos X incidente es E = E0 ± 10 eV. 

 
3) Near edge x-ray absorption fine structure (NEXAFS), en la región entre 10 eV hasta 50 eV por encima del borde. 

 
4) Extended x-ray absorption fine structure (EXAFS), que comienza aproximadamente desde 50 eV y continúa hasta 

1000 eV por encima del edge. 

XANES 

NEXAFS 

EXAFS 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
- Métodos experimentales: Espectroscopía de absorción de rayos X (XAS) 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
- Métodos experimentales: Espectroscopía de RMN en biología estructural 

- La resonancia magnética nuclear (RMN, o NMR en 
inglés) es un fenómeno físico donde se miden las 
propiedades magnéticas de núcleos de átomos en un 
campo magnético. 
 

- Todos los núcleos que contienen números impares de 
nucleones tiene un momento magnético intrínseco. 
También los que contienen números pares de nucleones, 
pero la carga impar. 
 

- RMN funciona aplicando un campo magnético fuerte 
(cuanto más fuerte es el campo, mayor es la resolución) a 
una muestra y luego se mide cómo responde el sistema 
cuando este se irradia con ondas de radiofrecuencia. 

- La onda de radiofrecuencia es radiación electromagnética con una frecuencia apropiada que puede ser 
absorbida por un núcleo y cambiar su spin. 
 

- Actualmente, la espectroscopía de RMN y la cristalografía de rayos X son las únicas técnicas capaces de 
determinar las estructuras tridimensionales de las macromoléculas con resolución atómica. 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
- Métodos experimentales: Espectroscopía de RMN en biología estructural 

Espectrómetro de RMN del IBR-CONICET (Rosario) 
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- Métodos experimentales: Espectroscopía de RMN en biología estructural 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
- Métodos experimentales: Espectroscopía de RMN en biología estructural 

La cristalografía de rayos X y espectroscopía de RMN son complementarios: 
 

- RMN mide directamente 1H, 13C y 15N. 
 

- La RMN se puede aplicar a moléculas para las que no hay cristales. Se pueden obtener nuevas estructuras, que no están disponibles a 
través de cristalografía de rX. 
 

- La espectroscopía de RMN es una técnica poderosa para investigar la dinámica intramolecular en muchas escalas de tiempo, p. 
picosegundos a segundos. Además, para una caracterización de la dinámica interna de las estructuras biomacromoléculas 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
- Métodos experimentales: Espectroscopía de RMN en biología estructural 

 Preparación de la muestra 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
- Métodos experimentales: Cryo-EM (Microscopía Electrónica Criogénica) 

 
Jacques Dubochet, Joachim Frank and Richard Henderson  Nobel Prize 2017 

Cryo-electron microscopy of proteins such as this β-galactosidase enzyme has progressed 
from the low-resolution density map on the left to the atomic coordinates on the right. 

- La solución de proteína se enfría tan rápidamente que las moléculas de agua no 
tienen tiempo para cristalizar, formando un sólido amorfo que hace poco o ningún 
daño a la estructura de la muestra (un proceso conocido como vitrificación). 

- La muestra se analiza para determinar concentración, distribución y orientación de 
las partículas. 

- Luego se adquieren imágenes y las capas bidimensionales se extraen 
computacionalmente. 

- En el paso final, los datos son procesados por software (reconstrucción) 
produciendo modelos precisos y detallados en 3D de las estructuras biológicas (de 
escala sub-celular hasta molecular). 

Image Processing Freezing Method  First TEM on Protein 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
- Métodos experimentales: Cryo-EM (Microscopía Electrónica Criogénica) 

 
Equipamiento: Transmission Electron Microscopy  Cryo-EM 

- Los microscopios electrónicos de transmisión (TEM) usan un 
haz de electrones para examinar las estructuras de moléculas 
y materiales a escala atómica. 
 

- A medida que el rayo pasa a través de una muestra muy 
delgada, interactúa con las moléculas, que proyecta una 
imagen de la muestra en el detector (a menudo un charge-
coupled device, CCD). 
 

- Debido a que la longitud de onda de los electrones incidentes 
es mucho más corta (1 nm) que la de la luz visible (380-800 
nm), puede revelar detalles mucho más finos que la 
microscopía óptica de súper resolución (Premio Nobel de 
Química en 2014). 
 

- Las biomoléculas no son compatibles con las condiciones de 
alto vacío y los haces de electrones intensos utilizados en los 
TEM tradicionales  el agua que rodea las biomoléculas se 
evapora y los electrones de alta energía queman y destruyen 
las biomoléculas. 
 

- Cryo-EM utiliza muestras congeladas, haces de electrones 
menos intensos y sistemas procesamiento de imágenes más 
sofisticado para superar estos problemas. 

- Ventaja vs. cristalografía rX: Cryo-EM no requiere cristales, 
ve cómo las biomoléculas se mueven e interactúan mientras 
realizan sus funciones. 
 

- RMN también puede proporcionar estructuras muy detalladas 
y ver cambios conformacionales, pero está limitado a 
proteínas relativamente pequeñas. 
 

- Cryo-EM: Proteínas más grandes, receptores en membrana o 
complejos de varias biomoléculas en conjunto. 

Hay uno en la FIQ‐UNL (No es Cryo‐EM!!!) 
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- Métodos experimentales: Cryo-EM (Microscopía Electrónica Criogénica) 



TEMA 7: Técnicas para la determinación de la estructura de proteínas. 
- Métodos experimentales: Cryo-EM (Microscopía Electrónica Criogénica) 
Equipamiento: Cryo - Electron Microscopy 

The Zika virus 
Source: © Johan Jarnestad/The Royal 
Swedish Academy of Sciences 



CryoEM structure of type II 
secretion system secretin 
GspD in E.coli K12 
Author: Yan, Z. et al. 
DOI: 10.1038/nsmb.3350 
Taken on a FEI TITAN 
KRIOS at 3.04  resolution 

Life in the extremes: 
atomic structure of 
Sulfolobus Turreted 
Icosahedral Virus 
Author: Veesler, D. et al. 
DOI: 10.1073/pnas.1300
601110 
Taken on a FEI TITAN 
KRIOS at 4.5  
resolution 

Cryo-EM structure of 
Dengue virus serotype 3 at 
28 degrees C 
Author: Fibriansah, G. et al. 
DOI: 10.1038/ncomms7341 
Taken on a FEI TITAN 
KRIOS at 6.0  resolution 

Cryo-EM structure of the 
flagellar hook of 
Campylobacter jejuni 
Author: Matsunami, H. et al. 
DOI: 10.1038/ncomms13425 
Taken on a FEI TITAN 
KRIOS at 3.5  resolution 


