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Figura	  23.	  Método	  de	  difusión	  de	  vapor.	  Gota	  colgante	  y	  gota	  sentada.	  

Figura	   24.	   Esquema	   de	   la	   técnica	   de	  
microbatch.	  

La	   diferencia	   entre	   ambas	  modalidades	   es	   que	   con	   la	   gota	   colgante,	   ésta	   queda	  
sobre	   un	   cubreobjetos	   de	   vidrio	   siliconizado	   que	   se	   coloca	   invertido	   sobre	   el	  
pocillo,	  cuyo	  borde	  se	  encuentra	   impregnado	  de	  grasa	  de	  vacío	  y	  que	  contiene	   la	  
solución	  precipitante.	  Las	  placas	  utilizadas	  en	  esta	  técnica	  de	  cristalización	  suelen	  
ser	  comerciales	  del	  tipo	  Linbro	  de	  24	  pocillos	  (Jena	  Bioscience).	  

En	  el	  caso	  de	  la	  gota	  sentada,	  la	  gota	  se	  ubica	  sobre	  una	  elevación	  por	  encima	  del	  
nivel	  de	  la	  solución	  de	  cristalización,	  y	  las	  placas	  utilizadas	  contienen	  normalmente	  
96	  (microplacas)	  ó	  24	  pocillos	  (Jena	  Bioscience).	  

El	  tiempo	  necesario	  para	  alcanzar	  el	  equilibrio	  afecta	  de	  forma	  directa	  al	  resultado.	  
La	   formación	  de	  cristales,	  o	  de	  precipitados	  amorfos	  o	   cristalinos,	  depende	  de	   la	  
rapidez	  en	  alcanzar	  este	  equilibrio.	  

	  

• Microbatch	  	  

La	   técnica	   de	   cristalización	   bajo	   aceite	   o	  
microbatch	  (Chayen	  et	  al.,	  1992;	  Baldock	  et	  al.,	  
1996)	   consiste	   en	   mezclar	   volúmenes	   iguales	  
de	  proteína	  (normalmente	  1	  μL)	  y	  de	  condición	  
de	   cristalización,	   y	   recubrirlos	   de	   un	   aceite	  
especial	   que	   permite	   una	   evaporación	   muy	  
lenta	   del	   agua	   (Figura	   24).	   Esta	   técnica	   se	   ha	  
utilizado	   como	   forma	   de	   optimización	   de	   los	  
cristales	  en	  el	  caso	  de	  la	  proteína	  MltE.	  

Una	  de	  las	  ventajas	  que	  presenta	  esta	  técnica	  es	  que	  los	  volúmenes	  de	  condición	  de	  
cristalización	  y	  de	  aceite	  son	  muy	  pequeños,	  sin	  embargo,	  su	  desventaja	  es	  que	  el	  
proceso	   de	   evaporación	   es	   constante	   y	   no	   se	   alcanza	   nunca	   el	   equilibrio,	   como	  
ocurría	   en	   el	   caso	   de	   difusión	   de	   vapor,	   por	   lo	   que	   los	   cristales	   terminan	  
disolviéndose	  y	  desapareciendo.	  
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Figura	   25.	   Cristal	  montado	   en	   un	   lazo	  
de	  nylon.	  

2.1.5. CRISTALIZACIÓN	  DE	  COMPLEJOS	  PROTEÍNA-‐LIGANDO	  

La	   obtención	   de	   complejos	   proteína-‐ligando	   se	   lleva	   a	   cabo	   en	   Cristalografía	  
usando	   dos	   metodologías	   diferentes:	   por	   inmersión	   (soaking)	   o	   por	  
cocristalización	  (Hassell	  et	  al.,	  2007).	  

• Cocristalización:	   proteína	   y	   ligando	   se	   mezclan	   antes	   de	   realizar	   los	  
experimentos	   de	   cristalización,	   ya	   sea	   en	   el	   momento	   del	   propio	   ensayo	   de	  
cristalización	  o	   con	   incubación	  previa.	  De	  esta	   forma	   la	  proteína	   cristaliza	  en	  
presencia	  del	  ligando.	  	  

• Inmersión	  (soaking):	  un	  cristal	  de	  proteína	  nativa	  se	  sumerge	  en	  una	  solución	  
con	   ligando.	  Dicho	   ligando	  se	  difunde	  entre	   los	  canales	  de	  solvente	  del	  cristal	  
hasta	   formar	   el	   complejo	  proteína-‐ligando.	   Para	   ello	   es	  necesario	  que	   el	   sitio	  
activo	   sea	   accesible	   y	   que	   el	   empaquetamiento	   de	   los	   cristales	   no	   sea	   muy	  
denso,	  dejando	  acceso	  al	  ligando.	  Por	  lo	  tanto,	  este	  método	  sólo	  se	  utiliza	  en	  el	  
caso	   de	   ligandos	   de	   pequeño	   tamaño,	   que	   sean	   capaces	   de	   pasar	   entre	   los	  
canales	  de	  solvente.	  	  

Todos	   los	   complejos	   aquí	   presentados	   se	   obtuvieron	   a	   través	   del	   método	   de	  
inmersión.	  

	  

2.1.6. PREPARACIÓN	  FINAL	  DE	  LA	  MUESTRA	  CRISTALINA	  	  

Dada	  la	  frágil	  naturaleza	  de	  los	  cristales	  de	  proteína,	  antes	  de	  hacer	  incidir	  sobre	  
ellos	  un	  haz	  de	  rayos	  X	  es	  necesario	  protegerlos	  mediante	  enfriamiento.	  Para	  ello	  
se	   hace	   uso	   de	   un	   flujo	   continuado	   de	   N2	   seco	   a	   100	   K	   y	   de	   una	   solución	  
crioprotectora	  que	  modera	   los	  daños	  que	  provoca	   la	  radiación	  (Garman	  &	  Owen,	  
2006),	  permitiendo	  un	  mayor	   tiempo	  de	  vida	  del	   cristal	  y	  estabilizando	  regiones	  
de	  alta	  flexibilidad	  conformacional.	  	  

La	   elección	   del	   crioprotector	   es	   muy	  
importante	  para	  obtener	  un	  buen	  patrón	  de	  
difracción	   y	   depende	   de	   la	   naturaleza	   de	  
cada	  proteína	  (Alcorn	  &	  Juers,	  2010).	  Dado	  
el	  alto	  contenido	  en	  agua	  que	  hay	  en	  de	  los	  
cristales	   de	   proteína,	   ésta	   podría	   formar	  
hielo	   al	   congelarse,	   dañando	   el	   cristal	   y	  
mostrando	   los	   característicos	   anillos	   de	  
hielo	   en	   el	   espectro	   de	   difracción	   de	   la	  
proteína.	   El	   crioprotector	   actúa,	   pues,	   desplazando	   el	   agua	   no	   estructural	   del	  
cristal,	  evitando	  así	  la	  formación	  de	  cristales	  de	  hielo	  (Rubinson	  et	  al.,	  2000).	  Para	  
este	   fin,	   el	   cristal	   objeto	   de	   medida	   se	   sumerge	   en	   la	   disolución	   crioprotectora	  
durante	  unos	   segundos,	   se	   captura	   con	  un	   lazo	  de	  nylon	   (Figura	  25)	   y	  de	   forma	  
inmediata	   se	   coloca	   en	   la	   cabeza	   goniométrica	   del	   equipo	   de	   difracción,	   bajo	   un	  
flujo	  de	  N2	  seco	  a	  una	  temperatura	  de	  unos	  100	  K.	  
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Figura	  26.	  Ley	  de	  Bragg.	  

2.2. DIFRACCIÓN	  DE	  RAYOS	  X	  

La	   difracción	   de	   rayos	   X	   es	   el	   fenómeno	   físico	   a	   través	   de	   cual	   se	  manifiesta	   la	  
interacción	   de	   los	   rayos	   X	   con	   los	   cristales.	   A	   través	   de	   dicha	   interacción,	   los	  
fotones	   chocan	   con	   los	   electrones	   de	   los	   átomos	   del	   mismo,	   haciéndolos	   vibrar	  
acopladamente	   con	   las	   variaciones	   periódicas	   de	   su	   campo	   eléctrico.	   Los	  
electrones	  se	  convierten	  así	  en	  nuevos	  focos	  de	  radiación	  X	  que	  emiten	  de	  forma	  
esférica	   (dispersión).	  Al	   tratarse	  de	  una	  estructura	  ordenada	  y	  periódica,	  existen	  
determinadas	  direcciones	  del	  espacio,	  en	  las	  que	  los	  haces	  de	  rayos	  X	  dispersados	  
se	   combinan	  y	   refuerzan,	   dando	   lugar	   al	   fenómeno	  de	   la	   dispersión	   cooperativa,	  
conocido	  con	  el	  nombre	  de	  difracción.	  	  

Según	   la	   Ley	   de	   Bragg,	   que	  
describe	   geométricamente	   este	  
fenómeno,	   la	   difracción	   se	  
produciría	  como	  consecuencia	  de	  
supuestas	   reflexiones	   ocurridas	  
sobre	  planos	  virtuales,	  paralelos	  y	  
distanciados	  entre	  sí	  por	  un	  valor	  
constante,	   d.	   Para	   que	   se	  
produzca	   esta	   cooperación,	  
deberá	   ocurrir	   que	   para	   un	  
determinado	  ángulo	  de	  incidencia,	  
θ,	   la	   diferencia	   del	   camino	  
recorrido	   por	   las	   ondas,	   que	   se	  
reflejan	  en	  planos	  paralelos,	  debe	  
coincidir	   con	   un	   múltiplo	   entero	  
de	   la	   longitud	   de	   onda	   λ	   de	   los	  
rayos	  X	  incidentes.	  

Por	   lo	   tanto,	   en	   función	   de	   este	  modelo,	   para	   que	   se	   produzcan	   todos	   los	   haces	  
difractados	   posibles	   hay	   que	   girar	   el	   cristal	   sobre	   sí	   mismo,	   en	   todas	   las	  
direcciones,	   de	   tal	   forma	   que	   los	   planos	   virtuales	   se	   coloquen	   en	   la	   posición	  
adecuada	  para	  cumplir	  la	  Ley	  de	  Bragg	  (Figura	  26).	  

En	  la	  práctica,	  la	  medida	  de	  un	  espectro	  de	  difracción	  requiere	  de:	  	  

• Sistema	  de	  criogenización:	  para	  mantener	  el	  cristal	  a	  baja	  temperatura	  (100K)	  
durante	  el	  tiempo	  de	  la	  medida.	  

• Fuente	  de	  rayos	  X:	  capaz	  de	  generar	  radiación	  de	  energía	  o	  longitud	  de	  onda	  e	  
intensidad	  adecuadas.	  

• Sistema	   de	   oscilación	   del	   cristal:	   se	   trata	   de	   un	   sistema	   goniométrico	   que	  
permite	  orientar	  el	  cristal	  en	  cualquier	  posición.	  

• Sistema	   de	   detección:	   capaz	   de	   captar	   y	   digitalizar	   los	   haces	   difractados	   que	  
incidan	   sobre	   el	   mismo,	   para	   que	   posteriormente	   puedan	   ser	   procesados	  
convenientemente.	  	  


