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Introduccion

Bajo la denominacién de cromatografia, se engloban aquellos procesos en los que los
componentes de una mezcla, disueltos en una fase mdvil, se van desplazando con
diferente velocidad a través de una fase estacionaria.

Clasificacion:

Segun el estado de las fases estacionaria y movil:
Cromatografia liquido-liquido (CLL)
Cromatografia liquido-solido (CLS)
Cromatografia gas-liquido (CG)

Segun sea la causa por la cual los solutos resultan retrasados en su avance:

CUADRC 6.1
Tipos de Cromatografias
Clase de Tipo de Fase Subtipo
Reparto/Interaccién crematografia Estacionaria
o Polar FASE NORMAL
] Solubilidad REPARTO Apolar FASE INVERSA
eparto
Tamaio PENETRABILIDAD
. E Anibnica DE CATIONES
Electrostatica INTERCAMBIO IONICO Catidnica DE ANIONES
Hidrofébica INTERACCION HIDROFOBICA
Interaccién Afinided Biolégica AFINIDAD
ej.: Cromat. sobre
Inespecifica ADSORCION Hidroxiapaito o
Cromat. sobre colorantes
inmovilizados

A su vez, las diferentes cromatografias se pueden desarrollar en superficies planas
(cromatografia en papel y TLC) o en columna.



Cromatografia en columna
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Los pasos a seguir para realizar una cromatografia en columna son:

- hinchado (si es un gel)

- lavado

- empaquetado

- lavado

- equilibrado. Unas 5 veces el volumen total del lecho cromatografico
- aplicacion de la muestra

- elucion

- regeneracion

http://www.youtube.com/watch?v=HGGT5Mo-wPI

Conceptos:

Tiempo de retencién, tg tiempo al que sale el soluto desde la aplicacion de la muestra
Volumen de elucion, V., volumen al que sale el soluto desde la aplicacion de la
muestra

Volumen de exclusion o volumen muerto, Vo,Vu, volumen del lecho, no ocupado por
la fase estacionaria

Volumen de lecho (“bead volume”), volumen de la fase estacionaria mas el liquido que
contiene (Vv)

Selectividad de la columna

Eficiencia de la columna



Factores termodinamicos

k o factor de capacidad, que se define como:

donde tg es el tiempo de retencidn del soluto, y ty el tiempo de salida de la columna de
un soluto que no quede retenido (equivale a V).

Teniendo en cuenta la relacion entre tiempo y volumen:

V = F*t

donde F es el flujo de la fase moévil (ml/min), se deduce que:
VRr = Vn (1+K)

Para dos solutos distintos, convendrd unos Vg lo méas diferentes posibles. Esta
diferencia dependera de la que haya entre los factores de capacidad de los solutos.

Vro-Vr1 = Vu(Kz-K1). Un intervalo bueno para separar seria con k comprendidas entre 1
y 10, que equivale a V de elucion entre 2Vo y 11Vo.

Por ello, se define un factor de separacién o selectividad, o

a = ko/k; (entre 1y 2 normalmente)

Factores cinéticos

La anchura de un pico cromatografico se define por el parametro wy, 0 anchura a
mitad de altura.

La anchura de las mismas esta relacionada con la desviacién estandar de la curva segun:

wp = 2.354*c para picos gasussianos
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La resolucion de dos picos cromatograficos se define como:

R, = try — s

1
2 (W + Wy )

Una resolucion de 1.5 ya es buena.

Donde wy, es la anchura de los picos en su base, y equivale a:

Wp = 4 ¢ para picos gaussianos

aplicacién
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FIGURA 6.7. Resolucion cromatogrifica. (Parte A), perfil correspondicnte a una resolucion de 1,0, para dos solutos
a la misma concentracion; se especifican los pardmetros cromatogrificos que se emplean en ¢l cdleulo de Ry, segtin
la expresion (6.16). (Parte B, C), se representan los perfiles correspondientes a Kg de 1,5 y 0,75, respectivamente,
para la misma mezcla de solutos anterior. (Parte 1), corresponde a una resolucion de (0,75 para una mezcla en la

que del soluto de mayor fz hay s6lo la cuarta parte que del soluto de menor 1.

La resolucion depende de factores cinéticos (las anchuras de los picos), y

termodinamicos (los tiempos de retencion).

Se ha demostrado que lo mejor es trabajar con sistemas cromatograficos que
proporcionen valores de k comprendidos entre 1 y 10, lo que supone trabajar con
intervalos de volumen de 2*V hasta 11*V),. Para ello hemos de elegir la fase movil y

estacionaria adecuadas.




Variar la longitud de la columna también mejora la resolucién, pero hemos de aumentar
mucho la longitud para mejorar poco la resolucion.

En cualquier caso es muy importante para tener buena resolucion empaquetar bien el
lecho cromatografico y que éste esté formado por particulas pequefias y homogéneas.

Migracion cromatografica: conceptos cinéticos
Difusion axial
Multiplicidad de trayectos

Resistencia a la transferencia de masa

= y avance de la
imagen FASE MOVIL fase mévil
1 interfase
FASE ESTACIONARIA

SOPORTE

La dependencia de los tres factores antes comentados con el flujo de la fase movil se
resume en el siguiente grafico:
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Elucion
Elucion isocréatica
Elucién escalonada o por pasos

Elucién en gradiente

Added solvent in reservoir

==l
[

Starting concentration in mixing chamber

VL

Volume of efluent from mixer

Starting concentration (%)



Soportes

La forma de las particulas se describe por el término “beaded” y el tamafio por “mesh
size”. Los fabricantes recomiendan determinados tamafios para las diferentes
aplicaciones:

50-100 mesh: Flujos altos en aplicaciones preparativas
100-200 mesh: materiales estandar para trabajos analiticos
200-400 mesh: alta resolucidn en trabajos analiticos

>400 mesh: para muy alta resoluciény HPLC

Geles:

Dextrano: es un polisacarido de glucosa, producido por la fermentacion de sacarosa por
el microorganismo Leuconostoc mesenteroSephadex (Pharmacia Fine Chemicals, Inc.).
Estos geles no valen para moléculas de mas de 6*10° de peso molecular y entonces se
puede usar Sephacryl, que es una variante del anterior.

Agarosa: es un polimero lineal de galactosa y anhidrogalactosa, que gelifica al enfriarse
Sepharose. (DNA, y grandes proteinas)

Poliacrilamida se preparan por entrecruzamiento de acrilamida y bisacrilamida,. Se
usan como alternativa al dextrano y el mas conocido es el Bio-gel P (Bio-Rad
Laboratories).

Sephadex metilado, dextranos derivados con hidroxipropil (Sephadex LH), etc.

Capacidad del gel: maximo nimero de gramos de una molécula en particular que
puede penetrar en los poros de una determinada cantidad de gel. Las moléculas en
exceso pasaran con el volumen de exclusién. Este factor, limitara la cantidad de muestra
que podemos pasar por el gel.

Materials Commonly Used in Gel Chromatography.

Material and trade name Fractionation range* (molecular weight)
Dextran
Sephadex G-10 0-700
Sephadex G-25 10005000
Sephadex G-50 1500-30,000
Sephadex G-75 3000-70,000
Sephadex G-100 4000 150,000
Sephadex G-150 5000 300,000
Sephadex G-200 5000-800,000
Polyacrylamide
Bio-gel P-2 100 1800
Bio-gel P-6 1000 6000
Bio-gel P-60 3000 60,000
Bio-gel P-150 15,000-150,000
Bio-gel P-300 60,000 400,000
Agarose
Sepharose 2B 2 x 10°-25 x 10°
Sepharose 4B 3 x 10°-3 x 10°
Sepharose 6B 10420 = 10°
Bio-gel A-0.5 M 10,000-500,000
Bio-gel A-15 M 40,000-15 = 10°
Bio-gel A-150 M 1 % 10°-150 x 10°

* The molecular weights listed are for globular proteins when the molecular weight is less
than 10® and for viruses and large protein aggregates for higher molecular weights. The
upper limits actually depend on the excluded volume rather than on the molecular
weight so that for fibrous proteins the upper limits arc smaller. For double-stranded
DINA, the upper limit is about 4 the value indicated; for single-stranded nucleic acids,
the limits are approximately those given,



Operacion por tandas o “batch operation”

PASO 1: RETENCION
mezcla

Sioblems N decantacion
sobrenadante con o filtracién

solutos no retenidos

incubacién

suspensién de } P intercambiador con
intercambiador equilibrado bajg-a.lgl':aclén solutos retenidos matteerl?é
en tampén apropiado (4% hore) i
PASO 2: LAVADO
tamp_én de
equilibrado sobrenadante con decantacién
los solutos retenidos o filtracién
inespecificamente

s o= en el paso anterior

]

6

]

>
incubacién intercambiador con lavado
bajo agitacién solutos retenidos
(ej.: 15 min.) especificamente

- PASO 3: ELUCION

tampoén de

aloion sobrenadapte con los decantacién
solutos disociados o filtracién
especificamente por el

> tampon de elucion

incubacién
bajo agitacion eluido
(ej.. 30 min.)



Cromatografia de reparto

Se basa en que, si dos fases estan en contacto y una contiene un soluto, éste se
distribuiréd entre las dos fases, con un coeficiente de particion, que es la relacién entre
las concentraciones del soluto en las dos fases una vez alcanzado el equilibrio
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Cromatografia de penetrabilidad

También se la conoce como cromatografia de filtracién en gel, cromatografia de
permeacion en gel, cromatografia de tamizado molecular y cromatografia de exclusion
por tamao.

http://www.youtube.com/watch?feature=player embedded&v=0V5VB5kO3tQ
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El pardmetro importante en este caso es el diametro hidrodinamico del soluto, que
depende de la forma y tamafio del mismo, y que determina cuando eluira el soluto.

Intervalo de fraccionamiento del gel: intervalo de pesos moleculares que el gel es
capaz de resolver
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Materiales: dextrano, para separar DNA, agarosa y poliacrilamida para solutos
hidrofilicos, poliestireno para solventes organicos no polares, y para solventes organicos
polares sephadex metilado. Derivado de dextrano con hidroxipropilo (Sephadex LH se
puede usar con solventes polares y no polares para separar lipidos, acidos grasos y
esteroides.



Cromatografia de adsorcion

Isoterma de adsorcion, caracteristica de la molécula y el sorbente

Solute adsored

Solute concentration

Los adsorbentes maés utilizados son:

Table 8-1
Common Materials Used in Adsorption Chromatography.

Material Substances separated
Alumina Small organic molecules, proteins
Silica gel Sterols, amino acids
Activated carbon Peptides, amino acids, carbohydrates
Calcium phosphate gel Proteins, polynucleotides

Hydroxyapatite Nucleic acids




Cromatografia de intercambio iénico

En este tipo de cromatografia, la fase estacionaria tiene grupos cargados que
interaccionan electrostaticamente con iones de signo contrario de la fase movil.

Matrices: polimeros sintéticos, también llamadas resinas, y matrices basadas en
polimeros naturales.

Resinas: poliestireno entrecruzado con divinilbenzeno.
Aplicaciones: pequefias moléculas, como aminoacidos, oligonucleotidos, péptidos
pequefios

Polimeros naturales: agarosa, celulosa y dextrano.
Aplicaciones: purificacion de biopolimeros, debido a su elevada hidrofilia.

Hay dos tipos de cromatografia de este tipo: aniénica y cationica.

Intercambiador anidnico: carga positiva, por lo que intercambia aniones
Intercambiador catidnico: carga negativa, por lo que intercambia cationes

La carga de los grupos anclados a la fase estacionaria dependera del caracter &cido o
basico de los mismos, pudiendo ser asimismo fuertes o débiles. Los primeros pueden
manejarse en un amplio intervalo de pH (2-12), mientras que para los segundos el
intervalo estéa restringido a 5.5-12 para los intercambiadores de cationes y 2-8.5 para los

de aniones.

Properties of Various lon Exchangers.

Matrix Exchanger* Functional group Trade name
Dextran SC Sulfopropyl SP-Sephadex
wC Carboxymethyl CM-Sephadex
SA Diethyl42-hydroxypropyl)- QAE-Sephadex
aminoethyl
WA Diethylaminoethyl DEAE-Sephadex
Cellulose C Carboxymethyl CM-cellulose
C Phospho P-cel
A Diethylaminoethyl DEAE-cellulose
A Polyethyleneimine PEI-cellulose
A Benzoylated-naphthoylated, DEAE(BND})-
diethylaminoethyl cellulose
A p-Aminobenzyl PAB-cellulose
Styrene-divinyl- SC Sulfonic acid AG 50
benzene
SA Tetramethylammonium AG 1
sSC ‘ o
oS Both of the above AG 501
SA' |
Acrylic wC Carboxylic Bio-Rex 70
Phenolic SC Sulfonic acid Bio-Rex 40
Epoxyamine WA Tertiary amino AG-3

* C, cationic: A, anionic; S, strong; W, weak.
' Mixed-bed resin.



La separacion de biopolimeros es compleja puesto que suelen tener muchas cargas,
tanto positivas como negativas, que les hacen comportarse como cationes 0 como
aniones, dependiendo de que el pH del medio sea inferior o superior a su pl
respectivamente.

pH range
of stability

Attached to

Attached to
cation exchangers

© anion exchangers
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El equilibrio que se establece entre la resina y el soluto viene definida por:
Resina(-)—Cation(+) + Soluto(+) <> Resina(-)-Soluto(+) + Cation(+)

Las afinidades vienen determinadas por la carga del ion, su radio de solvatacion y su
polarizabilidad.

Variando el pH del medio y, por tanto, alterando la carga, modificamos el equilibrio,
haciendo que quede retenido o no un soluto determinado

Por tanto, el pH y la fuerza ionica de los eluyentes son las variables experimentales a
controlar.

http://www.youtube.com/watch?v=03fMaqT1do8&feature=relmfu




Cromatografia de afinidad

Esta basada en la uniéon bioespecifica de los solutos con grupos anclados
covalentemente a la matriz cromatografica. En algunos casos lo que se retiene son los
solutos no deseados.

Matrices: polimeros hidrofilicos sin carga, inertes, con rigidez mecéanica y estables
(agarosa

Activacién: con o sin brazo espaciador

Grupos de activacién y ligandos en cromatografia de afinidad

MATRIZ CROMATOGRAFICA"

Grupo
Grupos de Activacién reactli)vo LIGANDO FASE ESTACIONARIA RESULTANTE
o  Funcionalizacién
"CN NH, Proteinas, péptidos @ O-CNH-NH-ligando
CIANO aminas
‘ CHZC\H-/CH2 NH, Proteinas, péptidos ﬂCHICH(OH)CH,—NH—Iigando
(8]

EPOXT aminas
SH Tioles —CILCH(OH)CH;S*ligando

CHO®  Hidratos de carbono, O—CHICH(OH)CHFNH*N:CH“Iigando

glicoproteinas

O-CH,CH,-OSO,CH,CF, | NH, Proteinas, péptidos H,CH,—NH—liga.ndo

TRESILO aminas

SH Tioles O*CHICHZ—S—liga.ndo
0-CH,CHO NH,  Proteinas, péptidos 1 1,CH,~NH-ligando
FORMILO

¥ P

aminas
O’CH,NH;” COOH  Acidos, proteinas H,NH—CO—ligando
AMINO
O*CH,COOH b NH, Aminoacidos, aminas, O—CHICO*NH*ligando
CARBOXILO proteinas

O MA, brazo espaciador opcional.
b Requicre ¢l empleo de carbodiimidas.
¢ Requiere una reaccién previa con hidrazina.

Lavado: se elimina el exceso de ligando y reactivos por decantacion o filtracion del
sobrenadante més lavado con tampon

Bloqueo: aminas o acidos en concentraciones de 0.1-1M

Aplicacion de la muestra: alta fuerza idnica; condiciones que favorezcan la union
Elucion especifica, en la que algin agente compite con el soluto por unirse al ligando
anclado, o inespecificas, mediante la variacién de alguna caracteristica del eluyente
(pH, fuerza ionica, etc.)



CUADRO 6.6
Ligandos para cromatografia de afinidad especifica de grupo

ligando Aplicacién
2',.5"ADP Deshidrogenasas dependientes de NADP*
5"AMP Deshidrogenasas dependientes de NADY
Arginina Serin-proteasas
Benzamidina Serin-proteasas
Calmedulina Quinasas, proteinas dependientes de calmoduling
Concanavaling A (Cond) Glicoproteinas, polisacaridos
DA DNA y RNA polimerasas, DNasas
Gelatina Fibronectina
Heparina Faclores de coagulacién, lipoproteinas, enzimas especificas de DNA y RNA
lectinas Glicoproteinas, polisacéridos
Lisina Plasminégeno, rRNA
Proteina A Anticuerpos (IgG)
Proteina G Anticuerpos (IgG)
Poli-U) Poli-(A), mRNA
| Poli-|A) Poli-{U)
L I

Cromatografia de afinidad sobre metales inmovilizados

Interaccién entre la fase estacionaria y proteinas capaces de formar compuestos de
coordinacién con metales de transicion (ej. Cu®*, Zn®*, Ni**, Co*). Son las cadenas
laterales de histidina, cisteina y triptofano, las principales responsables de esta
interaccion

Matrices: matrices con acido iminodiacético (IDA) o el nitrilotriacético (NTA)

Carga de la matriz: tampdn con el cation de interés a pH neutro y elevada fuerza
ionica.

Elucion: especifica (imidazol, histamina o glicocola) con gradiente o sin él, o
inespecifica (gradiente de pH.

Aplicaciones: proteinas recombinantes con colas de histidina

Cromatografia de afinidad por unién covalente

Unién covalente entre el soluto y la fase estacionaria, mediante puentes disulfuro,
siendo por tanto un proceso reversible.

Fase estacionaria: matriz con grupo tiopropilo o glutation

Elucion: condiciones reductoras suaves (DTT, 2-mercaptoetanol 5-20 mM)
Aplicaciones: proteinas con grupos SH, y otros compuestos tiolicos, proteinas de fusion
con GST

Cromatografia de afinidad a células

Interaccion entre la superficie celular y la fase estacionaria

Fase estacionaria: matrices cromatograficas de poro grande con ligandos unidos,
capaces de interaccionar con receptores de membrana, o con glicoproteinas de
membrana (ej. ConA), o con anticuerpos unidos a la superficie celular (ej. Proteina A).
Condiciones: compatibilidad con la viabilidad celular.

Elucion: especificas para no alterar la viabilidad celular



Cromatografia hidrofobica

Como su nombre indica, en esta cromatografia se aprovechan las interacciones
hidrofébicas entre los solutos y la fase estacionaria. Se trata de interacciones
superficiales con lo que en el caso de los biopolimeros, implicaria solo a los residuos
apolares que queden en su superficie

Matrices: polimeros hidrofilicos (agarosa, polimeros acrilicos), con grupos metilo,
butilo o fenilo.

Condiciones: alta fuerza iénica, (NaCl 4M o (NH4),SO,4 2 M) y pH neutro.

Elucién: gradientes de fuerza ionica decreciente o de pH, en el sentido de aumentar la
carga de los solutos, haciéndolos més hidrofilicos. Disminuir la temperatura.
Aplicacion: purificacion de proteinas

Cromatografia sobre hidroxipatito

Forma cristalina de fosfato célcico, que funciona por intercambio i6nico de los grupos
Ca’* y (P0,)*. Posiblemente también se formen compuestos de coordinacién con el
Ca®*, e incluso restricciones estéricas, aunque se cataloga como cromatografia de
adsorcion.

Equilibrado: tampon fosfato (negativo) para proteinas basicas, de NaCl para las
neutras y de MgCl, 6 CaCl, (positivo) para las acidas.

Elucién: aumentando la fuerza ionica, o cambiando la carga de la columna adicionando
iones Ca** o Mg®* con los mismos tampones de equilibrado pero usados de forma
inversa. El de fosfato se usa para el DNA, pues compite con los grupos fosfato del
mismao.

Aplicacion: Purificacion de anticuerpos monoclonales y la separacion de diferentes
formas de DNA

Cromatografia sobre colorantes inmovilizados

Estos colorantes son capaces de retener algunas proteinas de forma bastante especifica,
aungue se considera una cromatografia de adsorcion

CUADRO 6.9
Colorantes empleados en cromatografia

Colorante Aplicacién
Cibacron Blue F3G-A Albimina, enzimas dependientes de NAD'
Procion Red HE-3B Enzimas dependientes de NADP*
Procion Yellow H-A | Loctoto deshidrogenasa
Procion Green HE4BD | Proteinas dependientes de CoA, deshidrogenasas
Procion Blue H-B Proteinas que interaccionan con acidos nucleicos, quinasas, deshidrogenasas

Equilibrado: pH neutro y baja fuerza ionica.
Elucion: inespecifica, mediante la variacion de la fuerza ionica o el pH, o bien de forma
especifica con algun ligando especifico de la proteina de interés.



Cromatografia en capa fina (TLC)

Cromatografia de adsorcidn en superficie plana en la que la fase estacionaria es un
solido pulverizado sobre una plancha de vidrio, metal o plastico, por lo que la superficie
especifica (m?/g) es muy elevada, mejorando asi la resolucién respecto a la
cromatografia en papel.

Fases Moviles: distintos solventes organicos de diferente polaridad
Fase estacionaria: celulosa, poliamida, alimina o gel de silice.

Rf = distancia avanzada por un soluto / distancia avanzada por el frente

frente de
. avance

papel de
filtro

ntode
a%f:’cacidn /

e fase
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______ F:‘,:%
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distancia | [frente
x| avanzada |
porun |

Yy solto y

CROMATOGRAFIA
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Deteccién de los solutos:

CUADRO 6.3
Métodos de Deteccién en Cromatografia de Capa Fina
Método Aplicacién Color
Inespecifico

Vapores de iodo
Ac. sulfirico conc. + calor

Especifico
2,4-dinitrofenilhidrazina
AgNO;/OH-

Acido iodoplatinico
Verde de bromocresol
Ninhidrina

Rodamina 6G

Compuestos organicos
Compuestos organicos

Compuestos carbonilicos
Compuestos carbonilicos

Bases

Acidos

Aminas primarias (aminodcidos)
Aminas secundarias

lipidos

Pardo-amarillento (reversible)
Negro (carbonizacion)

Naranja

Marrén

Pérpura-negro
Verde-amarillento
Azulviolaceo

Marrén

Fluorescencia amarillo-rosacea
(Agxe = 366 nm)

Aplicaciones: aminoacidos, azlcares, oligosacaridos, lipidos, esteroides y otras

pequefias moléculas.

Cromatografia en papel

Cromatografia de reparto y de superficie plana en la que la fase estacionaria es el agua

que queda retenida entre las fibras de celulosa del papel
Matriz: papel de filtro libre de contaminantes

Fase movil: disolvente organico o mezcla de disolventes

Factor de retraso

Rf = distancia avanzada por un soluto / distancia avanzada por el frente




