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Técnicas de Análisis-Macromoléculas

Temario clase de hoy

1. Conceptos básicos y tipos de columnas

2. Tipos de cromatografías

Cromatografía
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a. Size exclusion chromatography (también llamada Molecular 

Sieve o Gel filtration).

b. Ion exchange chromatography (catiónica y aniónica)

c. Affinity chromatography

c1. Hydrophobic interaction chromatography (HIC)
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Tipos

Cromatografía – Tipos
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Generalidades

Cromatografía

Se pasa por la columna 
una mezcla de proteínas
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Por alguna razón (diferencias de radio hidrodinámico -tamaño + forma), 
diferentes afinidades de unión de la columna de la matriz o por 
interacciones electrostáticas), algunas macromoléculas se mantienen más 
tiempo en la columna (y en ese caso eluyen posteriormente) y otras se 
retienen menos (en ese caso eluyen antes).
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Generalidades/ terminología

Columna de fase sólida ("matriz", "resina", por lo general algún tipo 

de polímero, a menudo un polisacárido) colocado en un tubo de 

vidrio

Cromatografía
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- adsorbente: material sólido o de la matriz, una "fase estacionaria" 

a la que algunas moléculas se unen

- elución: el proceso de lavado de aquello que quedó absorbido 

(con un buffer de elución)
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Cromatografía

Cromatografía de exclusión molecular

Animación de la técnica (GE Healthcare)

http://www.gelifesciences.com/gehcls_images/GELS/Related%20

Content/Files/1314774443672/litdoc29091645_20140915112231.

swf
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Otra opción:
http://www.wiley.com/college/fob/quiz/quiz0
5/5-6.html



Principlos de 

SEC
• Las cápsulas o filtros moleculares se 

basan en el tamaño y forma

• La separación de las moléculas se llama 

fraccionamiento y se basa en el radio 

hidrodinámico de la molécula 
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Cromatografía

• El tamaño de poro de las cápsulas 

determina el límite de exclusión y por lo 

tanto lo que pasa POR las cápsulas o 

ALREDEDOR de estas 

BIORAD ©
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SEC

Hay varios tipos de beads (cápsulas) disponibles (hidratadas, de 

polisacáridos porosos (dextrano, agarosa) o de poliacrilamida) 

que cubren rangos muy amplios

Cromatografía
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El volumen de buffer requerido será función del radio 

hidrodinámico de las moléculas. Si son de forma similar, la 

separación será basicamente por tamaño 
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SEC

Cromatografía

Patricio Santagapita_CEBI_E1bSIGMA ALDRICH ©



SEC
• Las cápsulas de las columna poseen 

poros pequeños. Hay tamaños de 

poros variables

• Las moléculas más grandes que el 

poro viajarán rápidamente por la 

columna, ya que no entran entre los 
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Cromatografía

poro viajarán rápidamente por la 

columna, ya que no entran entre los 

poros

• Las moléculas más pequeñas que el 

poro pasarán por estos y tardarán 

mucho más tiempo en eluir de la 

columna 

GRAN DIFERENCIA CON 
ELECTROFORESIS

Nelson & Cox, Lehninger Principles of 
Biochemistry, 3rd ed.



SEC

Procedimiento

Existen kits 

comerciales 

fáciles de utilizar
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Cromatografía

fáciles de utilizar

BIORAD ©



Principios de 

SEC
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Cromatografía

Asociar quién eluye 

BIORAD ©

Asociar quién eluye 

primero o después con 

la “distancia” que 

recorrió cada molécula 

de una mezcla.



SEC

Ejemplo: mezcla 

de: hemoglobina 

y vitamina B12

• La hemoglobina posee color rojo-marrón 

y su PM es de 65 KDa

• La vitamina B12 is rosa y su PM es de 

1,35 KDa 

• Si el límite de exclusión de las cápsulas 
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Cromatografía

• Si el límite de exclusión de las cápsulas 

es de 60 KDa, quién eluye primero?

BIORAD ©

La hemoglobina eluye primero, mientras 

que luego la vitamina B12
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SEC

Detección (caso del ejemplo)

Cromatografía
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Calibración de la columna

- construcción de curva de calibración a partir de la determinación 

del volumen de elución en proteínas de PM conocido 

- uso de estándar interno 
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SEC

Det. PM polímero modificado (basado en alginato de sodio).

Cal. Patrones de pululanos en el rango de 5.800 a 1.600.000

Viny: 200 uL

Cromatografía
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Viny: 200 uL
Fase móvil:
Buffer pH7 
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Cromatografía

Cromatografía de afinidad

Animación de la técnica (GE Healthcare)

http://www.gelifesciences.com/gehcls_images/GELS/Related%20

Content/Files/1314750913712/litdocGE_Affinity_20140706224433

.swf
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Uso de ligandos específicos unidos 

covalentemente a la columna

Fundamento de la separación: adsorción 

reversible de los ligandos a la matriz 
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Cromatografía

Cromatografía de afinidad

Etapas (descripto en video)
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Cromatografía

Ejemplos de columnas afinidad comerciales

Patricio Santagapita_CEBI_E1b

SIGMA 
ALDRICH ©
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Cromatografía

Cromatografía de afinidad

Algunas propiedades físicas de las resinas utilizadas

Patricio Santagapita_CEBI_E1bThermo Scientific ©
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Cromatografía

Cromatografía de 

Afinidad • Usa tags de afinidad

- permiten que las moléculas se 

unan a la columna

- pueden ser específicos hacia la 

proteína de interés
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• Aquellas proteínas que no se unen 

pasan rápidamente por la columna  

• Se usa un buffer para luego eluir 

las proteínas que si se unieron 

BIORAD ©

Ej.: inmunoafinidad
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Cromatografía

Cromatografía de afinidad

Buffer de elución: dependiendo de la columna, se usan o una 

diferencia en pH (se baja el mismo) o se utiliza un buffer con el 

ligando libre específico de la columna (depende de disponibilidad/ 

Patricio Santagapita_CEBI_E1b

costo) que compite por la unión en la columna con la molécula de 

interés
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Cromatografía

Cromatografía de afinidad

Algunos ejemplos 
de buffer de elución

Patricio Santagapita_CEBI_E1bThermo Scientific ©
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Cromatografía

Cromatografía de afinidad

Si luego se debe separar las macromoléculas de ligandos 

pequeños o realizar un cambio de buffer (si requiero pasar de una 

columna a otra, por ej.): DIALISIS

Patricio Santagapita_CEBI_E1b

(uso de membranas semi-permeables a diferenes PM)
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Cromatografía

Cromatografía de afinidad

Patricio Santagapita_CEBI_E1b
Nelson & Cox, Lehninger Principles of 
Biochemistry, 3rd ed.
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Cromatografía

Cromatografía de afinidad

muy usadas:

- cromatografía de inmunoafinidad: se usan anticuerpos 

inmobilizados en la columna

- polyHis tags= la columna posee iones Ni2+ (o Cu2+, Co2+ o Zn2+) 

Patricio Santagapita_CEBI_E1b

que unen al grupo imidazol de las histidinas puestas ad hoc en la 

producción in vivo de proteínas recombinantes en el C-terminal. 

Se utiliza luego un buffer con imidazol para eluir. 

- cromatografía de interacción hidrofóbica (HIC).
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Cromatografía

Cromatografía de afinidad

Elusión usando buffer con imidazol – His tag proteins
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Cromatografía

Cromatografía de afinidad 

Elección de pH óptimo para elusión – IgG

(usando un gradiente)

Patricio Santagapita_CEBI_E1b
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Cromatografía

Cromatografía de 

interacción 

hidrofóbica

HIC

• Las cápsulas de la columna son 

hidrofóbicas

• La columna se trata con un buffer de 

elavada concentración salina 

• Aquellas proteínas que son hidrofóbicas 
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• Aquellas proteínas que son hidrofóbicas 

se unen a las cápsulas

• Un buffer de bajo contenido de sal eluye 

las proteínas menos hidrofóbicas

• Un buffer sin sales eluye las proteínas de 

interés

BIORAD ©



Paso 1: HIC
La muestra se adiciona 
a la matriz junto con un 
buffer de alto contenido 
de sal
- Las proteínas hidrofóbicas 
interactúan con la columna 

Hydrophobic 
bead

Técnicas de Análisis-Macromoléculas

Cromatografía

ej. proteína recombinante con GFP

interactúan con la columna 

- Los iones de la sal 
interactúan con proteínas 
menos hidrofóbicas y con 
agua 

BIORAD © 1-2 M sulfato de amonio; 3 M cloruro de sodio



Paso 2: HIC
Lavar las proteínas 
menos hidrofóbicas de 
la columna con buffer 
con bajo contenido de 
sal

Hydrophobic 

bead
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Cromatografía

sal
- Así se eluirán las proteínas 
menos hidrofóbicas

- mi proteína de interés 
quedará unida a la columna

O

S

O

O O- -

BIORAD ©



Paso 3: HIC

La proteína de 
interés se eluye de la 
columna con un 
buffer sin sales

Hydrophobic 

bead
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Cromatografía

BIORAD ©



HIC
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Cromatografía
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Cromatografía

Cromatografía de afinidad

- polyHis tags

Purificación de una proteína con tag de histidinas a partir de un 

extracto sin purificar.

Patricio Santagapita_CEBI_E1b

Otro muy usado es GST tag (glutathione S-transferase), y muchas 

veces se utilizan en combinación.

La enzima unirá a su substrato.

GST: 211 aa (26 kDa).

Brochure:http://www.gelifesciences.com/gehcls_images/GELS/Rel

ated%20Content/Files/1314774443672/litdoc28935364_20140706

223607.pdf
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Cromatografía

Cromatografía de afinidad

Ejemplos de kits: 

http://www.gelifesciences.com/webapp/wcs/stores/servlet/catalog/

en/GELifeSciences-

ar/products/AlternativeProductStructure_17312

Patricio Santagapita_CEBI_E1b
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Cromatografía

Cromatografía de afinidad + permeación

Ver animación 

http://www.gelifesciences.com/gehcls_image

s/GELS/Related%20Content/Files/13147744

Patricio Santagapita_CEBI_E1b

s/GELS/Related%20Content/Files/13147744

43672/litdoc3Dkit.swf_20120420125305.swf
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Cromatografía

Cromatografía de intercambio iónico

Animación de la técnica (GE Healthcare)

http://www.gelifesciences.com/gehcls_images/GELS/Related%20

Content/Files/1314774443672/litdocGE_IonExchange_201304072

21710.swf
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Ej. de resina aniónica (+)

http://www.wiley.com/college/fob/quiz/quiz05/5-5.html

Ej. general – independiente de la resina-

Fundamento de la unión: interacciones electrostáticas
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Cromatografía

Cromatografía de 

intercambio 

iónico

• Las cápsulas de la columna 

están cargadas: 

-positivamente (+) - aniónica (ej. 
grupos DEAE -dietilaminoetil-) 

- negativamente (-) - catiónica (ej. 
grupos carboximetilos (CM))
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• Las moléculas a ser purificadas 

deben poseer una carga opuesta 

a las de las cápsulas de la 

columna

• Aquellas moléculas que no se 

unen a las cápsulas, pasan por la 

columna rapidamenteBIORAD ©
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Cromatografía

Cromatografía de intercambio 

iónico

Columna catiónica (carga -)

Todo lo cargado en forma (-) 
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Todo lo cargado en forma (-) 

eluirá primero

Luego eluirá desde lo de menor 

carga neta (+) hasta lo de 

mayor carga neta (+)
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Cromatografía

Cromatografía de intercambio iónico

Las columnas presentan grupos cargados. Si los grupos 

ionizables son ácidos o bases débiles → dependerán del pH del 

buffer!

Patricio Santagapita_CEBI_E1b

La fuerza de unión dependerá: 

-carga neta de la proteína (pI)

-concentración de sales en el buffer (competencia con las 

proteínas por los sitios de unión de la columna)
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Cromatografía

Cromatografía de intercambio iónico

Entonces,

Mientras mayor sea la diferencia (pH buffer y pI) →

> carga neta de la proteína al pH del buffer

Patricio Santagapita_CEBI_E1b

→ más fuertemente se unirá a una carga opuesta en la matriz y

→ mayor es la concentración de sal en el buffer para eluirla

Eligiendo adecuadamente el buffer de elución (generalmente se 

realiza un gradiente que incrementa la concentración o pH), se 

pueden separar proteínas específicas de la columna en forma 

diferencial
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Cromatografía

Ejemplo purificación para una enzima

Patricio Santagapita_CEBI_E1b
Nelson & Cox, Lehninger Principles of 
Biochemistry, 3rd ed.
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Cromatografía

Problemas en pdf adjunto

Patricio Santagapita_CEBI_E1b

Problemas en pdf adjunto
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Cromatografía
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Cromatografía
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Cromatografía
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