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Introduccion

El analisis de peéptidos y proteinas es esencial para
estudios biomoleculares y farmaceuticos.

Una de las herramientas mas poderosas utilizadas para
este proposito es la cromatografia de liquidos de alta

resolucion.

“High performance liquid chromatography”

Autor:Juan Pablo Reyes Grajeda www.inmegen.gob.mx
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| ntroduccién a la Protedmica Mé&dica

. Qué es la cromatografia?

Cromatografia
griego chromos = color

Es el termino usado para una familia de técnicas de laboratorio
para la separacion de mezclas

Esta involucra el pasar una mezcla de compuestos a traves de una

fase estacionaria, la cual permite sean separadas de acuerdo a
sus propiedades.

La Cromatografia es un método de separacion fisico para separar.

Dr. Juan Pablo Reyes Grajeda www.inmegen.gob.mx
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Cromatografia

En toda cromatografia existe un contacto entre dos
fases:

Fase estacionaria: fija
1.Alimina

2 .Silice

3.Resinas de intercambio idnico: son matrices solidas
que contienen sitios activos (también llamados grupos
jonogénicos) con carga electrostatica (positiva o
negativa).

Fase movil: fluye permanente durante el analisis, y
que en este caso es un liquido o mezcla de varios
liquidos.

Acuoso: Solucion amortiguadora

Organicos: ACN, MeOH, Isopropanol, etc.

Tipos: lIsocratica, gradiente.

Dr. Juan Pablo Reyes Grajeda 4 www.inmegen.gob.mx
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Cromatografia

Principio:

La muestra queda retenida sobre el soporte solido por afinidad
electrostatica. Dependiendo de la relacion carga/tamano unos
constituyentes de la mezcla seran retenidos con mayor fuerza sobre
el soporte solido que otros, lo que provocara su separacion.

Las sustancias que permanecen mas tiempo libres en la fase movil,
avanzan mas rapidamente con el fluir de la misma y las que quedan
mas unidas a la fase estacionaria o retenidas avanzan menos y por
tanto tardaran mas en salir o fluir.

Dr. Juan Pablo Reyes Grajeda 5 www.inmegen.gob.mx
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Cromatograma

Es la representacion grafica de la senal en funcion
del tiempo una vez que la muestra es inyectada a
un sistema cromatografico. Para obtener este
cromatograma a la salida de la columna se coloca
un sistema de deteccion y registro, que permite
responder a una propiedad de la solucion que

contiene el analito o del propio analito en funcion
del tiempo.
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Deflniciones

Tiempo de Retencion

El tiempo que transcurre despues de la
inyeccion de la muestra para que el pico del
analito alcance el detector se denomina
tiempo de retencion y se le da el simbolo tR.

Tiempo Muerto

Es el tiempo tM para que la especie no
retenida alcance el detector.



Definiciones
Constante de Distribucion

Los equilibrios de distribucion implicados en
cromatografia que suponen la transferencia de un
analito entre las fases estacionaria y movil.

Factor de Capacidad

Es un parametro (k) que se utiliza para describir las
velocidades de migracion de los analitos en las
columnas y se interpreta considerando que mientras
mayor sea el valor de este factor menor es la
velocidad de migracion de los solutos en la columna.
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Separacion de proteinas y peptidos

Para poder separar y purificar proteinas vy
péeptidos es necesario estudiar el caracter de las
sustancias y seleccionar un modo de separacion.

Para poder escoger el modo de separacion se
debe de considerar cual de los siguientes casos
describe mejor a tu analito.
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Analitos

® El caso en el que la diferencia en pesos moleculares es grande:

cromatografia de exclusion molecular

® El caso en el que existan diferencias en el punto isoeléctrico
cromatografia de intercambio ionico

® El caso en que existen diferencias en la hidrofobicidad:
cromatografia fase reversa

® El caso en que exista una afinidad a un tipo de resina:
cromatografia de afinidad

® En todos los casos hay que considerar factores como el pH,
termoestabilidad y concentracion.

13



Cromatografia

Usualmente es necesario de combinar los métodos

de separacion. Por ejemplo:

Desalado
(filtracion en

Salting Out ,
gel)

Cromatografia

de Interaccion
hidrofobica




SALUD

Fraccionamiento
por disolventes
Organicos
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Cromatografia

Cromatografia

de intercambio
ionico

Cromatografia

de exclusion
molecular

Cromatografia
de afinidad

Cromatografia
de interaccion
hidrofabica
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Cromatografia

Fraccionamiento
por disolventes

Organicos

Cromatografia
de intercambio
jomico

Cromatografia
de interaccion
hidraofobica

Cromatografia
de exclusion
molecular

Cromatografia
de afinidad
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Cromatografia de exclusion

molecular

La cromatografia de exclusion,
también llamada de filtracion en gel o
cromatografia de permeacion en gel,
se basa en la diferencia de
penetracion de las moléeculas en los
poros de la fase estacionaria debido a | . _
que la separacion obtenida depende B fr : el
del tamano de la molecula. Gel — &) '

-.:___. r o II|II
Je—Large /
/g~ molecules /

beads ﬂiﬁilr:.i'_ﬁl
M

El tiempo de elucion es proporcional
al peso molecular de los mismos, por
lo que no es muy usada con los
compuestos de alto peso molecular y
menor gasto en la columna.




Cromatografia de exclusion

molecular

® |La fase fija esta formada por particulas poliméricas o de silice
que contienen una red uniforme de poros por los que pueden
penetrar las moléeculas de pequeno tamano.

® Las moleculas de tamano grande se excluyen totalmente y son
eluidas en primer lugar, mientras que las de pequeno tamano
tienen acceso a todo el volumen poroso y son las ultimas que
se eluyen; de esto se deduce que el volumen disponible para
las moléculas pequenas es mayor que para las grandes.

® Por lo tanto las moléculas se eluyen por su tamano
decreciente.
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Cromatografia de exclusion

En resumen los factores que determinan la separacion de las moléculas son:
® El tamano del poro

® El tamano de la particula

® Flujo de elucion

Caracteristicas de las particulas: (fase estacionaria)

® Estables: mecanica y quimicamente

® Bajo contenido en grupos ionicos

® Uniformidad de poro y tamano

Los compuestos pueden ser derivados de dextranos (Sephadex), derivados de
agarosa (Sepharosa), derivados de acrilamidas (Biogel P) y esferas de vidrio.

Hay diferentes tamanos de particula para un gel: a menor tamano mayor
resolucion.
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Cromatografia de exclusion

molecular

1. Spherical parrticle
filtration medium are
into a column.

s oh the column.
‘1|.'ll-1.]]I..J mc I|.l..l..'l.1]I.."- dlﬂ'h s¢ into the pores and
are delayed in their passage down the column.
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Cromatografia de

exclusion molecular

Diferencias en
volumen de
inyeccion

26 pl, 1.0 mlmin (75 ermvh)

Vo

5.0 10.0 15.0 20,0 250 min

250 pl, 1.0 mlifmin (78 cmdh)

5.0 1.0 15.0 20.0 25.0 min

1 020 pl, 1.0 mbrmin (75 emdh)

|I' i

0.0 t — t +— t
0.c 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min

Coilwmin
Sample:

Superdex™ 200 HE 10030 (W, 24 ml)

M, Conc

Thyroglakulin GEQ OO0

Ferritin
lgiz
Trarsferrin
Crealbumin
Myoglobin
Vitamin B12
Sampds
concantrabion:
Samois
VOILATI 857

Buffer:
Fiow:

440 SO0
150 000
81 00D
43 O
17 500
1 385

15.2 mgfmil

1325 pl (0.1% = W)
23280 pl (1% = V)

30 1000 pl (4.2% = Vi)
.05 M sodium phosphats,
1.0 mbrnin (754 crmdh)

Influencia del volumen de la muestra en la resolucidn de los picos
El volumen recomendado de muestra es de 0.5-4% del total del volumen de la columna.
Se puade adicionar de muestra hasta un 30% del volumen total de la columna.

L tmgfml]
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0.15 M MaCl, pH 7.0
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Cromatografia de exclusion

molecular

lTodas las moleculas a separar entran en los poros de las esteras.
=1 la columna esta bien empacada, aproximadamente el 304 del volumen
total de la columna es volumen muerto (Vo).

high
Absorbance molecular
A weight

[ |
sample
injection ﬂ
volume | | void volume V,

= 5 = |
| mte”“emm_& | II total column volume W,
| molecular weight ||

equilibration

h :
VD; \\k_ ﬁ |||| ﬁ ;
v/ ) lLI Pis e

cv

i*"
Column Volumes (cv)

Theoretical chromatogram of a high resolution fractionation (UV absorbance).




Cromatografia de exclusion

molecular

Se utiliza como el primer screening de separacion para proteinas
desconocidas ya que:

® El eluyente se puede seleccionar facilmente
® Se puede separar por tamano de particula

® Se usa como método de purificacion



Cromatografia de Intercambio

loOnico

®Es un proceso que permite la separacion de iones y moléculas
polares basado en las propiedades de carga de las moléculas.

®Puede ser usada en casi cualquier tipo de molécula cargada,
incluyendo grandes proteinas, pequenos nucleotidos y aminoacidos.

®La solucion que debe inyectarse es usualmente llamada "muestra” y
los componentes separados individualmente son llamados analitos.

®Es usada a menudo en purificacion de proteinas, analisis de agua o
control de calidad.



Cromatografia de intercambio

ionico
® La cromatografia de intercambio ionico conserva los analitos basandose
en las interacciones de Coulomb.
Ventajas
a.- Alta resolucion
b.- Facil de usar
c.- Resultados altamente reproducibles

d.- Bajo costo

® | a fase estacionaria muestra en la superficie grupos funcionales ionicos
que interactuan con iones de carga opuesta del analito.
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Cromatografia de intercambio ionico

La separacion por cromatografia de intercambio ionico depende de la
adsorcion reversible de una molécula de soluto cargada a un grupo de
intercambiadores ionicos inmovilizados de carga opuesta.

La mayoria de los experimentos de intercambio se realizan en cinco etapas:
1. Equilibrio de la matriz (pH, fuerza ionica)

2. Adsorcion de la muestra

3. Comienzo de la remocion

4. Fin de la remocion

5. Regeneracion de la matriz



SALUD

Cromatografia de intercambio

Etapas: onico

2. 3 ‘ 0 O
Adsopbon h Start of _ Heganaralion
of samiple desorplion
substances

A @

= A | g
000
0 O O

() Staning butter counber-ions : Substances o be separaled E Gradiant wons
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ionico
®la cromatografia de intercambio cationico retiene cationes
cargados positivamente debido a que la fase estacionaria muestra
un grupo funcional cargado negativamente, como un acido
fosforico.

® La cromatografia de intercambio de aniones retiene aniones usando
grupos funcionales cargados positivamente, como un cation de
amonio cuaternario.

R-AH*+ M* + B <--> R-AM* + H* + B-

CATION exchangear with
exchangeable countar-ions exchangeable counter-1ons

ANION axchanger wilh

29
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Cromatografia de intercambio ionico

Principios.

La proteina desplaza a un ion de bajo peso molecular que se

encuentra unia

0 a una matriz de intercambio ionico y se une a ella. Es

necesario que

Punto isoeléctri

a proteina tenga una carga neta.

co de la proteina.

® Se debe usar un pH que difiera en una unidad del pl de la proteina.

®la proteina debe tener una carga neta suficiente para unirse a la
matriz, pero no tanta para que se requieran condiciones muy extremas
para ser eluida (alta fuerza ionica o cambios significativos de pH).



rom atografia de Iintercambio

ijonico ,
Union de la proteina a la matriz. La matriz y la proteina deben tener
cargas opuestas.

1 . Matriz con carga positiva, DEAE (dietilamino etilo): intercambio
anionica.

2 . Matriz con carga negativa, CM (carboximetil): intercambio catidnica.

Purificacion de una proteina.
Union diferencial de las proteinas a la matriz, (cargas netas diferentes).

Las proteinas se unen a la matriz con distintas afinidades, se separa
usando diferentes concentraciones de sal o variando el pH.
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Cromatografia de intercambio ionico

Estrategias de elucion.

Para romper las interacciones electrostaticas entre la proteina y la matriz, se eleva la
concentracion del contra-ion (sal).

Contra iones (sodio o cloruro, bajo PM),

d. En concentraciones bajas : son desplazados por la proteina.
b. En concentraciones altas : compiten con la proteina.

Elucion con diferentes contra-iones.

Diferentes contra iones tienen diferente afinidad por la matriz. Si falla la elucion de la
proteina con un contra ion, se puede utilizar uno que tenga una mayor afinidad por la
columna.

Otras estrategias de elucion.

Al cambiar el pH del buffer, cambia la afinidad de union de la proteina. La disminucion
de la afinidad se debe a una disminucion de la carga neta de la proteina.

32



A Instituto Nacional de

— \ Medicina Genémica

-

, ionico
La proteina no se absorbe a la matriz.
1 . La fuerza ionica inicial puede ser muy alta.
2 . El pH de la columna puede no ser el adecuado.
3 . La columna puede no estar equilibrada adecuadamente.

Rendimiento bajo.

El rendimiento normal es de 60 - 80 %. Un rendimiento mas bajo pueden ser
porque:

1 . La proteina permanece unida a la columna; se requiere una fuerza
ionica mayor.

2 . El pH de la columna no es el adecuado. Si el pH es muy diferente al pl,
la proteina se puede unir muy fuertemente a la columna.

3. Una proteasa esta presente en la preparacion.

33



Cromatografia fase reversa

®La cromatografia en fase reversa (RPC) permite separar
moleculas en base a su polaridad.

®El principio de la cromatografia en fase reversa es
semejante al de la cromatografia en capa fina.

®Sin embargo, aqui la fase estacionaria es de particulas de
silica quimicamente modificadas con hidrocarburos
saturados, insaturados o aromaticos de diferentes tipos.

®Esto convierte a la fase estacionaria en una matriz apolar.
Por lo tanto, para este tipo de cromatografias se emplean
mezclas de solventes polares, tales como agua, acetonitrilo,
acetato de etilo, acetona y alcoholes alifaticos.



Cromatografia fase reversa

®En virtud de lo anterior, este tipo de cromatografia ha sido
tambien llamada como cromatografia de interaccion

hidrofobica (HIC).

®En general, este ultimo término se ha empleado para
referirse a las aplicaciones en las que se emplean
substituyentes y matrices compatibles con fluidos
biologicos.

®Por tanto, el termino HIC es comun cuando se habla de

purificacion de proteinas y carbohidratos, en tanto que RPC
es mas empleado para referirse a la separacion de
moléculas en sistemas que son inadecuados para la
separacion de macromoleculas biologicas.
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Cromatografia fase

reversa

() - More polar analyte

B] - Less polar analyte |

|
Support particle Nonpolar Interstitial area
PROP Bonded phase  (mobile phase)

¢ Less polar (more hydrophobic) analytes are more
attracted to the hydrophobic bonded phase...

e ...more hydrophobic spends more time associated
with the bonded phase...

e _..and are eluted last. Methanol is active solvent.




Cromatografia fase reversa

®lLas moleculas se retienen en la columna en virtud de
las interacciones hidrofobicas que establecen con la
silica modificada.

®Aunque, las interacciones hidrofobicas son en
general bastante debiles, son tambien a menudo muy
numerosas y para eluir las moleculas es casi siempre
necesario disminuir la polaridad del disolvente; para
ello se puede substituir el agua de la fase movil con
un solvente organico cuya concentracion se va
aumentando gradualmente.



Cromatografia fase

reversad

75 % MeOH / 25 % H,0 FAST

60 % MeOH / 40 % H,0 SLOW

50 % MeOH / 50 % H,0 SLOWEST




Cromatografia de afinidad

Es una cromatografia que utiliza la alta
especificidad de las reacciones biologicas del tipo
antigeno-anticuerpo, hormona-receptor.

®Para ello un ligando de afinidad se une al soporte

de la FE. Cuando la muestra atraviese la columna
solo se retendra la sustancia capaz de reaccionar
con dicho ligando.

®Una vez concluida la separacion hay que provocar la
salida de la sustancia que dio la reaccion especifica.
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Etapas fundamentales:

1 . Inmovilizacion del

l] ga 4 d O Complejo M-I Mezcla
; Impura
2 . Adsorcion de la
mu eSt 'a 3- Desorcion de la sustancia fijada.

3 . Desorcion

M.L-P Complejo ML

A: Enlace covalente B: Enlace reversible y especifico

42
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FRINCIPALES METODOS DE INMOVILIZACION
INMOVILIZACION DIRECTA: Union del ligando al soporte activado

r"-+-""|
I N S
/ ] 2 - P

Tipos de M AA Ma L M

M=Matriz AA=Agente activante DM.A= Matnz activada

In m O V IIIZ a C I(’) L=Ligando  M.L=Matriz-Ligando

INMOVILIZACION INDIRECTA: Unidn del igando a un brazo

n espaciador previamente fjado a un soporte activado.

S i ae

M-E.E M-B.E-L

B.E =Brazo espaciador M-B.E = Matriz-Brazo espaciador
M-B.E-L = Matriz-Brazo espaciador-Ligando

43
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Tipo de enlace
L-Ivl

Estabilidad
del coraplejo

Interacciones
no especificas

Grapes quitnicos
¢ue reaccionan en
M actrvada

Algmlaraing

Excelente

Lminas prirarias

Derrvado de
Cathonato M-
sustimdo

Inestable a
pH=&y 10

Arunas prirmaras

Alta

& raida

Excelente

Lminas pritnarias

Ivlnderada

Sloilaring
Eter, Tioeter

Excelente

Arminas prirnarias
Hidromalos Tioles

Alta

Irestable a
pH alcaling

Arunas primarias
Hidrocalos

Ivloderada

Algmlaraing

Eter, Tineter

Excelente

Lminas prirvarias
Hudrozalos Tinles

Benzoguinona

Ivloderada

Eter aromatico

Buena

Arainas primarias

Peryndato

Mo toxaco

Catbinolarng o

Dbl

base de Jchift
o

Buena

Linas pritnarias

Cloruro de
tosio

Ivloderada

0.3-08

7.5-
10.5

Slomlreercaptan
o Alguilaming

Buena

Lrminas primarias

Linles

Diazonio

Ivloderada

0.5-1

6-&

Bz,

Iloderada

Tipo pp
(aromaticas)

Fenoles &minas
aromaticas

Tabla 1. Caracteristicas fundarmentales de los diferentes métodos de actrvacion e monovilizac 10n
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