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RESUMEN
A principios de la década anterior un grupo de especialistas del Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología de
La Habana, Cuba, describió un método nuevo que utiliza sales de zinc e imidazol para la detección de biomoléculas
separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida. En este método se aplica el principio que se conoce en la
literatura como tinción inversa y se basa en la precipitación selectiva de imidazolato de zinc en toda la matriz del
gel, excepto en las zonas donde se localizan las bandas de las biomoléculas. Sus principales ventajas son la alta
sensibilidad y rapidez de detección bajo condiciones reversibles. El método se ha perfeccionado y aplicado a la
microcaracterización eficiente de proteínas y micropurificación de ácidos nucleicos y glicolípidos de bacterias. El
principal interés fue preservar la integridad de las biomoléculas, y siempre que fue posible su actividad biológica.
Aquí se revisan los antecedentes y principales resultados que han dado lugar al establecimiento, mejor compren-
sión y generalización del método de detección de biomoléculas basado en la tinción inversa.
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ABSTRACT
Selective Precipitation of Zinc Imidazolate: Application to the Detection of Biomolecules (Proteins, Nucleic
Acids, and Bacterial Glycolipids) Separated in Polyacrylamide Gels. At the start of the past decade a group
of scientists from the Center for Genetic Engineering and Biotechnology in Havana, Cuba, described a new
method that uses zinc (II) and imidazole salts for the detection of proteins separated by electrophoresis in polyacry-
lamide gels. In this method the principle that is known in the literature as reverse staining is applied, and is based
on the selective precipitation of ZnIm2 all over the gel matrix, except in the zones where the biomolecule bands are
located. Its main advantages are high sensitivity and speed of detection under reversible conditions. Since then,
the method has been improved and applied to the efficient microcharacterization of proteins, and to the detection
and micropurification of nucleic acids and glycolipids from bacteria. The principal interest was to preserve the
integrity of the biomolecules and whenever possible, their biological activity. Here, the background and main
results that led to the establishment, better understanding and generalization of the reverse staining-based
detection method for biomolecules are reviewed.
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Introducción
La electroforesis es una de las técnicas de laboratorio
que más se utiliza en la biología para separar y caracte-
rizar estructural y funcionalmente cantidades peque-
ñas de biomoléculas [1-4]. Numerosos métodos se han
desarrollado para visualizar las bandas de biomoléculas
en el gel después de su separación, entre ellos se desta-
can los que se basan en la reducción de sales de plata a
plata metálica, los que utilizan la tinción positiva de las
biomoléculas y los que aplican el principio de la tinción
negativa o inversa [1, 2, 5]. En las Tablas 1 y 2 se
relacionan los cuatro grandes grupos de métodos de
detección de biomoléculas en geles, sus ventajas, des-
ventajas y los reactivos frecuentemente empleados.

Además de los descritos en las Tablas 1 y 2, existen
métodos para la tinción fluorescente de proteínas en
geles, que pueden ser más sensibles que el azul de
Coomassie, o tan sensibles como la plata. Este otro
grupo de métodos se basa en la unión covalente de
algunos grupos fluorescentes a ciertos grupos funcio-
nales de las proteínas entre los que se encuentran el
isotiocianato de fluorescamina o fluoresceína, MDPF
(2-metoxi-2,4-difenil-3 (2H)-furanona), OPA (o-
ftaldialdehído), isotiocianato de Rodamina B y éster

succinimidico de carboxiltetrametilrodamina [5]. Algu-
nas de estas técnicas han sido utilizadas para marcar las
proteínas antes de aplicarlas al gel y poder observar el
progreso de la separación durante la electroforesis. Sin
embargo, tienen el inconveniente de que cambian la
movilidad electroforética de las proteínas marcadas.
Además, debido a que muchos de los reactivos fluores-
centes reaccionan con los grupos amino de las proteí-
nas, estas técnicas no pueden utilizarse para detectar
proteínas que van a ser microanalizadas con posteriori-
dad. Por otro lado, la sensibilidad de las técnicas fluo-
rescentes es una función del número disponible de
aminas primarias, por lo que puede existir una varia-
ción considerable en la señal de proteína a proteína.

El objetivo de este trabajo es revisar los anteceden-
tes, generalidades y principales resultados del método
de tinción inversa con énfasis en aquel que utiliza sales
de zinc e imidazol para la detección de proteínas, áci-
dos nucleicos y glicolípidos bacterianos. Se exponen,
además, algunos elementos sobre el mecanismo de
tinción de biomoléculas con sales de metales para con-
tribuir a mejorar el entendimiento del mecanismo gene-
ral de detección con estas sales. La revisión de las
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numerosas aplicaciones micropreparativas del método
de tinción inversa con sales de zinc e imidazol será
objeto de otro trabajo.

Detección de proteínas separadas
en geles de poliacrilamida
A fines de los años 80 se publicó [26] por investiga-
dores norteamericanos una estrategia novedosa, en la

que se propuso el uso de sales de metales de transi-
ción, hidróxidos y carbonatos, para la detección de
proteínas separadas en geles. La idea resultó atractiva
desde el punto de vista micropreparativo ya que se
teñía el gel y dejaba las moléculas de proteínas como
bandas transparentes e incoloras, y potencialmente
eliminaba la mayoría de las limitaciones de las tinciones
anteriores (Tabla 1). Sin embargo, el estudio de este



Eugenio Hardy Rando, Lila Castellanos-Serra Tinción inversa de biomoléculas en geles

Biotecnología Aplicada 2002; Vol.19, Nos.1 y 243

método por un grupo de trabajo del Centro de Ingenie-
ría Genética y Biotecnología de La Habana, Cuba
(CIGB), mostró poca reproducibilidad y baja sensibi-
lidad. Estos inconvenientes, también observados por
investigadores de otros centros de investigaciones se
tradujeron en un pobre impacto en la literatura inter-
nacional, por lo que no lograron situarse al nivel de
reconocimiento de las técnicas convencionales de
Coomassie y plata ya mencionadas. Dado que el prin-
cipio de la tinción inversa o negativa es atractivo, el
grupo de trabajo se propuso estudiar las razones de la
baja sensibilidad y poca reproducibilidad con el pro-
pósito de solucionar ambas insuficiencias.

Se debe destacar que el proceso de tinción inversa
es muy rápido, requiere menos de 30 min para su
completamiento, generalmente unos 20 min, mientras
que los métodos flourescentes de sensibilidad equiva-
lente deben ser ejecutados durante varias horas pues
incluyen incubación del gel en la solución de fluoróforo
durante la noche. Una ventaja adicional es que la ob-
servación de los geles se efectúa a simple vista y el
registro de su imagen requiere sólo de un escáner co-
mún, mientras que los geles teñidos con fluoróforos
sólo pueden visualizarse bajo condiciones especiales
de iluminación a una longitud de onda específica y por
tanto también requieren de equipos muy costosos para
el registro de imágenes.

En las técnicas de tinción con zinc y cobre los pro-
ductos que tiñen el gel son de naturaleza esencialmen-
te incontrolable, pues dependen de la concentración
de diversos aniones que pueden generar sales insolu-
bles con los metales de transición [29, 30]. La idea
esencial del grupo de trabajo fue sustituir todos los
componentes aniónicos remanentes en el gel por un
compuesto que muestre una afinidad alta por el zinc.
Por tanto, la posible solución pudiera venir de una
acertada elección de un compuesto que, teniendo afi-
nidad por el zinc catiónico, pudiera reemplazar com-
pletamente a la mezcla de aniones presentes en el gel.
El compuesto seleccionado no tendría que competir
con la eficiencia de la formación de complejos del zinc
con las proteínas. El éxito de la estrategia dependía de
una muy cuidadosa selección. Tal compuesto resultó
ser el imidazol [30].

A partir de este hallazgo se demostró que: i) el
nuevo procedimiento de tinción inversa, imidazol-SDS-
zinc (Tabla 3) tiene una sensibilidad (Tabla 4) muy
superior al procedimiento de tinción negativa con sa-
les de zinc [27] y a la tinción con azul de Coomassie,
ii) su reproducibilidad es notablemente superior [30,
56], iii) es completamente reversible, lo que garantiza
que se puedan recuperar con una eficiencia superior al
90% las proteínas una vez detectadas en el gel [57],
iv) a diferencia de la tinción con plata de alta sensibi-
lidad, que no es atractiva para la elución de proteínas
intactas, el nuevo método no introduce ninguna modi-
ficación química y por tanto es especialmente útil cuan-
do se requiere combinar alta sensibilidad de detección
con una eficiencia elevada de microanálisis [30, 57].
Más recientemente, se desarrolló una nueva aplica-
ción del método zinc-imidazol al campo de la electro-
foresis en geles de focalización isoeléctrica con
anfolinas portadoras y con immobilinas [58, 59]. Esta
es la primera publicación de un método de tinción
negativa aplicable a geles de focalización isoeléctrica.

Recientemente la empresa norteamericana Molecu-
lar Probes, que se dedica a la generación de nuevos
reactivos de detección de biomoléculas, publicó en
Internet un estudio comparativo de la sensibilidad de
los seis métodos de detección más populares corrobo-
rado por el uso, ellos son: azul de Coomassie, azul de
Coomassie coloidal, plata ácida, plata básica, zinc-
imidazol y SYPRO. En esta evaluación el método de
detección desarrollado en Cuba fue ubicado en el pri-
mer lugar en cuanto a sensibilidad, lugar compartido
con el método fluorescente que utiliza fluoróforos de
tipo SYPRO (datos no mostrados). Sin embargo, como
se muestra en la Tabla 5, la tinción inversa genera un
gasto que es 64 veces menor que la detección con plata
y 568 veces menor que la detección con reactivos
fluorogénicos tipo SYPRO Ruby. El precio tan eleva-
do de la detección SYPRO la hace inaccesible a mu-
chos laboratorios, incluso en países desarrollados.

La notable diferencia de costo está determinada
porque el método cubano es simple y utiliza dos
reactivos muy económicos, a saber: acetato o sulfato
de zinc e imidazol, que por demás generalmente están
disponibles en los laboratorios bioquímicos. Por el
contrario, SYPRO utiliza un reactivo sintético forma-
do por complejos orgánicos de metales tipo rutenio,
cuya síntesis es compleja y costosa, y la tinción con
plata requiere de 9 reactivos que son los siguientes:
nitrato de plata, glutaraldehído, formaldehído, tiosulfato
de sodio, acetato de sodio, carbonato de sodio, EDTA,
metanol y ácido acético. El impacto económico se hace
muy evidente cuando se calcula la influencia en los
gastos de operación para un laboratorio de bioquímica
o proteómica que realice un número considerable de
geles semanales (Tabla 6).

Tinción inversa de proteínas no detectadas
con azul de Coomassie
Se diseñó un procedimiento de tinción doble de geles
teñidos con azul de Coomassie que utiliza como se-
gundo método de detección la tinción inversa con sa-
les de zinc e imidazol [60]. De esta manera, las bandas
de proteínas mayoritarias se visualizan como bandas
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típicas de color azul, que ahora aparecen superpues-
tas sobre bandas transparentes de dimensiones mayo-
res. Ello se debe a la mayor sensibilidad de la tinción
imidazol-SDS-zinc de 1 a 10 ng/banda, que hace que
las zonas de las bandas con menor concentración de
proteínas, a partir de los bordes, que no se detectan
con azul de Coomassie, sí se detecten por tinción in-
versa. Por otro lado, las proteínas que no se detecta-
ron con azul de Coomassie en el primer paso de tinción
ahora aparecen como bandas negativas que se distin-
guen con facilidad sobre el fondo blanco del gel.

Esta técnica es útil para caracterizar la complejidad
real de las mezclas de proteínas separadas en el gel
[57], y para el microanálisis de proteínas poco abun-
dantes [61], ya que muchas proteínas acídicas, o las
que contienen una proporción alta de regiones de na-
turaleza no proteica como son los carbohidratos o
lípidos se detectan con muy poca sensibilidad con
azul de Coomassie. Es necesario señalar que el patrón
de bandas generado en el segundo paso de tinción, a
diferencia del obtenido con azul de Coomassie, deja de
observarse si el gel se conserva por secado al vacío. En
los geles deshidratados, el patrón de tinción inversa
reaparece tras rehidratación. La manera de conservar
el patrón de bandas detectadas por tinción inversa de
manera permanente fue descrito por Ferraras y cola-
boradores en 1993 [32].

Detección de ácidos nucleicos
y glicolípidos bacterianos (LPS/LOS)
En los últimos años se ha ganado mucha experiencia
en el uso de las sales de metales para detectar proteí-
nas en geles, sin modificar su actividad biológica. A
pesar de ello, los procedimientos de tinción con sales
de metales pesados, de la forma en que se describieron
originalmente [26-28], no se habían aplicado con éxito
a la detección de otras biomoléculas como los ácidos
nucleicos y lipopolisacáridos (LPS).

El grupo de trabajo del CIGB encontró que la aso-
ciación de los metales divalentes de transición, en par-
ticular el zinc catiónico, a las biomoléculas no es un
fenómeno exclusivo de las proteínas, y por tanto pudo
ser explotado para establecer métodos nuevos de de-
tección de otras familias de biomoléculas. La Tabla 7
señala los grupos funcionales, presentes en macromo-
léculas biológicas de interés, que son capaces de for-

mar asociaciones con los metales de transición cuando
están presentes en otros compuestos. Esta idea dio
lugar al establecimiento de los procedimientos de de-
tección de ácidos nucleicos y LPS [22] por tinción
inversa o negativa.

Tinción inversa de ácidos nucleicos
En 1996 se describió el primer procedimiento de de-
tección de ADN de pequeña talla (<1 kpb) en geles de
poliacrilamida (Tabla 8), con el uso de las sales de zinc
e imidazol [35]. Mediante el procedimiento nuevo, el
ADN se pudo detectar (Figura) como un patrón de
bandas transparentes e incoloras, contrastantes clara-
mente sobre un fondo de color blanco que se formó
por la precipitación abundante de imidazolato de zinc
(ZnIm2). Este procedimiento permitió también la
tinción negativa de oligonucleótidos.

El límite de detección de ADN de doble cadena,
desde 0,2 hasta 1 kpb, está en el orden de los 6 ng/banda.
Esos niveles de detección son comparables a los infor-
mados con el uso de bromuro de etidio y luz
ultravioleta de 300 nm, y superiores a los obtenidos
con azul de metileno [18]. La sensibilidad es alta, de 7-
13 ng/banda para oligos de 14-39 mer, ello ha demos-
trado la compatibilidad del método zinc-imidazol con
la detección de ADN de simple cadena. Otros valores
del procedimiento nuevo son su rapidez, consume
15 min o menos; simplicidad, solo dos pasos, inocuidad
y reversibilidad. Su costo es menor que el del bromuro
de etidio, y tiene la ventaja adicional de que las solu-
ciones de zinc e imidazol se pueden almacenar por
meses, mientras que la solución de bromuro de etidio
es sensible a la luz, se tiene que almacenar en la oscu-
ridad y es efectiva sólo unos pocos días.
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Tinción inversa de LPS/LOS en geles
de poliacrilamida
En 1997 se extendió el uso de las sales de zinc e imidazol
a la detección de LPS/LOS en geles de poliacrilamida-
SDS. La visualización de glicolípidos bacterianos me-
diante zinc-imidazol permitió solucionar los principales
inconvenientes de la tinción con plata, ya que no re-
quiere de la oxidación con peryodato de los residuos de
azúcar de los LPS/LOS, no los fija de forma irreversi-
ble en la matriz del gel, no los modifica químicamente y
no destruye su funcionalidad [34]. Con anterioridad a
1997 no existían métodos de detección de LPS/LOS
compatibles con aplicaciones micropreparativas. De
esta forma se abrió una ruta nueva para micropurificar
LPS/LOS funcionales, que puedan ser utilizados en
análisis posteriores de importancia biológica. Otros
atributos del método, en comparación con la plata, son
su simplicidad, rapidez y ausencia de toxicidad. Se
debe añadir que, mediante experimentos de retardación
electroforética en geles de agarosa, el método zinc-
imidazol facilitó la caracterización e identificación de
péptidos sintéticos y proteínas naturales como la
lisozima, que forman complejos con los LPS/LOS de
bacterias [56].

Mecanismo de tinción
de biomoléculas con sales de metales
En la literatura se han descrito varios métodos que
utilizan cationes metálicos para detectar y analizar
proteínas separadas por electroforesis en gel. Las
primeras tinciones de ese tipo que se desarrollaron
hicieron uso de soluciones concentradas de cloruro de
potasio y acetato de sodio para detectar las proteínas
bajo condiciones de baja temperatura. Las proteínas se
detectaron como bandas positivas de color blanco
que probablemente involucraron el ión metálico [5].
En 1987, Lee y colaboradores describieron la tinción
negativa de proteínas mediante el uso del Cu2+, con
una sensibilidad de 10 a 100 ng/banda, que es supe-

rior a la alcanzada con los procedimientos anteriores.
La nueva tinción se explicó como la ocurrencia de
dos procesos simultáneos: i) la formación del com-
plejo insoluble Cu2+-Tris-SDS en las regiones del gel
libres de proteínas y ii) la formación de complejos de
cobre y proteínas, con la consecuente inhibición de
la precipitación del complejo Cu2+-Tris-SDS. Un año
más tarde, Dzandu y colaboradores demostraron que
la tinción negativa de proteínas es un fenómeno más
general, válido también con otros metales, entre los
que se incluyen el Ni2+, Zn2+, y Co2+. Los mayores
niveles de sensibilidad, 1 a 100 ng/banda, se obtuvie-
ron con el catión Zn2+. Estos investigadores discrepa-
ron con la explicación anterior propuesta por Lee y
colaboradores y expusieron un modelo nuevo de
tinción. La tinción positiva de las zonas del gel libres
de proteínas se le atribuyó a la precipitación de
hidróxidos, carbonatos, y cloruros. El patrón de ban-
das de proteínas transparentes sobre el fondo opaco
se explicó por la repulsión de iones hidróxido, cloru-
ro, o carbonato por el complejo proteína-SDS-metal,
lo que conlleva a que se alcancen las condiciones físi-
co-químicas necesarias para inhibir la precipitación
del metal.

Las investigaciones anteriores no demostraron el
mecanismo físico-químico que explica la tinción de las
proteínas en el gel, y se limitaron a describir modelos
apoyados en algunos elementos experimentales. Pro-
bablemente, ello se debió a que en el proceso de tinción
participan muchas especies químicas diferentes cu-
yas reacciones dependen de varios indicadores como
son el pH y la concentración de diferentes aniones que
son muy difíciles de controlar después de la corrida
electroforética.

Los resultados obtenidos con la aplicación del mé-
todo de tinción inversa zinc-imidazol y las tres fami-
lias de biomoléculas, conllevó a la realización de
investigaciones sobre la naturaleza química del preci-
pitado que se forma en el gel, para tratar de establecer
el mecanismo físico-químico que es responsable de
la detección sensible de biomoléculas con zinc-imi-
dazol [56].

Para analizar la reacción entre el zinc catiónico y el
imidazol se varió de forma sistemática la concentración
y el orden de adición de los reactivos en solución, en
presencia o ausencia de SDS [59]. Se comprobó que las
proporciones molares de los reactivos de tinción y la
concentración de SDS en el medio de reacción pueden
ser críticos para el resultado de la reacción entre el zinc
y el imidazol. Con la ayuda del análisis químico ele-
mental y la espectroscopia infrarroja se identificó el
precipitado responsable de la tinción del gel, que es el
ZnIm2 [56]. Ello indicó que los procedimientos llama-
dos originalmente imidazol-zinc [29], imidazol-SDS-
zinc [31], y zinc-imidazol [34-36, 56] representan vías
diferentes para la precipitación selectiva en el gel de un
mismo producto.

En comparación con los métodos anteriores, el ZnIm2

tiene la menor constante del producto de solubilidad, 5
órdenes de magnitud menor que la del hidróxido de zinc
y 9 órdenes de magnitud menor que la del carbonato de
zinc. Ello explica la formación de un patrón adecuado
de bandas negativas sobre un fondo teñido positiva-
mente en el gel con el uso de una concentración de zinc
tan baja como 10 mM.

Figura. Visualización de mezclas crudas de oligonucleótidos
sintéticos mediante dos métodos de tinción inversa. Los oligos
(aproximadamente 130 µg) se separaron mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida al 15%, y a continuación se detectaron
mediante luz ultravioleta a 254 nm (A) o zinc-imidazol (B).
Carril 1, 5´-GGGGATATCCACCATGGATTTTCAAGTCCAGATTTT-
CAG-3´ de 39 mer; carril 2, 5´-GATATTCTAGACTCACACCTTCC-
TTGGGCAGG-3´ de 31 mer; carril 3, 5´-GGCCAACCTGGGTG-
ACAGAAC-3´ de 21 mer, carril 4, 5´-CTAGACAACCACGC-3´ de
14 mer.

A

1 2 3 4

B

1 2 3 4
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Las diferencias de los niveles de sensibilidad de de-
tección se pueden explicar por las afinidades diferentes
de las biomoléculas por el zinc catiónico. En la práctica
este indicador no es predecible, por lo que se ha reque-
rido de pruebas bajo condiciones experimentales dife-
rentes para alcanzar una sensibilidad alta [34-37, 56].

Como una consecuencia práctica de este conoci-
miento se pudo inferir el uso de otras vías de precipi-
tación selectiva de ZnIm2 en el gel para detectar
biomoléculas separadas por electroforesis. Dado ello,
se desarrolló un procedimiento único de tinción de
proteínas, ácidos nucleicos y LPS/LOS en geles [56],
el cual se basa en la incubación breve, aproximada-
mente 3 min del gel en una mezcla de zinc e imidazol a
pH ligeramente ácido que inhibe la precipitación de
imidazolato de zinc, seguido por la inmersión del gel
en un tampón básico como el carbonato de sodio que
permite la precipitación de ZnIm2 y produce un pa-
trón de bandas transparentes e incoloras sobre el fon-
do blanco. La sensibilidad del procedimiento nuevo es
alta, se encuentra en el rango bajo de los nanogramos
por banda, y mantiene todas las ventajas de los proce-
dimientos específicos previamente desarrollados para
cada tipo de biomolécula.

Conclusiones
Como resultado de una década de investigación y desa-
rrollo en la detección de biomoléculas en geles de elec-
troforesis, hoy se cuenta con hechos sólidos que
permiten las afirmaciones siguientes: i) Las sales de zinc
e imidazol se pueden utilizar para la detección de áci-
dos nucleicos, glicolípidos bacterianos, complejos LPS-
polipéptidos y de proteínas, incluso aquellas no

detectables con azul de Coomassie. En comparación
con otros métodos, este nuevo tipo de detección com-
bina atributos muy deseados tales como una sensibili-
dad alta, simplicidad, rapidez, reversibilidad, costo
bajo y ausencia de toxicidad. La detección de biomolé-
culas separadas en geles con zinc e imidazol, es 64
veces más económica que la detección con sales de
plata y 568 veces más económica que la detección con
reactivos fluorigénicos. ii) El método zinc-imidazol no
destruye la funcionalidad de las biomoléculas, lo que
lo convierte en un candidato de elección en estrategias
de micropurificación para caracterizaciones bioquími-
cas o usos posteriores. iii) Los procedimientos de
tinción de biomoléculas, imidazol-zinc, imidazol-SDS-
zinc, y zinc-imidazol representan vías diferentes para
la precipitación selectiva en el gel de un mismo pro-
ducto: imidazolato de zinc. iv) El fundamento del
modelo que explica la tinción inversa de las biomolé-
culas se basa en la precipitación selectiva de ZnIm2 en
la matriz de electroforesis. La incubación breve del gel
de poliacrilamida en una mezcla de zinc catónico e
imidazol a pH ligeramente ácido, seguido por la in-
mersión del gel en un tampón básico, es un procedi-
miento general que permite la tinción inversa no
diferencial, con sensibilidad elevada, de ácidos nuclei-
cos, LPS/LOS, y proteínas.
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