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^ Vamos á considerar ̂ previamente algunos, 

conceptos generales,^ intentar^ definir la cro- 
E^atografía es algoi-jiifícil por extensión pero' 
pfoderáos entender"^ ¡por cromatografía todos 
ajquelloi^ procesos que perm iten la  resolu»-. 
ción de  xma mezcla^ por séparáción efectiva 
de aigunos o,todos sus componentes en fases 
de concentración’̂ distintas de aquella en la 
cual &e ericoiitraban.’ independientemente.

Los’̂ iprocesos cromatográficos pueden c ía - ' 
sificars^e en dos 'grandes grupos s^egún Cas-

LUIS MARIO SCA V lN If | ; \ ' | . | Í

cipalm ente de adsorben te ,‘. hay^ comtjeti-:^^ ; 
ción en tre  solvente y., adsorbente =de I
resulta una separación de'Jos'^ com puesto^-í' i‘

que ' son e^tra&Jos, ,las^ 
de ; uniones: i h i d r ó ( g ; e n & ^ '®  

i-c.iicnt-c auaorbidas.,, "i’ 
adsorción está favorecida *’por la -a ltá  

idad, incremento en  el núm ero <Jejgrü-§

según la form a en 
sustancias donantes 

t son fuertem ente adsorbidas.
La

polaridad, _________ _ ____________  ̂ _
pos funcionales polares o de núcleos arcH.; 
máticos, (para m uestra no* pqlarí se^^ sa  í';/.» 
adsorbente activo y para  • polar-^ adéo;'bente'^^|^í"'•|;-’;

r -v :   ̂ -  .. -  .
S j A) Croirmtogfafía de adsorción

W ^  fase- sólida^más fase líquida
>i , fase sqlida. inás fáse gaseosa

t" - ; ' ■' • l ■
B)¡ Cromatografía (ie partición

líquida^.tnás fase líquida^
- . f  u - '* fase líquida m ás fase-gaseosa ,

A
tf  f  ̂  grupo A) la (polaridad se debe a la
^ disposición de las moléculas en el espacio

f Alt----- +__ ----- funeionales, p rin - , que ocurriría en' '  '1 *y í-  ̂ los-diferenies grupos funeic

- i-i*';''' i ■: ■ * ' TABJ.A 1

í  í  '■.

' \i 1.^ ' 
(Nb .polares "\

;4.

.1 ' ■

■ , í ;

■n. ■•

‘■A i

polares

inactivo). ,-f' : j :®
El m aterial adsorbente iñáis ^̂ ilsado-̂  e^ 

óxido de alüminio y  se observó que lós aí-" ' V 
coholes, aminas, aldehidos spíi fuertem ente^, 
adsorbidos en una capa monorholéciilar, 
ser donantes deJL-hidrógeno,!-.:, '.sy<^V 

En el grupo B) la  separación fésulí% 1ie “'4|<: 
una pequeña pero bien definida diferencia" 
de solubilidad en las dost''€asés,¿/una fase,* 
fija  constituida por agua reten ida soibre im  
soporte inerte y  oona fase m óvil, fojrmada p o r 'ij <,, #' 
solvente orgánico. El proioeso 'es similar ¿feij?
—   :_r_ extractor continuo i í - v i

■rp i í  f ,  ■ i  ■t. ' i-iV-/''

t .í ■ Solventes
■■-i------ -̂------------

,D (constante 
dieléctrica) ^

------^ ^ — T~~-—7;-"  ̂ " 7 ’
Ordendfaltéraclón' '. 

de la polaridad ■ '
■ ■ : j  :

. . hexano (N * 1.9 -C 1  -■ í ; l í ' . - b r
E ter ¡petróleo ' i . 2 .0 - H  . r  ,

’ . 'ciclo hexano 2 .0
. c k -c  . ; . 2 .2

Benceno 2.3 —N(C:H.i)-J
Tolueno * : . .■ 

'■'^Tri G1 etileno
2.4 í- —C O -CH a í  ‘  ̂ ""f T‘:
3.4

E ter dietíilico ,, 4.3 —.n: (,.
—NH-j C0--^CH3, Cloroformo 4.8

^Acetato de etilo 6 .0
- O HPiridina 12.3

Isopropanol 18.3 ; •i"-' >
Acetona 20.7 -CO-—N H-i, „» 1 - . '

■**:propanol N , 20.1 " i  -i.
Etanol 24.3 -^COO V ' . í
Metanol 32.0 .
Acetato de etMio 37.0 ' : l  - li . ■ .'1 ■ k
Agua • 78.5 j

- • '"i

■: '5
V ' I

'■ í'-'.. ,;-'S •' &

Comisión NadOJtal dé “Energía Atómica
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• ' , qiiido-líquido o | ei>- una colunma rectifica- , Además de esa ‘ asociación polimpleculax? • ■,., 4,1. .-' 3¿, qiíido-líquido oj ei>- una columna rectifica-
‘‘.-V<iora de gran  núm ero de platos.*■■’. ■*'.: -.í;

•,. ' P a ra  ver.'ilo que ocurre imaginemos una 
. / ’-'/coliim naí cromatográfica dividida en una 
',• ■:. .gran-cantidad de zona o ¡platos teóricos. En 

'n. la parte su perio r 'se  introduce la  mezcla de 
’aolutos, la fase móvil al flu ir por esta zona 

y  J  perm ite*que parte del soluto se solubilice en 
. '■'■ella,, en ,’un  pasp siguiente al alcanzar , un, 
V nuevo ■ plato y  encontrar a la fase líquida 

’ --una; verdadera ¡partición ocurrirá, entre el 
, poluto, y .iaa .dos; fases. . , - ■

‘. V .Existen o tros, tipos de crom atografía que... 
r : " "no entrarem os ,a considerar,, y que son cro- 
I; 'm atog rafía  d s ‘ partición en fase inversa,

■ crom atografía en  ’ capa delgada, cromato- 
‘ ' '¿rafia de . agentes complejantes, etc.'

..... Dentro -dq los solventes podemos hacer 
, •,'.tiná clasificación gn orden; de poláridad se- 

é ^ r i  se ye en .tab la  
f ̂  4 ■

.Lal'D, dependen de  las m oléculas' polares 
, por unidad de volumen y ‘ disminuye cuan’ ' 

do aum enta la  masa molecular.

iV '
. vnúcíéó bencénico es un' agente núcleo-,

; fílicoí dador d e . electrones, y  por lo tan to  es
, reductor. Los 'agentes electrofilicos son

V ."jj aceptores- de electrones o sean agentes oxi-
í.'i dantes.

Además de 'esa'"asociación polimoleculax^ 
Se produce para  los ácidos carboxilicos una 
asociación. birnolecuilar. , f ' " j,

O H — -O,. ' 

O  

■ - t

■ R
ti.

,-r

Cuando el hidrogeno de un  ¡grupo jOshi- ,* 
driío es reemplazado por un grupo* alquilo 
(no. polar) disminuye . la  ' tendencia a. áso- V
ciarse y el compuesto está .más próxim o a
lás sixstaniciaa nó polares.

. , /  ’. a) Compuestos polares^ o electrovalentes 
¡\ .son aquellos que está ionizados, son capaces 

' , de  en tra r en'-reacción,'¡hiervan o altas tem - 
;. , paraturas; no foráian .isómeros. E ntre los 
-' am ipo ácidos ipodemos, citar a la lisina, ar- 

!. ■;* .«ginina,. 'á c ^ d ó a sp á rtic o ,' ácido glutámico,
- ■ histidina, ..tirosina y contribuyen a cargar 

.: los grupos iónicos en el ■ punto, isoaléctricó
■ ... d e 'la s  proteínas.-, -

( . i ,‘ Esos t ip o s \d e , compuestos tienden a aso- 
i ciarse, poseen más de un eje de simetría, 

un eje perpendicular a un plano de sime- 
■f tría  y tres planos de simetrías.

Este fenómeno se produce entre aquello?;^. 
,<;ompu2stos .con: grupos oxhidrilos, aminos,

•■ )(, iminos y  eñ 'e l. caso del agua.
''

Ejemplo; agua ¡hieroe a 100<?C, ie l’ e t a - ■ 
nol hierve 78'^C, el é te r etílico ¡hierve a 
36Í1C. '■ ' 'i

b) Compuestos na  polares o covalentes/ 
Sódó disuelven compuestos del mismo .tipO'V 
porque no tiene fuertes dipolos con los ■ 
cuales rom per la atracción iónica^ escindir 
un  enlace covalente ,0 form ar asociaciones j 
complejas. •■ . , • '

E n tre  J'ts aminos ácidos no polares pode­
mos cita - la alanin^v valina, leucina, iso-' 
leucina, fenilalam n4  cistina, metionina, 
prolina. ■ .

Todos ellps reducen la  solubilidad de las 
proteínas en  agua e increm entan la  "solubi-* . , 
lidad en solventes de baja ^iponstante die- ; 
léctrica CD). í,
' (Respectoal fenómeno de adsorción en 'sí, ' 
es tm  fenómeno físico químico m ayor en so­
luciones diluidas, que consiste en un a u ­
mento local de la  concentración en  las yé- 
cindades de la superficie que lim ita dos.;fa- 
ses y  es la  relación d e  la masa de  unájS i^- ' 
tancia adsorhida (x) sobre una, masa, de,-a

t

. ¿ ' e

S,,#

: t

f;

,

adsorbente (m ).

v i Isotema de Freundlich
1 i

■ - i:
— —  k.C
m

i
H 1-1

.V',

0:H H — - 0:H
:  ' ' ■ j; i‘' ■' ' 

í i í ' ■ l ’.¿ 
' - • 'I- '. ', ’

■ ' i. ' M ■ - .;í •-
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Archív. A . de Alergfa

Y
■■■ V K =^cte.

. . . .  - 1  

T *— =  c te .'
■ . j i j  ‘ n

■■
i .

■ i 
■ r .  í"

; " Isoterma^ de Langmuir — =
K i .K l’.C

m 1 + K i.C

r ’ ,

...^k -'.t

1 +  K _ 

x: =  posición media.
i

p : j

,X̂ * /  'Ícl c=:’cantidad de sustancia que saturaría
* ’ > '  un área del adsorbente con una
í  ‘ ' ' V ÍJelícula monomolecular.
. k2 ; =  icapilaridad de la sustancia adsor-

f bida.

Para explicar el fenómeno^ cromatagráíico 
Sevidan. L. ('S )'considera el movimiento de 
una zona de siem bra a través de la colum­
na. Sea h el espesor de dicha zona, al 
al t  =  O y X O. ' * .

Es conveniente imaginar la columna cro- 
matográfica como una columna de destilá—, , 
eión fraccionada -descomponiéndola eh p la to s . 
teóricos, es decir en elementos de un espe- . 
sor ta l que la solución qu& abandona cada, 
uno de ellos está en equilibrio, con la con^ 
csntración media del soluto fijado sobre la ''' 
fase inmóvil. " ' ' ' ' '  ■ «í

Cuando qiueremos separar  ̂sustancias ■ de 
peso molecular cercano, aürnentamo^'' el 
núm ero de platos teóricos por lo. 'tanto .,, 
aumentando la eficacia de la separación,^'-,i

i

i:-

* h

t = 0  
x=0

,

X

P)

(n)

^   ̂ tiempo ^
 ̂ , desplazamiento de la .imuestra

Se añada luego e i  solvente para el que 
f ,existe la siguiente relación: . .

' , ' ■ V.; ’ «i ' ■ ■ • . . .  , , •>
Qí t i r  k. Qm

'  ' • ' ' " Qf'. '
;'V :, ------ . ' , ,

■ ;■ -r '- ' , Qm
i ' '  -i, V ' Q Qf +  Qm

' Qf: =  m cléculas'disvueltas en la fasa fija
- ' Qm: •= moléculas disueltas en la fase

■ i ■■ :móvi) ' -

I K: =i coeficiente de distribución
tf  k. tm
t tm  +  tf _ ,, ' ,

| í
ÍP '' V . , u.- ^
V¡ .  ̂ '• . .h '  : -.4.- . ': :-t
>v) . “íL. * . <■ • . * tn i =:

l + K

'.4

('■

: i )
■

Fig. 1. M ecánlsm ó -tie 
funcionam iento de una 
^)Ium na  ̂ c rp ina tog ráfica  
sem b rad a  oon „utia m ues­
tra  que se  ^desp laza a   ̂
posiciones" x y x '.  Repre-,,^:. - ¡ %- '* 
sentando la concentración  i 
lie eluídd :en junc ión ' d e l ,  S. 
desplazam iento* tenem os ^ 
Jüs gráficos (t) , y (2 ) . >

• * í' - J i"
. . • T

• :7> '■ • s- •'■ ■ .. . ^
El coeficiente vde partición ’ tien e - m u-

cha im,portancia pues si tenemos k, k ’i .k”j, '
etc. coeficientes,.', las distancias ¡recorridas^
serán: , . .. f >" .  ' i r ' ' '’’*".-.V"

1 +  K ^  ■ 1 +  K’ : '5' k ’!.í' ' í •

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA POE^. ,
TAMICES MOLECULARES f

' -  .  ̂ ‘ 'V K  '.,4
' ' ‘ ^ ■ f .1 

El uso de esta técnica para la separacióa;
de moléculas de diferentes tamaños Flodin PiJ ' ; : 
(■'’), (®) y su utilidad en la desalinización . 
de proteínas P o ra tb  J .‘y col. tP )  y el í r a c - - ^ ; ,^  
cionamiento de las mismas. * •'{ '/ ■

. . . ■ < •  s • .t- , -i V‘ í ' i  - .« ,

i'-*.'
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*•* Z**- tu«« 1r»c! /iH5r-nr»« rilc+inírw +Qm'afiri /’nmr\ Inc nii<> Sa • nihRf̂ rvAn-  ̂m /  • ‘ S !-V*' ^  m a s c a n  sido 'de gran utilidad en los último? distinto tamaño como los que se obsérvan

' -años: Para ello se utilizaa-on partículas de ¿ en la tabla 2.
' -  _ ■ ,  ̂ < ’v , ■■■

>‘ '■>. ’ >> v?<‘ ,;,'
' j S  ‘M ; ;

'*-í ' ■■ ‘*'■ ■■■"- 

íK'i'''':'

TABLA 2

i ' ’- -

.■'i,,-.
l ' i 4(| ■■! 

i'
' S ? ■

■. í •íi
:.íi
i.- -r» 

í ;U ; . r '  
■/>■■!“

1 <
-I

I <•''■

S & ph adex  
' '  ?' .  ̂ ; t ip o  ■

í, .
! -VtU'' ■■*'•’ •- M • T _ ?  >

Diámetro
p a r tíc u la

( u )

m
I I^¿3 Q)
o S - g

C fl'O ñ  ”  oí 

> ”

i '  -

' „  ■ ‘  ' ■

■■ ■ irt '  ' í'  
K f ” ^

' í ' «■ . * • • •

- 'i- . „ , i
* ■'

R a n g o  d e  F r a c c io n a m ie n to

p é p tid o s y • >1 ■>
, p r o te ín a s  
f  g lo b u la r e s  "

. D e x tr a n e s
■ . ' i

Sephadex G-10 
. Sephadex, G-15 

Sephadex' G-25, grueso 
ígephadex G-25 medio 
.Sephadex,; G-25, .fino 
■¡ '(fines' prepai-ativos) ■/ ’ 
■ Sephadex G-25 super •

■ ' ■ • ; ■ fino 
(alta;resolución) . ,  
Sephadex ■ G-50 griieso 
Sephadex G-50 medio 
Sephadex G-50 fino 

■; ífines preparativos) 
-'.Sephadex, G-5(> super 

i , ':> j,;, j■■ *.4; 'fino ',
; (alta'resoíucióh), , 
Sephadex ’ G-75 ' 
Sephadex ,-jG--75 ’ super 

 ̂ i  : i.  : . , -fino 
Sephadex.‘G-lOO , ; 
Sephadex , G-100 super ' 
,. i' ' "■ :, fino
■Sephadex G-150! 
Sephadex ■* G-IBO 'super 
’' i' s  ̂ ,. fino
.Sephadex;» G-200 
Sephadex ■ Cf-200 super

fino

40-120 
40-120 

100-300 
50-150 

■-20-80 .

10-40

1 .0 ±  0.1
1.5 ± 0 .2  

: 2 .5  ± 0 .2
2.5: ±  0.2
2.5  ±  0 .2

„ 2.5 ± 0 .2

2-3 
2.5-3.5 

'  4-6 t 
4-6 . 
4-6 *

4-6 -

■ ’ , '^i;-;700'. ' 
, ( 1500 

í 1000-5000 
1000-5000 
IOOOtSÓOO

1000-5000,

700 
1500 

100-5000 
100-5000 

■» 100-5000 .■>
1̂.. -  
100-5000 ,

' , A"
-■

100-300
50-150
20-80

5.0 ± 0 .3
5.0 ±  0 .3  
&.P ± 0 .3

9-11
9-11
9-11

1500-3000'
1500-3000
1500^-3000

500-1ÓOOO 
50O-100ÓO ■ 

. 500-10000

10-40 5.0 ± 0.3 9-11 1500-3000 600-10000

40-120
10-40

7.5 ± 0.5
7.5 ± 0 .5

12-15 
12-15 ;■

.i.

30ÓO-70000
3000-70000

1000-50000 ’ 
1000-50000

40-120 
10-40 ,

10.0 ±  1.0 
10.0 ±  1.0

15-20 
15-20 :

4000-150000
4000-150000

lOOÔ lOOOOO
1000-100000

40-120
10-40

15.0 ±  1.5
15.0 ± 1 .5

20-30
20-30

5000-400000
5000-400000.

1000-150000 
. 1000-150000

40-120,
10-40

20.0 ±  2.0 
20.0 ±  2 .0 ‘

30-40 
.'■? 30-40 :

5000-800000^-1000-200000 
' 5000-800000" 1000-200000

, i ,
■r. ■> •. %

..‘V 

í i , -

■t'
' ; S  '•■’ 'ij' i, - ~

'■ ’Í ^  ■

>■

r : m '
■t>,

.,f-' 

< * •

- 1.

. <y X K

ivji;.;;
v,V '

t ', ‘1

Vi

* 9 .•
■■ ■ l í - '

•É stc K  d a to s h a n '. s i d o  su m in istra d o s p o r F h a r m a c ia  AB, U p p sala. , ■ 

f \  ; i- ' - '
.'ji El 'gel consiste .en, psqueños granos hidto- determinado aloja un a ' ; Cantidad, dí? agua |  ¿ ' f'i, . 

^'filicog de ,una sustancia hecha insolublb por llam da a de - recuperación o sea , gm agua/ . ’I  ̂ s -. 
— --.j.-. ,. . ,, , , ■ ¡sustancia seca. V ■

El gel es estable en Eolúciones alcalinas * 
y  acidas débiles, én ácidos fuertes y eh 
caliente se hidroliza la unión glicosidica. > ,< , ■

^'filico’g de ,una sustancia hecha insolublb por
 ̂ . encadenamiento cruzado, del .polisacárido

dextran, ello consiste en im a tram a trid i-
’a m ensionaí con carácter no iónico y las
 ̂ ,; , propiedades' piolares se deben -enteramente

contenido de grupo hidroxilos con carga
. ' . l , j n e g a t iv a .  ' ' i  , -  , . .  v 

 ̂ ■; ' ' '. í ■'■" '
,i, v  ".í j<,»‘A r  variar los grados de encadenamiento
■ [ cruzado v a ria 'la , porosidad de la trama, un

;^alto;'grado : de entrecruzamiento en la es-
.-i ^  trücturas.com pactos produce baja polaridad,

.í y un pequeño’ entrecruzam iento de estruc-
i turas mayor»'polaridad.

, , P or^  BU-.^'carácter ‘ hidrofílico tiene gran 
• V ,'.afinidad por,el agua, Cuando se pone en agua 
■ h in ch a 'y  sd grado de hinchamiento está,
í ':  ■ 'determinado por la porosidad de la  trama. • 
y i '" p í '. E l g e r con^un grado de entrecruzamiento

TABLA 3

Tip o  d e S e p h a d e x  
í .

T ie m p o  m ln ijn o  d a  
h in c h a m ie n to

a  tem p . e n  a g u a  
a m b ie n te  ' c a lie n to

G-HÍ, G-15, G-25, G-50 3 h. 1 h.
G-75 24 h. 3 h.

G-lOO, G-150, G-200 3 d. 5 h.

■,,4 -

Puede esterilizarse por autodavado a 
100''C-40 min. S i se calienta a m ás. de 
120í'C puede comenzar a caramelizarse.

■ <('

T’;,
f -i
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La capacidad fundam ental de lesta resina 
■es excluir solutos de gran peso molecular y 
de peirmitir la difusión de  moléculas peque­
ñ a s
- En las columnas empajquetadas el agua 
•está en dos porciones; interna y extem a. La 
j>rimera es Vi (volumen de agua interna) y 
la  otra Vo (volumen de agua externa).

Vt Vo +  Vi -f  ,Vg

Vo: volumen de agua externa o volumen 
..m uerto  ,

V i : Volumen de agua interna
Vg: volumen g e^  hidratado; ■

Esto nos da e l volumen total de la colum­
n a  empaquetada. ¡El coeficiente de distribu­
ción p ara  soluto entre el agua en las granos 
del gel y el .agua circundante se llama Kd. 
si el Kd =  O''la sustancia’es excluida del gel 
K d — 1 adsorción to ta l al gel.

Ve Vp +  Kd' . Vi
V i-V o  V e-V o -

a .W r

Volumen
V e

tiempo. X sección 
'  '̂cmS pesados/seg

■Ve
cm

seg

. 'V ‘
. r

Vm <  Vs Vs <  Vi (K d’ — .Kd”) ., ' , .

lEl factor principal que determ ina el coefi-' -f 
ciente de distribución es el volumen de,las / j 
moléculas de soluto. ■" '

P ara  moléculas m uy grandes como protei- , 
ñas con Kd =  O y solutos de' pequeño peso’ . 
molecular como glucosa y clw uro de sodio 
con Kd — 0.7 a 1.0. Se pueden usar 'colUm- ,,  ̂ , 
ñas con peqceños núm eros de platos y  con- ■, ' 
seguir una buena resolución. (Fig, 2). ? - ’ ;

> »■ 
'■f 

■i'

V e ':  Volumen de elución, o sea volumen 
. eluyente ¡para m over una sustancia 
d e  la  parte  superior a la  inferior de 
la  columna.

a: Peso seco de la muestra.
Wr: agua de recuperación.
El volumen de elución (Ve) se ¡puede 

'«xpresar como la velocidad lineal de un 
líquido en la resina

OO 
Q . * 0  ®  

( ? ) ; ( %o®o o
-t:

{ * 
•; 'f

/  ' *

. s. ' , f -í- j '
i' X ‘i ’ V* ■

■ ' ¿ • •

^ 'C u a n d o  queremos seÍDarar dos sustancias 
con Ve’ y' Ve” distintos debemos aplicar la 
«iguiénte relación ” ,

,Ve’ =  Vo '+  K d’ . Vi ■
' T   ̂ Ve” c=  Vo +  K d” . Vi

■ Kesitahdo =  Ve’ — Ve” =  Vi (Kd* _  Kd")

k Luego dos solventes con los coeficientes 
'de distribución K d” y  K d’ no pueden ser 
introducidos en  el lecho del gel en un volu­
m en m ayor al que da (Kd’ — K d” ). Vi 

' -cuando quieren  ser separados completamen- 
 ̂"te, o sea debe cumplirse la siguiente relación:

4 '  -  ̂ J -  V * -  :

Tres etapas de vía séparación simple por 
filtración en gel de Sephandex.;Los puntos 
gruesos representan, m oléculas' de alto.peso;, 
molecular y  los pequeños moléculas de bajo 
peso molecular. Como las moléculas pasan 
a través del gel á distintas velocidades 
emergen al final de la  Columna: sepai-adas,- 
una de otras; , ' ( ' - . - ' '  ■'

D e t e r m i n a c i o n é s  a n a l í t i c a s  a  e f e c i i c a r  a  la s  
r e s i n a s  ‘ • «. ' ' . r , . 'i  ̂ y

1> H u m e d a d E s  la cantidad de agua q u i  
:íi posee una m uestra de resina. Para la'' 

determinación de la  misma se toms^ uná ; 
j,-* can tid ad 'd e  m uestra. ’ Se pone en un c r i s - ■

i

.C
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■'.i ^  '  talizador pesado previam ente y se vuelve 
í a  pesar. Sé calienta en estufa 12 h. a 

1059 _ iioftc y  se coloca en  un  desecador
• con anhidrido fosfórico, se deja enfriar y 

se pesa repitiéndose la  operación hasta
r# conseguir constancia de peso. Dicho va-
; . lo r restado del valor obtenido anterior- 

' .  m ente y  multiplicado por 100 nos da el 
% hum edad.^

2) Capacidad — Son los números de sitios 
intercam biables de una resina y se 

%  ' expresa "como mili Equivalente (m B q )/ 
tU rg m  resina. Influye en este cálculo la  ve- 

•,' locidad '‘de intercambio y  el equilibrio.
m P a ra  está técnica se tom a 1 g de resina

• 'i r  más 200 m i de HOlNa líN) más CINa al 
> ir' 5 % se*" deja una noche y  se valora por

. i  re tom o el H +  con una solución de 
HONa 0.05 N. '

' .'t 
4 -f

ST.

■ ■ ‘ •> V.

;« ■- i--,

Si queremos calcular el coeficiente de 
partición en tre  la  fase líQuida y  la  fase del 
gei podemos hacerlo apliccindo la siguiente 
relación • - .

Ve — Vo
KiíV

. '.V

im E qH +/g resina t=  -
mi. HONa x  N x  f x  20

V ■

peso m uestra seca 
‘ Ejemplo: P ara  2 g de m uestra llevé a 

t  volumen y ,̂ tome 50 mi y  en la titulación 
gasté 10,2 n ü  de HONa 0.05 N f 1.050

m  E q.H +/g resina c=
’10.2 X  0.05 X  1.050 X 20 —  5.3

2  gm resina seca 
' En e l  caso, que la resina sea aniónica el 
■’ , 'cálculo es sim ilar aplicando para  titu la r el 

librado la siguiente ecuación;
■ .‘m  Eq HO/gm  resina =  .

■'mi. ' HCl X  f X 20

. ' t í

.»• i 
I .

peso m uestra seca 
3) Coeficiente de distribución. — Como se 

ha visto anteriorm ente el coeficiente de 
distribución Kd mide la  relación entre

■"la fase móvil y la fase fija 
(x) móyii y la  (x) fija  (7)

(x) fija

(x) móvil 
Ve — Vo

L z Ve Vo
Vi

Vt-Vo-mg.Vg 
Vg c=  0.6

•.r

:-4^
-  • , ' 

■ _ . w.'

" -é- 
K d =  =

■■'í! ;■* t

1

W r '
[Ve — Vt +  a (W r +  1)]

V«t — Vo

Este coeficiente es independiente de la 
compactación del gel.

Se llam a volumen libre de una resina a 
los intersticios de la  misma, siendo aproxi- 
madamente'*un 40% para  los tipos de Se- 

 ̂ phader G-25v G-50, G -7 5 \y  u n ‘ 3<í%- para 
G-lOO, G-200. - t : ' ■ :

4) Adsorbentes. — Pueden ser de dos tipos 
polares y no polares. E ntre J.osí polares 
tenemos la  sílice, óxido de aluminio, 
tie rra  de influsorios, carbonato de cal­
cio, óxido de calcio, etc^ Estos compues­
tos absorben moléculas ionizables cuan­
to mayor es la  constante de disociación.

•' ^^.bsorben ácidos, amidas, alcoholes, ami­
nas, ésteres, derivados nitrados, éteres, 
liidrocarburos no saturados y saturados. 
I k)S no polares, carbón activo,"'talco, las 
moléculas que form an m ejor puentes de 
H -H  serían igual en  todo lo demás, las 
menos adsorbidas. ^
l i i  las 'macromoléculas íh^y disinünucióa 
de la adsorción con el incremento' de la 
molécula y  el equilibrio Centre el soluto 
y  el solvente sé establece luego de cierto 
fieríodo.
Ultim am ente han a¡parecido u n a  serie de 
sustancias con propiedades de intercam- 
hiadores catiónicos usados para  in ter­
cambiar iones de soluto con carga positi­
va entre, ellos, caboximetil celulosa 
CMC) Sulfo etil celulosa (SEC), celu­
losa fosforilada (CP) Sulfom etil -celulo­
sa (SM C). Igualm ente existen del mismo 
tipo pero del grupo de resinas Sephadex, 
CMC-Sephadex, DGAíE Sephadex, SE 
Sephadex. (3).
Entre los intercambiadores amónicos, 
usados para la adsorción de sustancia 
con carga neta negativa Dietilamino etil 
celulosa (DEAE) Trietilamino etil celu­
losa (TEAE celulosa). Esteola celulosa,’ 
g:uanidino celulosa (GC) para  amincS 
benzil celulosa (PABC). Igualm ente laa 
clel tipo Sephadex con los mismos grupos 
básicos. (Tabla 4). Si la información irí-- 

” dlica que la molécula tiene más carga

-.,e
‘.H

' ■  ̂ <
' i  ■.‘■«•i. J

■"-rVr-i
. . ?• ... > ,í • • t

í . - ■  ̂ -íisiV
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I n t e r c a m b i a d o r é s  i ó n i c o s  d e  S e p h a d e x  * «  ̂ ■> •

-  1

< í; .' Sepihadex  
t ip o

.Si .

G ru p o  Ión ico
F o rm a  

c o n tr a  lá n

C apacidad.
to t a l

m E qi/g

O p a c i d a d  
d e  HémoglCT^‘
■ b in a  g / g  1.

V o lu m e n  
d é l le c h o  
. m l/ g  '

»,¡

■ 1' "  ,

■ i ,  '

’ ,

D E A E  A - 2 5  

D E A E  A - 5 0

O 2 H 5  

—  C 2 H 1  — N  — H "*  

d H s

c l o r u r o

►

o l o n i r o

3 . 5  ±  0 . 5

3 . 5  ±  0 . 5

c a .  0 . 5  

c a .  3  ■>

. .;
' ;■■■' ■ ■ 

2 5 - 3 3  .

■> f*” 
i

O M G  — 2 5
: 5

. C M C - ^  5 0
—  C H 2 — 0 0 0

s o d i o

s o d i o

4 . 6  ±  0 . 5  

4 , 5  ±  0 . 5

,o a . 0 . 4

c a .  7
' -  "¡t •

, 3 2 - 4 0  '

. '. 1

• .  ■

S E O — 2 5  ■ 

■ S E O  — 6 0  ;  .'

_ C a H 4 - S O ^

s o d i o
■í

s o d i o

2 . 3  ±  0 . 3

2 . 3  ±  0 . 3

c a .  0 .'2 *  V

c a .  3  '  ̂ , . 
-f.

'  3 0 - 3 S .

' , i' *,

•  b a t o s  to in a d ó s d e  in fo r m e s su m lin lstrad os p o r F!harm¡acie AB , U p p sala.

,'f* •,> 

'u f ';

‘ I, .

'
’ Â .

V

.1.-.' i

, i» 

k'

\ ' ’ Í '  ' 

. í

negativas que positivas a valores de pH 
competibles con la  estabilidad, debe ser 
usado intercam biador de aniones, en 
caso contra’rio usaremos ín ter cambiador 
catiónico.
Previo a su uso los adsorbentes celulósi­
cos deben ser lavados muy bien. Si son 
•aniónicos se, sumergen prim ero en Na OH 

- <",0 ,5N se filtra  ipor buohner, se lava con 
' ‘ agua destilada hasta, que el agua de> la- 

lí ■ ■ vado sea incolora, se añade luego Acido 
Clorhídrico 0,5N hasta hacer la  suspen- ■ 

' sión acida se lava con abundante agua 
destilada, y  se equilibra con el buffer

V deseado, se controla el pH y. la  concen- 
, > itración del contra ión en el liquidó de 

lavado..'
„ 3Sn los intercambiadoras catiónicos se usa 
,u n  orden inverso en  la  sucesión de lava-^

. ; dos. Prim ero con HCl .0.5N, luego con 
 ̂ una base que contiene el contra ión de- 

F seado, generalm ente Na+ ■ ' ■;
- EH objeto de esos lavados es elim inar los 

metales pesados que pudieran tener liga-, 
da la  resina y que pueden influir en la 
inactivación. de enzimas o de sustancias 

.. fácilm ente alterables.

!5)" Siembra de. Id columna

Se pueden usar los siguientes métodos,
a) separar el buffer de la  parte s'-iperior del 

gel por succión, cerrar la columna y pipe­
tear con cuidado la  m uestra en la superfi- 

'• cíe, abrir la salida del líquido y  una vez

qUe la m uestra se introdujo en la resina 
se lavan las paredes con MU poco de bu í- 
fer, añade más buffer-y_ sé. conecta a
un reservorio .donde haya., mayor canti­
dad del mismo. Jam ás hacer : correr ̂ lá. 
resina en seco. ■ , ■ . . ; ,

b) En los ¡procesos de separación de prbteir, • 
ñas se puede dejar una pequeña-^canti-'' 
dad de buffer en la parte 'superior y apli­
car la  m uestra en esta capa pór medio 
de una jeringa o una pipeta; El volumen 
de m uestra a aplicar debe- ser pequeño 
reservando lo que ¡queda para  los p ro ce -’ 
sos de reabsorción. Para  ■ aum entar l’a- 
densidad de! la m uestra ' a  sem brar .se- 
suele añadir sacarosa, urea, glucosa U; 
otra sustancia inerte  de bajo, peso molé-;- 
cular. -  ̂ H . '■

c) Con un adaptador que posee "en la 'parce  
in to io r  un tamiz dé 40() m allas 'se  puede

■■ colocar la  m uestra fen -lá pa ite  superior 
de la columna y hacerla llegar hasta la 
superficie de la  resina. ' ' ■ . . .

P ara propósitos analíticos donde 'se  desea 
•'obtener una buena separación la ' zona j dé 
siembra debe ser lo rnás estrecha posible, y 
por ello sem brar la  cantidad de m uestra 
más pequeña para  lograr una buena sepa-

‘ 'I ■
' ración. - ')r  *

Las cantidades podrían ser; del orden dé 
0 .3-0 ,5  mi. pero columrias dé  15 . mm. de 
alto y 1.3 mi. para colurrinas de.25 ;mm.'.':,  ̂

Cuando Se u sa n ' adsorbentes del tipo' de 
intercambio iónico se debe' equilibrar la

•i • 
i;

4  "V-

i ■

í:  ■ 
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usando suficientes volúmenes previo a su 
: . introducción €n la ¡'columna, ello se consigue 

por diálisis durante 24 h. a 4*̂ 0 con agitación 
 ̂ magnética.
» En estos casos se aconseja luego de intro- 

, »düicir la^inuestra en la columna aplicar una 
pequéña, presión de aire en  la iparte supe­
rio r del recipients (2 lib./¡p2) y se aumenta 

 ̂ liiegcr. hasta (5 lib./p''í) durante el relleno 
del ip-i'5% de la columna.

.■ .̂'.■Éin'''algunos’casos \Se dejan sedim entar las 
*2/ 3’ partes dé..la columna por acción de las 

, .g ra v e d a d y  luego"se aplica una débil presión 
po r ’m edio.de una bomba en la parte supe- 

. rior. d? , '
í'- 'iÉn el’ caso' de compactar sin presión la 
^column'a^ ''resulta menos, estable físicamente 
fy ,1a résólucióri. .parjudicada por el gran vo- 

-í lumen dé líquido intersticial.
, .̂ Respecto al volumen ocupado por los dife- 

. rentes tipos de.'resinas, para: ' > ■
, DEAE .celulosa de ' 40-100 mallas es de 

,í 10 nil/gm  resina..
. , CM celulosa de 40-100 mallas es de 7-8 
t  ml/gm* resina ‘

, . Écteolea celulosa de 40-100 mallas es de 
6 ,ml/gm resina. í

■*'6)’T«mó.ño de las ̂ columnas. — Puede ser 
. ■ variado ' dentro de amplios límitss la 
) ■ ■ relación -altura; diámetro n o 'e s  crítica 
V p e r o  valo res’de. 1: ló a 1:20 £«n preísridos.

■ í în“ procedimientos'’ analíticos como des- 
V , -  proteinikación de un volumen , de 1 mi de 
i suero se prefiere una columna de 5 mi, ■

: mientras para  propósitos preparativos con 
Í-. volújnenes ds 500 mi deben usarse co­

lumnas de 2 a 3 litros. Es de hacer notar 
_ que. el jimaneijo de las columnas grandes 

' . es., ,tan * sencillo como eV de las pequeñas.^ 
r ., Fahey, J. L. y col. (4). .

' , ‘ 7) JEmpaqueíado. —1 Para obtener buenos 
, resultados es im portante cuidar bien que 

í el lecho esté uniforme, para ello pesada 
j ; uti3 icantidad de muestras ssca se agita 
■< » . ' . e n  un vaso de precipitación con solución 

vt-'^'..salina buferada diluida produciendo una 
. dispersión, de losi granos del gel. •.

< Después de' sedimentar - y decantar fse 
. eliminan las partículas finas y la suspen- ,,

 ̂ :■ sión se transfiere por medio de una varilla ,
' *. larga a una columna cromatográfica en 
- cuya paríe  inferior se ha colocado lana . 

J  "i. de vidrio,rsíllice o resina de grano grue- ,

<  : '■ . .

.1 ;-

■y-

so. No ss‘ conveniente una placa filtrante ' 
puE’sto que puede retener c ie r ta s 'sust. 
tansias. y  provocar obstrucció;n a la-tsali- 
da de líquidos. ■ .
El empaquetado ideal se ob tiené 's i’’ la 
columna se m antiene en posición vsi-tlcal 
cerrada la llave inferior y se llena con 
la resina disuelta en buffer a tem psratura 

, ambiente, pues- si el 'b u ffe r es frío las?., 
bui’bujas de aire se formarán, sobra los 

. granos del'gel y  producirán disturbio? al 
empaquetamientcS. Cuando, se ha forinado 
una capa de 3 á 5^cm de altiira eV orificio ^
de salida' s e  abre;;, para perm itir lá  salida , V  ' 
del buffer;’una’‘ idea del buen empaque-, : '>■'' 7! 
tamiento 'dé: la 're s in a  se tiens , cuando se • * ' 

■ hace en fonria de Superficie horizontal y 
lisa. (¡"Ver gráfico I y  II).

" -V _ .

i A

En. la parte áuperior se coloca un  papel
de filtro circular o un tamiz de 400 m a- . 
lias, ambos 'evitan  deformaciones en el r  ijíl 
lecho de la resina cuando%e siem bra la 
m uestra. ■ . ' J  ' ' • . & í, 'í-

■ ' i- 

Al disminuir eí'.tam año de las partículas ; ,
aum enta la resistencia al flujo y por lo  ̂
tanto se. obtiene menor velocidad de *■ í
flujo, por éllo-. es necesario lograr un , '  ’J 
equilibrio ,entre el tamaño de las p a r tic ii-^ ' j i- ' 
las y la velocidad de flu jo . Las partículas ¡- % -,i. ’ ,

'■> * ' -í •• r

^  i  ,
>'* i' . •« -
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.■gruesas dan separaciones rápidas con 
m ala resolución cosa icontraria ocurre 
con las partículas finas.
Para  Sephandez G-200 no pasar de 150 
mm, para G-75, IQ-100 y G-150 puede ser 
mayor.
Antes de comenzar la experiencia se debe 
observar si el empaquetamiento es ho­
mogéneo haciendo pasar una sustancia 
coloreada a través del gel, como ií.zul 
D extran con un peso molecular de 
4O.0UO aproximadamente, ello además nos 
perm ite determ inar el valor del Vo.

8) Determinación del volum en muerto de 
la columna (Vo). — Una vez em paqueta­
da una columna debe ser determ inado su 
Vo para tener una idea de las condiciones 
del empaquetamiento, esto se realiza co­
locando una zona angosta de una sus­
tancia' de alto peso molecular en la parte 
superior de la  misma y eluyendo con el 
buffer. Leach, A. A. y col. (S).
El volumen de elución o (Ve) de la sus­
tancia-es el Vo. Tinta china diluida, Eizul 
dextran  a Hemoglobina son recomenda­
das para este ensayo. Para una columna 
perfecta la zona de elución debería ser 
angosta y  simétrica. Con los datos del 
volumen total del lecho (V t), el agua 
adsorbida (W r), densidad del gel hin 
chado (d) y el peso seco (a) se pueda 
calcular el Vo.

Vo Vt -
a ( l  +  Wr)

9) Deternünación del volum en interno  (Vi) 
Si la  densidad del agua se considera

la unidad el volumen interno es: Vi •=  
a Wr.
Se puede calcular tam bién el mismo in­
directam ente si el peso seco del m aterial 
del lecho es desconocido.

Vi =  (Vt - Vo) V/r

1 -f  Wr 
Vi =  a  (W r +  1) -  Vg

Cuando se usa una columna largo tiem ­
po suele dism inuir la  altu ra  de la misma 
y  su V t debido a un  empaquetamiento 
más cerrado de las partículas del gel.
El Vi permanece constante, poro hay 
una disminución del Vo.
P ara  ev itar todos e s o s ' inconvenientes se 
usa un  tubo accesorio y  se equilibra la 
columna a una diferencia de presión que 
es un  10'% del volumen total de la misma. 
Una columna m anejada con cuidado pue­
de usarse vanas veces hasta cien veces, 
en algunos casos debido a l;is im,purezas 
puede dism inuir la velocidad de flujo, 
esas contaminaciones ¡bacterianas o micó- 
ticas pueden evitarse añadiendo azida 
sódica al 0.02 %, clorohexidina al 0.002 
por ciento, cloretona ai 0.1% o clorofor­
mo saturado a tem peratura ambiente. (No- 
usar agentes oxidantes.
También es útil el procedimiento de la -, 
vado en contracorriente y luego dejar 
asentar el gel hasta obtener im em paque- 
tam iento uniforme. Si uno desea almace­
nar el ge l lo hace con añadido de un 
agente bacteriostático de los anterior-

Fie. 3. C urvas de elución p a ra  m uestras de d ile ren te  tam afio m oleculnr en S(iphadex 0-200. El Vo rep re ­
sen ta  el volumen m uerto de la colum na, el V'3 rep resen ta  el volutnen de separac ión . De acuerdo a  esta 
rep resen tac ión  se log ra  sep a ra r tre s  sustancííis, A ,B  y C.
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m ente citados y luego deja a 4’C. Si se 
>quiere secar el gel se. lava sobre un  bucih- 
ner icon ; exceso de agua para  remover 

.sales y  dism inuir l o s  contaminantes del 
gel, añadir alcohol a intervalos y con 

r  lenta succión, luego secar a 60-80'’C, el 
hecho de <jue aparezcan grunaos no es un

• inconveniente para la dispersión poste­
rior. (Fig.. 3). '

10) Determinación del agua de absorción

, , Se deja e i ge l'pesado  previam ente con
■ ■ agua 24 ii. se toman 10' mi y  se transfiere

a ,u n  adaptador pesado que se coloca én
. un tubo de centrífuga.

!:• Durante la centrifugación se cubre el
• tubo -de centrífuga con ima goma. El , 
.ilíquido en ;6l espacio m uerto es centrifu-

' ,  gado a 1000-2000 r.p.m. por 20’ (radio 15 
; cm ).. El adaptador .con su contenido es 

pesado, nuevamente y transferido a un 
vaso de precipitados y  secado a una tem -

■ >’ peratu ra  de 105‘̂ C. El agua de absorción 
“ es expresada como gm agua embebi- 
; da/gm. gel. «

L a densidad' del gel ihúmedo se determ ina 
pesando el gel centrifugado previam ente

L A  C R O M A T O Q R A n A
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Fig. 4 D istin tos tipos  de ‘diagr.ama 
producidos po r los g rad ien tes con­
tin u o  o d iscon tinuo . E l a cóncavo, 
6 linea!, c  convexo y d  com plejo.

' . JV. i

"'■t ■

•i

en un  psicnómetro que es llenado de 
agua eliminando el aire y  vuelto á  pesar. 
Un método rápido de determ inación del 
agua de absorción es poniendo en una 
probeta una cantidad de resina añadir 
affua y  leer el volumen de sedimento lúe- » 
go de 24 hs. de absorción. : v

11) Desarrollo cromatográfico

La elución tiene por objeto, dismfnuir el 
número de cargas de la molécula de piroteína 
a través de  cambios de pH ad&cuados o de­
creciendo la efectividad de las uniones ,pre- 
sente;3 por un aum ento de la  concentración , 
de sal. . ; , >

En la crom atografía de' proteínas en  co­
lumnas de intercambio de iones' com­
prende prim eram ente el establecimiento de 
uniones electrostáticas m últiples en tre  sitios 
cargados en  la molécula de adsorbente y 
entre moléculas proteicas, las proteínas que 
difieran significativamente, deben d iferir én 
sus exigencias para  una elución adecuada.

La distribución de la  carga puede también 
ser considerada un factor im portante, pero < 
es el efecto to tal de ellos e l que determ ina 
la afinidad de una iproteína "por e l , adsor- ^
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bente, en algunos casos las fuészas no eléc- ■ 
trostáticas pueden ijugar un papel impor­
tante. ; . , ■
'■ Si' el volumen de eluyente Vb para  elu ir 
un componejite durante la  separación, sk 
dibuja-en función del volumen de eluato B 
que deja la columna, el .gradients puede ser 
deacripto como' continuo (gradiente de elu- 

‘ ción continuo o descontinuo (gradiente de 
elución escalonada. (Fig. 4).

■■ -A - j. . . ■

a )' Gradiente . discontinuo^- Sober, H. A.; y
■ 'col. (16). . ,

' -f ‘ . ' .

,/ Como existe entre las mezclas de p ro teí­
nas-am plio rango de afinidad es necesario 
usar tm a mezcla de diluyentes.

. Cuando se tiene que aislar una Sola acti­
vidad enzimática de impurezas afines si 
adsorbenta.se pueden usar cambios arb itra­
rios en la composición del diluyente a pé-. 
quefios intervalos de voiúmeri&s para diluir 
la proteína rápidam ente y en una conisen- 

, t'ración relativam ente altá. . .
Un análisis cuantitativo da las fracciones 

para la actividad en estudio, revelará el 
. , procedim iento, adeouado.

Las fracciones obtenidás pueden ser purí- 
: ficadas posteriormente por otros métodos, 

incluyendo una recrom aíogrsfía en «iros, 
adsorbentes. En los procedimientos de ekt- 
'ción discontinuos la  resolución que se oli- 

. tiene es menor que la qué se alcanza poi' 
gradientes de elución continuo, la aplica­
ción de cada nuevo diluyente dá por, resul­
tado la desadsorcinó más o menos sim ultá- 
r e a  de todas las proteínas que tiene re ­
querim ientos de elución no satisfechos por 
el eluyente precedente, pero qüe son exce­
didos por el que se está aplicando y  estas 
em ergerán en un  pico.

L a am plitud y  a menudo el resto de ur.a 
banda que Se mueve despacio, puede apar?:- 

' cer en dos picos si el próximo cambio de 
solvente no se efectúa cuidadosamente. Aún 
más el cambio en las condiciones reduce 
probablem ente lá capacidad del adsorbente 
para algunas proteínas que quedan fuerte:- 
m ente adsorbidas, ensanchando sus bandas.

Sin embargo cuando se cromatograíían 
m uestras relativam ente similares o cuando 
la prote-na que se va a  aislar difiere b a s ta t-  
te  da los otros componentes en su compor­
tam iento cromatográfico, es posible idear 
escalas o . diagram as de elución que liberen

separadam ente los. componentes individuales '
o mezclas de eUos de la columna. , : >■

b) Gradiente continuo. Peterson, K  :'A. y  
Sober, H .A., (<0); ^  ^

Si se aumenta en form a gradual y pareja 
el poder eluyente de buffer los picos resul­
tantes de la  proteíria pueden ser in terpre- . 
tadós con mucha mayor facilidad que los

■ obtenidos por el procedimiento ', anterior 
aunque aún el' gradiente de elución'no está ■ ‘ 
completamente libre de impurezas.

Estas características recom iendan.,traba- , 
ja r con un gradiente de elución que tenga 
por objeto distribuir la proteína en ta n to s '. ,■ 
tipos’ crom atográficam ente: distintos como 

, sea posible por un  simple pasaje a.través de> 
la"'columna con el fin de examinar toda la 
proteína que pueda ser abarcada en un sis­
tema complejo. ' . ' ■ '

Por esta razón constituye el método apro­
piado para estudios de heterogeneidad mo- ■ 
lecular en agentes enzimáticos. y .para las 
últimas etapas de purificación de una deter- ,■ 
ndnada enzim a.,' ■ . . ' .

'CJn gradiente adecuado conduce gradual­
m ente a  un equilibrio de adsorción de las 
proteínas firm em ente adsorbidas, a medida 
que el movimiento de la fase líquida es más r 
lento que el-de la banda, el poder, eluyente . 
del líquido que rodea a la  proteína aumen­
ta  continuamente y  como consecuencia se . 
acelera el movimiento de la  banda. Final­
mente, si ,1a columna es lo suficientemente 
lariga la  banda sé m overá a la  misma velo­
cidad que la  fase móvil, y  la  fracción de - 
migración to tal bajo las condiciones de 
equilibrio de adsorción debe s e r , determ ina­
da por e l gradiente, para  que a m ayor ve- - ' 
locidad de aumento de poder eluyente du­
rante la migración, más pronto se alcancen 
las condiciones que im pidan la  readsorción.
c) Dispositivo de gradientes.
i  Se han descripto muchos modelos de es­
tos dispositivos, "ono de los más simples de 
construir consiste en dos recipientes uno 
coloicado sobre el otro con una conexión 
desde el extremo inferior del recipiente de , 
arriba que contiene la solución más con­
centrada del buffer, hasta él recipiente de 
abajo qué tiene el buffer inicial de menor 
concentración.* ' •
' E l liquido que drena del recipiente infe­
rior y  cuyo contenido se agita continua­
m ente es automáticamente reem,plazado por



>--Í. . .V o!. 8 -  N« 
'■julio 1970 -,

1-2 LA
Hr.í.

c r o m a t o ü r a f i a  '

■-' él contenido del buffer del recipiente supe-
^rior, causando un  aum ento de 
ción de acuerdo a la ecuación.

s
-k

•Í(l) - C =  C2 - O  . ,e

, concentra-

donde

H r
..concentración de la solución que d re­
na* del aparato inferior,

C j; concentración buffer superior.
\‘r ";D  .-'diferencia entre las concentraciones 

; ; t, iniciales de las, soluciones de buffer 
^  superior e inferior,

. ; . k  t relación^ d e l ; volumen de líquido que 
lia pasado hasta  ese momento al v o lu -*

■ ' ' men. de solución colocado en el reci- 
; • píente inferior. :

/ , ,  ' ^

¡ 1 La .forma convexa del gradiente es gene- .
ra ím en te ' desventajosa pero el hecho de que 

'..la pendiente se puede cambiar en cualquier 
momento, reemplazando la solución en. el 
recipiente superior, esto es a menudo valio­
so e n  . experiencias cromatográficas prelim i- 
n a r e s . , '
’ Un procedimiento que emplea una serie 

. ■ de gradientes así obtenidos resulta ser in- 
terinedio entre elución fraccionada y  g ra­
diente de elución y  posee algunas de las 
ventajas y  desventajas, de ambos. Sin em­
bargo, es necesario un  gradiente simple y 

■* continuo sin aumento en la  pendiente.
Pará muchos, propósitos un gradiente li- 

^ neal simple es satisfactorio, eíite se produ- 
,.ce rápidam ente usando . 2 recipientes idén­
ticos montados al mismo nivel y conectados 
por tubos de modo de m antener el equili­
brio hidrostático.

V ¡Los gradientes simple son a veces inade- 
, cuados .para separar mezclas de muchos 
componentes por los requerimientos de elu- 

: ción de  las proteínas están ra ra  vez d istri­
buidos* dentro de un  rango semeijante a 
aquej e n  el que estos igradientes proporcio- 
nan-^el poder de elución. Generalmente, se 

. necesita un gradiente compuesto para  una 
’ resolución satisfactoria de tales mezclas y 

su form a debe ser determ inada por una 
sucesión de pruebaá

I ‘ , V * ' r
Ejemplo: al comienzo de la cromatografía 

>■ B'uffer superior 0.30M Vi =  500 mi.
, Buffer inferior O.OIM Va =  1000 mi.

1 C= == 0.30 M
%■

í'\  ■■■ i  ■

k  =
1000

Aplicando la fórmula

^  , .i
t. :

w:., fe  ■ 
■■■ . ‘i  ?. - i> .

-T' 1 •,

i " f '■ . ■

( 1)
'•y, ■ í»■ i ■ . ■ >
i' .

: -r . ;

-h O
C =  0.30 — 0.29 . e

,C -  0.01

e :== 1

A l fínail de la cromatografía

C2 =  0.30

1000

1000

según fórm ula (1)
1

;;í[

C  =  0.30 ‘ 
C =  0.30

0.2&

La adaptación del gradiente a  los reque- -  
rimientos particulares de u n a  niezcla d a d a ' 
de proteína y de la  columna, se puede lo- 
grar por medio de un procedimiento que 
consiste en una serie de cubas interconec- 
tadas y de iguales dimensiones cada una 
equipada icon u n  agitador y  llenada con una 
solución m antenida en un equilibrio hidros- , 
tático con la  ds las otrhs cubas.

A medida que  el líqmdo va  .'pasando des- - 
de la  cuba que está en un. extrem o de la 
serie, su  concentración cambia de una  fo r-  ̂
m a que está determ inada por las concen^ 
traciones y posiciones de las soluciones ini­
ciales. '  •

12) Elección de buffers ’ ’
•I. '

Es muy im portante la buena elección: de' ‘ 
buffers paira la  cromatografía de enzimas 
pues en tales casos pueden producir .luia 
inhibición de la  actividad por ciertos iones.

La concentración del buffer inicial es ; 
usualm ente baja (aproximadamente O.OIM- 
0.006M) con el objeto de prom over la  fija - * 
ción de las proteína de modo que son nece- i 
sarios buffers con un pK vecino al pH  .. 
inicial, para proporcionar una capacidad 
suficiente y  elim inar inconvenientes que ‘ 
puedan resu ltar de modificaciones del p H , 
por una interacción del buffer con iin ad­
sorbente incompletairiente titulado. ' i "i ):
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Si estos inconvenientes no se subsanan 
pueden dañar la  resolución en las prim eras 
porciones del cromatograma o provocar 
poca definición de los picos causando una 
apreciación errónea de los mismos.

El bu±fer de fosfato es excelente para  
ci’omatografía a pH =  7.0 inicial, el tris (hi- 
droximetil amino metano) para pH =  8.0 
y  el acetato para valores de pH =  5.0.

Las combinaciones de tris-fosfato, tris- 
suocinato son excelentes buffers dentro de 
un amplio rango de pH.

iGleneralmente, un ión del buffer que lle­
va la  misma carga que la  del adsorbente 
da m ejor ‘control de pH que aquel de carga

A
opuesta.,' ' , -

Si se van a  efectuar medidas de radiacti­
vidad en porciones del efluente se pueden 
usar gales volátiles tales como las amonio o 
carbonato. A valores de pH en los que es­
tas no sn n : efectivas como buffers,' esta fun ­
ción la  puede cumplir una baja concentra­
ción constante Úe otro ión. Ejemplo: Fos­
fato 0,005 M á |.0 1 M  que no interfiere m a-

• teriaim ente con la radiación.
Lk>s cambiu^ de pH  son tam bién efectivos 

pana aumentair el poder eluyente general­
m ente como consecuencia de cambios en el 
núm ero de cargas de la  proteína, luego una 
proteínai;- adsórbida en un  intercambiador 
de cationes se puede eluir por aumento del , 
pH ya que su liberación de un intercam ­
biador de aniones se logra por una dismi­
nución del pH.

* Los efectos de aumento en la  molaridad 
'de lá  sal parecen ser más acentuados que 
Jos cambios de pH.

i r ' - ^

'il3 ) Flujo de la columna. Oh y  Sanders (9).

. iLa: eleccióñ de las velocidades de flujo se 
 ̂ determ ina; principalm ente por consideracio­
nes hidrodinámicas, al menos en  los que 
concierne 3  ̂ ,1a cromato(grafía de. proteínas 
con DEAE celulosa^ porque las velocidades 
de flujo m ás altas se obtienen a 100 mVh 
por cm 2 y no perjudican la  resolución.
< La efectividad de la  Ecteola - celulosa 

deipendeá más estrecham ente de la  veloci­
dad de flujo. El tamaño de la partícula del 
adsorbente ¡es el factor m ás importante.

A  una velocidad del flu jo  algo m enor las 
dimensiones de la columna pueden sin em -
baxgo perm anecer iguales durante toda la

4 - ' - - . i r

experiencia sin que se encuentre dificultad 
¡laguna. , ' ' í ■ <  ' ' ^

Con el .í>rcpósito de inducir el flujo del 
buffer a través de la .columna y el del re-, 
cipiente colocado por encima de .ésta, los' 
cambios en la  velocidad se PÜedeii inducir! 
sabiendo a bajando el recipiente en relá- 
ción al extrem o inferior, de la  .columna. Se . 
puede m antener una presión , constante sin 
tener en cuenta la reducción d e r  nivel en 
el recipiente a m edida que el líquido ya s a - » 
lindo, cerrando la  abertui-a del mismo" con 
un  tapón atravesado por un tubo de -Ma- 
riotte. P a ra  determ inar la presión se mide 
la  disitancia desde el extrem o superior ds 
la columna 'hasta el extrem o inferior del 
tubo de M ariotte lleno de aire, suponiendo 
Esí que la columna líquida es continua. ,

14) Examen de los eluídos. Peterson, É. A.
(» ) .  ^

. .......... . > .  V

La resolución cromatográfica ;'de c u a l - . 
quier mezcla depende de la perfección de 
la  recolección y  del examen del poder re ­
solvente; del sistema colum na-buffer em­
pleado. ' -i ■

En los procedimientos de fraccionamien- ‘ . 
to principalm ente cuando se emplean para 
el enriquecimiento prelim inar de >uha enzi- 
n a  cruda, la colección de fracciones g ran- - 
des puede justificarse aunque se pierde al- 
go de resolución en  tales casos.'

Por o tra p arte  los procedimientos croma- ; 
to,gráficos ideados para  ,.proveer u n  alto po­
der de resolución requieren la  recolección <' 
de efluente en muchas fracciones ipequeñas,- 
el análisis de éstas para  proteínas, actividad , 
enzimática, etc., deben ser ■ acompañadas 
por métodos elegidos en base d^: economía,, 
de m uestra y  reactivo. ; , ’ ' • ^ f  '] 'i, . . ..

La medida m ás convenieníey .menos desr;.^ i ^  
tructiva del contenido proteico d^ úna 
lución esi la  determ inación espefctrbfotomé.- „ ■ 
trica a  280' mlM, sin ,em bargo estó s^. puede 
usar solo para  .una determiliación semicu^n.^- * 
tita tiv a  de los picos de proteína en  el c r o m a - . j ;  < 
tagram a porque los coeficientes ,de extin-^ ;
ción de las proteínas a  esa longitud de, caída ; > v ^  j 
varían ampliam ente -dependiendo% dé < 
contenido en grupos aromáticos. U n análisis 
cuantitativo p o r este método r ^ iü e r e  Ccono- 
cimiento de estos coeficientes p ara  todos los 
componentes^ as8 iqomo una completa sepa- 
ración y  es im practicable m  un  cromato- • 
gram a complejo. .€ i

V
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'■j-extremadamente bajo én residuos de amino 
, ■ ácidos aroimáticos pueden escapar a la  de- 
; í  t e c c i ó r i . S i n /  embargo, la ahsorbancia a 

' 580 mM . es «1 método más-usado.
. Los (análisis jquímicos de proteínas por
■ métodos "del Biuret, Lowry, Folin, etc, de-
■ ‘penden de la 'c an tid ad  de m uestra que se 
 ̂ ' tenga. La-m odificación del método Folin 

' por Lowry tiene la  .ventaja de ser JO a 20
veces más sensible que la absorción a

!*; "  ‘ "

}

%
*■

28(1 mM, obtendremos ^uatro picos a saber;^ 
el prim ero constituido por macroglobulinas: t '  
a W , IgM y  Lipoproteínas. El segundo pico ;, 
comprende * IgGJgA, ; transferrina, cerulo- 
plasmina, etc. El tercer pico tiene a lbúranaj ’ 
haptoglobina, glicoproteína. El cuarto picc^ ; 
formado por ipreálbúmlna. ' ’V  

Si utilizamos resinas de In te r c ^ b ló  ió n i- ' 
co Sela M. y col. (I4y obtendremos* mayor 
cantidad de picos pero debemos hacer tiso

■ -.í
; í

Í.15) Cóncentración de las ir  acciones . ^

Las' fracciones pueden . ser concen trad^
’ Konvenientemente por perevaporación a 

través de' bolsas de celofán de ^,/2 de pul-
■ gada montados en una cám ara d e  vacío de ,
' -modo que”.haga una diferencia de presión ^
' e n tré 'e l  interior de la bolsa abierta al ex­

terior y  e l espacio vacío que 'rodea la misma.
■ Se puede adoptar para estos fines un .de- 

■ secador peq[ueño que soporte ima serie de 
. unidades.' Cuando se emplea lioiilización- o 
, perevaporación s© form an pequeñas canti- 

, , dades de proteínas ■ insolubles y la  coriceri* '■
■ tración de la  sal no aum enta mucho.

y  . i ,
\ . i  . Aplicaciones de la  Cromatografía 

■' en Columnfi
- '  ■ ' ,  ”  '

Es una técnica de aislamiento de compo- 
. hentes puros de mezclas complejas y  su uso
i se ha generalizado en los laboratorios ya sea 

para  separar fracciones del suero, de e x - ' 
tractos tisulares, de antígenos de transplan­
te, d e  enzimas, de fragmentos bacterianos, 
de virus, hongos, etc. Porter' R. (13).
' En el caso que utilizemos la  filtración 
en  gel con" Séphadex^ G-200 con un suero

■ total y representando el Volumen de elu»

í , . '
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