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. Vamos a comsldcrar prewa.mente algunos cipalmente de adsmben‘ce,{hay compet1-
‘. concepto.-, genf'rales, intentar, definir la cro-  cidén entre solvente y adsarbent.e ‘de Ia que}’-‘ "
' matograﬁa es algoﬂhﬁml por extensién pero
ﬁodemﬂs entéender por cromatografia todos
muellog -ProCesos  que perrmt.en la resolu-

-.- FHi te

'sustanmas donantes de unlcnnes h,ldrogeno

t cion de u.na mezela por séparaciom efectwa «r son fucrtemente adsorbidas, . -‘_ -':ilf b G DR
o de algunos 0. todos sus componentes en fases  La adsorcién estd favorecidafpor la- alta EE .

de concentracion distintas de aguella en la polaridad, incremento en el niamero de gru-::; ;i 32 T
. cual se encontraban independientemente, pos funcionales polares o de nucleos arog | »
R Los “procesos cromatograficos pueden cla-” maticos, (para muestra ho~ - polars se%'bu T
H sificarse en dos grandes grupos segun Cas~-  adsorbente activo y para: polar ad.é?{bente" i:? "‘"
ST SIdy 03 ‘F‘Q t.?v T e B inactivo). Voo R [

v o o T i S El material adsc-rbente mas ‘USado sg_if =

A) C'romatogmjm de ad.mrc:on S ¢xido de aluminie ¥ se observo que 105 al-‘
e g,“fase sﬁllda¢mas tase liquida .- 7. ‘1 coholes, aminas, aldchidos’ son iuert.emente-

[

fase sqhda mas :fase gaseosa < adsorbidos en una capa mommolecular por
R sy S . ser donantes del hidrégeno..- v g LRI v
" B)J, Tﬂmtogmj'ta ‘de particién .© .+ En el grupo B) la separacién resulta e
IR ¥iaga" liquida,. Mas fase liquida” .+ una pequefia pero bien definida dlferencia :
A SRR fase 11qutda HET] fase +§A5L088 T T de solubilidad en las doss :Eases,;una :Ease.
El : o s R AT 4 ’ fija econstituida por agua retenida soble. un '
}%. e En el grupo A) 1a rpola.ridad se debe a la  soporte inertc y una fasc moévil fermada ponfﬂ!"\ N
: disposicién de las moléculas en el espacio solvente orgéanico. El PTOCRSO es smnlar,xal :

:ha lns.dlferemcs grupos funcionales, prm— que ocurriria enh un extractor continuo .\11-
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e qmdo-—hqulda Of en una columna rectifica-
: dora de gran numero de platos.

) Para ver,lo que ocurre imaginemos una
"hcolumnal cromatografica dividida en una
 gran cantidad de zona o platos tedricos, En
la partg superior’ se introduce la mezcla de
w solutos, la fase mévil al fluir por esta zona
perm.lte que parte del soluto se solubiiice en
ella en . un pasé ='1gulente al alcanzar. un
nuevo ‘plato v -encontrar a la fase liquida
v una vcrdadera ‘paTticién  oturriré cntre eI

+' soluto ¥ las dos:fases.
o I
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£ % “np entraremcu'; a con51derar ¥ que son cro-
;’g-.* matografla dg -pd;'trcmn en fase Inversa,
' cromatografla en ‘ capa delgada, cromato-
grafxa de agentes complejantes, etc.

. . Dentro ‘d¢ Jos
.- - una c1a31f1cac1on en orden de’ polarldad se-
"'ugun sc ve en. tdbla it

-"f' - 1': R v
S0 Larp, dependen de las moléeulas polares

por unidad de wvolumsan y disminuye cuan-’

do aumenta la masa moleru]ar
* o oo

v
e !

3 L » i
. 'Ea‘ nucleo beencemco e‘s un agente nuclec-
fJ.I!.CO aadnr de electrones y por lo tanto es

oy reductor. © Los agentes clectrofilicos  son
y 1: aceptores xle electrones 0 SEdn agentes oxi-
s danles ST A e :
" A" . . T

a) Compueqtos palareg o electrovglentes
'f, .son aquellos que esti ionizados, son capaces
~de entrar en’reaccién, .h.lcrvan o altas fem~
U pe\ratmas, no forman 1~=0meros Fautre los
- amipo aridos podemos, citar a la lisina, ar-
‘s #ginina,’ 4cido” aspartive, 4cide glutamico,
.+~ .7 histidina, tirosina 'y contribuyen a cargar
. los grupos idmicos en el punto ispeléctrice
. de las proteinas.. .
. Esos tipos de compuestog t1enden a aso-
H _c:arse, poseen méas de un eje de simetria,
" un eje-perpendicular a un plano de sime-
tf " tria vy tres planos de simetrias.

-

oo

ot

v - ‘Este fendmeno se produce entre aquellos

. compussfos con: grupos oxhidrilos, aminos,
At s L
Fy ,imings y en’el caso del agua.
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T -'Emsten otros hpo:s de cromatografza que.

solventes podemos hacer
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s¢ produce para los Acidos carhoxilicos una

asociaciom . bimolecular. LT
’ - PR v
OH=—0 i
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Cuando €l hidrégéno de i -grupo , oxhi-'s
drilo es reemplazado por un grupo alquilo

‘(no. polar) disminuye la’ tendencia a aso-'
clarse y el compuesto esti mas proxuno a-
las sistancias no polares. . -i'..' ¢

FEjemplo: r"l agua hierve a IOD‘C el etan |,
nol hierve. n 78‘? C, el cter etilico hierve a_‘ 4

b) Compuestos no polﬂ-res 0 covalentes.

Solo disuelven compuestos del mismo tipo’: =

porque no tiene fuertes ‘dipolos con los
cuales romper la atraccién ionica; escindir
un enlace cmalente 0 formar asocaamones
complejas.

.Entre lvg aminos :jxdos no polares pade- '

mos cita- la alanin®i-valina, leucina,. iso-’
leucina, - fenilalaninzi cistina, metionina,
prolina. :

Todos ellos - redurcn 1a solubilidad de las
proteinas en agua ¢ incrementan la “solubi-
iidad en solventes de baja {constame die-
léctrica D). ) : - wad

Respecteal fendmeno de adsormfm en*si

es un fendmeno fsico guimico mayor en s_o-

duciones diluidas, que consiste en un au-

mento local de la concentracion en las ve-

cindades de la superficie que limita dos-fa-

ses ¥ es la relacion de la masa de una, sps-~
tan¢iz -adsorbida, (r) scbre una, masa, de ..

adsorbente (m) o A4

. - . ! . - r " - N N ‘-.
. Ademas de esa'asomamon polimolecular®. -
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1 - . T e ' X: = posicion media, AR
‘ ; X K1 K:C _ v -g;"._-"
TE Isoterm de Langmuar — = ¢ : R VL
B ) .om 14K C Es convenients imaginar la columna c.ro- R
. x_f*":, ‘ ' matografica como una columna de destila=. .
.-kl = cantidad de sustancia que saturaria  cign fraccionada descomponiéndala en platos '“ N
.= un area del adsorbente con una tegricos, es decir en elementos de un espe- .
©t o 0 ‘pelicula monomolecular. sor tal que la solucién guz abandona cada .
kz = capilaridad de la sustancia adsot- uno de ellos cstd en cquilibrio con la com~ .
. B
+ bida, cz2ntracion media del soluto f:Jado sobre Ila™
fase inmavil, . . 4%
' Para exphcar el fenomenu cromatagrafico : T
Sevidan. L. (13) considera el movimiento de Cuande gueremos separar -sustancias’'de* .
una zona de siembra a iravés de la colum- peso molecular .cercano, aumentamos™ el o

na, Sea h el espesor de dicha zona, al
alt = 0Oy x =0O. i o

nimere de platos tedricos por lo tanto
aumentando la eficacia dc la separaciom,:
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oo : (1) C Fig, 1. Mecanlsmd sle g
b ! : funcinnamiento  de una ; AR
3 ' §lumna : cromatogrifice - o &
ot sembrada onu una mues- " 4 o F
F.- ______ _ e tra yte deqphza a -_,_ -
3 . R posiciones’ x ¥y x' Repre-. , s
i ' X " . sentanda ta conccntrac{un L
. o o de eluido -en junciin del. ¥
it A 4k . desplazamiente  tenemos oy
¥ _— 4 lus gr;‘xiicus‘{}) ¥y {2), » P
. . - FURRL | o .
ot . | Coaet :
o . e \ | .« "'..:
‘, L o “' . X ‘e
. . ’ R .. I v . . e § .
LA oL . s xe o ogx LA
: ) t= tlempo Ch . El coeficients ., de particion ™ tienc.muo- -7
i L X = desplaz.ammnto de la muesira cha importancia pues si tenemos k, ¥, K7, -
S AT - t¢. eocficientes la dlqtanhlas reccrridas
L Se afiade Iuego €l solvente para el que eec‘n- s, a8 h: _
; T - .existe la siguiente relacion: Seran:
- . o n v .
ﬂl, o\ LR Qf = k. Qm :
. A A . — Qf
L} , L K= —
E"i'-.. . ' " F) ) Qm
§ . Lot Q= Qf 4 Qm
" TR . . Sy .
- # tya . -3
i’ ’ o Qf: — mcléculasdisvueltas en Ja fase fija
- & Qm; = moléculas disucltas en la fase
mavil - B t ’
. . ) 3 [
e v ey e F T
K: = coeficiente de distribucién : ¥ T R
o=t == k.Am Fl uso de esta técnica para la separacion -
o de moléculas de diferentes tamajfios Flodin P.}-«
), (%) y su utilidad en la desalinizacién
» de proteinas Porath-J. y col. (*2)- ¥ ?l'fryc-
cionamiento de Jas mismag. <" Sonaar
' S e ey
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-’” mas han Sldo de gran utﬂldad en los tliimos
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ﬂl.‘:.‘l‘.lni{) tamano como los que 59 observan

et . Cm s

“filicos de una sustancia hecha insoluble por
!-____enca'de'namiento r._c'ruzado del polisacarido
- dextran, elle consiste en una trama tridi-
% | mensional .con caricter no
propiédades polares se deben enteramente
. aI cantemdo de grupe hidrexilos con carga
..—-.-" negatlva "'Ia L. :

Sl A VdI‘laI‘ los grados de encadenamiento
. cruzado varia'la, poresidad de la trama, un

w ‘alto g‘rado -de entrecruzamiento en la es-
.-,_ tructuras. compactos produce baja polaridad,

I ¥ un pequefior entrecruzamiento de estruc-
ﬂr turas mayor polarldad

aflmdad por, el agua, Cuando s¢ pone en agua
s se hincha y su grade de hinchamiento esia
g _ - determinade por 1a porosidad de la frama.-

% El gel con’un ‘grado de entrccruzamneni;a

r

E]Ivgef consiste en, prguefios grahos hidio-

ienice ¥ las

Por? su cara.ter hldrothco tiene gran -

-

detEImlnado aloja una’ canttdad. da agua 3

rli

anos Para ello se. ulilizaron par ticulas de ¢ en Ia tabla 2. . i ~L 2 ¢
'_' . - R . .l.' }‘- Lo
o " TABLA 2 el SR
- . i 2 : . _ Cow
¢ e %g% E.g § Refgoe de Fraccicuamiento
Diémetro 1 “E; 3 b !'a: - - - -
particule Yy o EY Su ' L
"y Y 58T péptidos y [ U
< G dag proteinas _Dextranes
: ng aeg . {ulobulares - LR
"% £ _ .
] Sephadex. G-10 40120 1.0%0.1 28 A heet . Wlage
"1 Sepbadex - G-15 - 40-120 1.5*0.2  2.5-3.5 . , . 1500 1500 -
Sephadex G-25, grueso 100-300 .. 2.6 * 0.2 4-6 v 510005000 100-5000
Sephadex G-256 medic " 50-150 2.5 0.2 4-6 . ©1000-5000 T 100-5000 :
. Sephadex  G-25 fino -20-80 2.5+0.2 4-6  *  1000-5000 - 100-5000 o §
. (fines prepaﬂtivos) ol : . ' : R T
Scphadex (‘ 25 super - 10-40 . 2.5%0.2 4-6 1000-5000 - £‘100—5f000 .
- fine o i SR o |
*(alta” rcsolurwn} . _ ' A Lo e
[ Sephadex = G-50 grueso 100-800 5.0*+0.3 9.11 11500-3000 500—10000 :
Sephadex . (3-60 = medio B0-1560 50=0.3 9-11 1500-3000 " 500-10000 -
Sephadex G-5) fino 20-80 b.0*=0.3 9-11 15003000 , . 500-10000
1 {fines preparativos) : ' ' .
. Sephadex G-6¢  super 10-40 5.0%0.3 911  ° 1500-3000 50016000
[ ', e xy 4 fine - ’ : ; .
(alta resoluc:on) o e : ot
Sephadex ' G-75. . 40-120 7.5 0.5b 12-15 . 800070000  1000-50000 |
Sephadex LG-74 " super. 16-46 - 7.5 0.5 12-15 7 & 3000-70000  1000-50000
i : . -fino : : .

) SPphadex *G-100° 40-120 0.0 1.0 15-20 4000150000 1000100000
|- Sephadex  G-100 super 16-40 . 100 X 1.0 15-20 . 4000-150000 1000108000
iow KN finoe : g .
‘Sephadex G- 160 ) 40-120 1502 1.6 20-30 5000-400000 10@&150000
Sephadex * (-160+ super 10-40 15.0 1.5  20-30 . 5000- —400[]00 1000—150000

oo = L fing -
%phadeXs G-200 40-120, 20.0 % 2.0 30-40 7 5000- 800000 1000—20000(}
Sephadex | G-200 super 10-40 200 £ 2.0°¢ 30-40 §000-8e0000° 1000—200000
Y © fine ; L i1 3
B }‘btas da%-,qs h.an ".;_iclo_ suministradus  por Fharmacia AR, Uppsala, 7’ “ f L

llamda a de-recuper‘acmn o sea gm agua}'

gm

sustancia seca. . «
El gel es estable ‘en =oluclones alcalmas
y hcidas débiles, en -acidos fueftes y en
caliente se hidroliza la unidn glicosidica. , -

TABLA 3

Tipo. de Sephedex
N 1.

Tiermpo ;.ninlmo da
hlnchamlento

a temp.

ambisnte

ety apin
" cailente

G-1,
G-T5

G-15, G-25, G-50
G-100, G-150, G-200

3
24
3

h,
h,
i

ey

e

Puede esterilizarse

180°C-40 min.

por autoclavadoe
8i se calienta a mas.

120°C puede comenzar a caramelizarse.
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.- siguiente relacidn
¥ Ir

v . la columna,

* Restando = Ve' — Ve

a3 ’ L M,

La capacidad fundamental de esta resina

€s excluir solutos de gran peso molecular ¥
de permitir la difusion de mqléculas peque-
nas , '

En las columnas empaguetadas el agua
esta en dos porciones: interna y cxterna. La
primera es Vi (volumen de agua interna) y
la otra Vo (volumen de agua externa).

'Vt = Vo + Vi + Vg )
., Vo: volumen de agua externa o volumen
L. muerto o )
Vi: Volumen de agua interna
Vg: volumen ge} hidratade.

-Estd nos da el volumen total de la colum-
na empaguetada. Fl coeficiente de distribu-
¢ién para soluto entre el agua en las granos
del gel y ‘el agua circundante se llama Kd.
si el Kd = ¢-la sustancia es excluida del gel
Kd — 1 adsorcién tojal al gel

 Ve.— Vo 4+ Kd . Vi

' YU ¥e.Vo . Ve-Vo
.t Kd = L& = :
L i

a.Wr

»

Ve: Volumen de elucign, o sea volumen
-eluyente para mover una sustancia
da 1a parte superior a la inferior de
a: Peso seco de la. muesira.

Wr: agua de recuperacion.

“El wvolumen de elucién (Ve) se- pusde
“expresar como la vclocidad lincal de un
liquido en la resina N

1
a

_ . Volumen
- Ve = - : —
) ‘tiempo. x seccidn - . '
* “"*em3 pesados/seg om
Ve it - : =
o S em2 N7 T
! "uande queremos separar dos sustaneias

¢on Ve’ y Ve” distintos debemos aplicar la
'Ve' — Vo '4- Kd' . Vi
TV o= Vo 4+ Kd” . Vi

Vi (Kd* — Xa")
Lo s

" .Luggo dos solventes con los coeficientes
«de distribucion Kd” y Kd' no pueden ser
introducidos en el lecho del gel en un volu-
men mayor al que da (Kd' — Kd).

* wcuando quieren Ser separados completamen-

4 . - 4 e
te, o sea debe cumplirse la sigulente relacién:
. . N e Y,' .

Vi

! L3

SCAVINI Archiv. A.de Mergti -
'I - . ’ 1. -y !l'. .
Vm < Vs Vs < Vi (Kd" — Kd”)., - -
Fl factor principal que deter}!ﬁr_{a-éi poefi-- # A
ciente de distribucién es el volumen de las "!
moiéculas de soluto. - o RN
Para moléculas muy grandes como protei< & !

;o
P

nas con Kd = § y solutos de pequefic peso
molecular como glucosa y - cloturo de sodio |
con Kd — 0.7 a 1.0. Se pueden usar’colum- .. :

nas con peqcefios numeros de platog y con-".~

O
D
O

50

R

-

o 'Figllz_

v

. Tres etapas de ;Ila's'épléra'ciéﬂ simple. por
filtracién en gel de Sephandex. Los puntos,

.m

~ seguir una buena- reso;uciéq_. (Flg‘a 2‘j_, é
o°° Do.: e n)
0°2e0° T VL B
s S
O eOO ' O .
09 of [egasy Lol
0O 0| Paes®l |9 o} .5y
o086} O Ty
O O O . OOl
Coll950f [Zoafr
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1 _ o
gruesos representan moléeulas de alto pesor . . -

molecular y los ‘pequefios moléculas de bajo

peso molecular. Como las moléculas pasan ,*.

a través del gel a distintas velocidades . -,

emergen &l final de la ¢clumna separadas; i
una de otras. _ : - . 7 Sroy

: S LR T
Determinacionés analiticas a"efecf_ua'.'_' a las -,

resinas - o e
T L e
1 Humedad " Es la cantidad de agua gué . .
Posee una fuestra de resina. Para la’ . f;
determinacién de la misma se toma una - ’,:\

s*cantidad 'de muestra, 'Se poné en un cris--

o, o im0



tahzador pesado previamente y se vuelve
5 n pesar., Se calienta en estufa 12 h. a
) ., 05° - 110°C y se coloca en un desecador
~ - con anhidrido fosférico, se deja enfriar ¥
"% %) ga pesa repitiéndose la operacién hasta
£, ** conseguir constancia de peso. Dicho va-
"",-’_ lor restado del valor obtenide anterior-
.. mente y multiplicado por 100 nos da el
:,--..,_,_ ". % humedad. . -
. 2) Capacided — Son los nitmeros de sitios
_ *‘i mtercamblab]es de una resina y se
eh " expresa “como mili Bquivalente (mEq)/
6l gm resina, Influye en este calculo la ve-
" “iocidad 'de intercambio y el equilibrio.
="+ 4 Bara esta. téenica se toma 1 g de resina
¢ mAs 200 ml de HONalNl més CINa al
5 % .se” deja una noche y se valora por
retorne e HL con unha solucién  de
C HONa 0.05 N, '

..'-.ar,,-; i ml HONa x N x £ x 20

wi L m EqH+/g resing — P —

L _::;_,‘._ “+ peso muestra seeca

" Ejemplo Para 2 g de muestra llevé a

e 7 volumen vy, tome 50 m! y en la titulacién

., gasté 102 ml de HONa 0.05 N £ — 1.050
:-‘-. F ‘m "Eq.H+/g resina —

.*
¥ 102x005x1.050x20——~53

2 gm resiha seca

. Ay,

'.e-- “ealculo e similar aplicando para titular el
o * . HO— librade la siguients ecuacién:

o m Eq HO’gm resina —

o4y 'ml HCL x f x 20

: ", .+ peso muestra seca

3) Coeficiente de distribucion. — Como se

. ha visto anteriormente el coeficienie de

¢ .. distribucién Kd mide la relacléon entre
_ iﬁ' fhing

la fase mévil ¥ la fase fija

(x) movil y la (x) fija (7]

) i (x) fija
3 e Kl = e o
I"i- s * {x} movil *
-+ Ve — Vo
u-!;( 1'.", L= PK -
\":‘ i . Vl

w— Vé Vo

iv __: ' Vt-!Vo-mg.Vg
a . Ve =067
' Tt
KA =R — [Ve— Vi 4 a (Wr 4 D]

d

En ¢l caso,que la resina sca anjdnica el

- . - ' i L . A
t-,_’ J" . .-#‘ L. “'.."; "’.‘_. u . ¥, ‘i‘i ’* x ,
. . - 1’ ;'.’ -k N b :_, .‘ b __-;1".'_
2o h AN T bl
Vol 8 = N? 1-2 ot LA CROMATOGRAFIA - ™ » A "".. P .' o 37'
- juho }9?{1 9 " (R ) -a"_"' 4{5 .
o™ L B, -

5i queremos calcular el - coeﬁaente de
particién entre la fase liguida ¥ la fase del
gel podemos hacerlo aphcando fa 51gu.1ente

relacion S .
. .
Ve — Vo CR e
KaV =" -— \;;t'.”. -t A
Vvt — Vo

Este coeficiente es independiente de 1a
compactacidn del ged,
o llama velumen libre de una resina a
los intersticios de la misma, siendo aproxi-
:m,adamente"‘un 40¢;, para los tipos de Se-

. phader G-25, G-9o0, G-7% Y un* 30% para

G-100, G-200. - - 1.

1) Adsorbentes. — Pueden ser de dos t.lp-os
polares ¥ no polares. Entre Josrpolares
tenemos la silice,
tierra de influsorios, carbonato de cal-
cio, oxido de calcio, etc, Estos compues-
tos absorben molécutas ionizables cuan-
to mayor es la constante de disociacién.
Absorben cidos, amidas, aleoholes, ami-

nas, ésteres, derivados nitrados, éteres,

hidrocarburos no saturados y saturados.
Los no polares, carbdén activo?talco, las
moléeculas que forman mejor puentes de

H-H serian igual en todo 10 demas las.

rmencos adsorbidas.

En las ‘'macromoléculas hay dlsin'unumén
de la adsorvién con el iferemento de la
riolécula y el equilibrio ‘entre el soluto
3 el solvente sé establece luego de cierto
Ferjoda.

Ultimamente han a:parecmo una serie de

sustancias con propiedades de inlercam-
biadores catidnicos usados para 'inter-
cambiar iones de soluto con carga positi-
va entre ellos, caboximetil celulosa

CMC) Sulfo etil eelulosa (SEC), celu- 3
lasa fosforilada (OP) Sulfometil cehrlo- .
sa (SMC). Igualmente existen del mismo .

tipo pero del grupe de resinas Sephadex,

CMC-Sephadex, . DEARE Sephadex, 5E
Sephadex. 3(3) . ;
Entre los intercambiadores aniénico;sk,'

usados para la adsorcién de sustancia
con carga neta negativa Dietilamino etil
celulosa (DEAE) Trietilaminoe etil celu-
1ssa (TEAE celulosa). Esteola celulosal
guanidino celulosa (GC) para amind
benzil celulesa (PABC). Tgualmente 1?5'

del tipo Sephadex con los mismog grupos’
basicos. (Tabla 4}. Si la informacién in-<-

cdica que la molécula tiene mas carga

4xido de aluminio,
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T © . TABLA 4 SR N
3o Toa " Intercambiadores idmicon de Sephadex ¥ v - -
% : . . - . . R 1. U
: . ' . . Capacidad Capacided Volumen i
P ) . Foroa ; - .
e | ?elililsgex Grupo i6nico contra 4n | mmt-ulg q.% g:mg}géo- [j:'.el m{fe;ho
- : - 'f-‘. "
g DEAE A-25 C=Hs cloruro 3.5 = 0.5 ca, 0.5 54
Ve «'._ ' * . . S ! ‘“
y . —C:Ht+—N—H N R R A
.'j' DEAE A-50 R ) U coruro 3.5 = 0.5 ca. 3 .7 . 2533
i S A . ST
L | CMC =26 . - sodio 4505 a4 6107}
Y o, — CHz-—C00 <
= . CMC — 50 _sodio 4.6 = 0.5 Lea. T - 3240 s
. e - ' : ".el i " 1
2 . -7 g T S LR T
- | SEO—25 : —  sodio 2.3 % 0:3 , ca 0'2* B N
o br T, —CeHa 800 . v SRR ¢
2 SEC— &0 . sodic 2.3 £ 0.3 _ ca 3 30-33 i
S R 6 ' 6. gy
Ty Datos tomadés de informes suministrados por Pharmacle AB, Uppsala. i 1 D i
e i . . . u E ' * r [
TV T CLe PURN 4
L L . 4 : ) - T ey
'+ Tnegativas que posilivas-a valores de pH que la muesira se introdujo en la resina e

e

LR .

-

_competibles con la estabilidad, debe ser
i usado intercambiador de aniones, en
.- .-, caso contrdrio usaremos intercambiador
", wcatiémico.

s Previo.a su yso los adsorbentes celulosi-
i, i .
i+ cos dcben ser lavades muy bien. 5i =zon
5 .' -anidnices se sumergen primero en NaOH

05N se filtra por buchner, se lava con

R " *agua destilada bhasta que et agop de la-

" 3. ' vado sea incolora, se aiade Iucgo Acido

. iClorhidrico 0,5N hasta hacer la suspen- .

;- sién 4rida se lava con abundante agua
“destilads, v se equilibra con el buffer
. deseado, se conirola el pH y la concen-

L]
PP

« " stracién del counira i6n en el liguide de
T '_ lavado, K : '
R . Fn los mtercambmdor”s cationicos se usa
> -~ ‘.' ;un orden inverso en la succ.mon de ]ava—’

% ".; dos.’ Primero ‘con HCI 05N, luego -con

T . .una ‘base que coniiene el contra jion de-
"~ "+ scado, generalmente Na+ i
3o ,-1: Fl objeto de esos lavados es eliminar 1as
' metales pesados que pudieran tener liga-
da 1a resina v que pueden influir en la
" inactivacién. de enzimas o de sustaneias
facilmente alteE_ablas_.

. '5)’ Sienibra de W columna

Se pucden usar los siguienies métodos.

L0 a) separar el buffer de la parte superior del

" gel por succién, cerrar la columna y pipe-
tear con cuidadoe la muestra en la superfi-

. mas peguena para lograr una buena cepa—
" raciom, - : )

»* cle, abrir la salida del liquido y una vez

sc lavan las paredes con an poco de buf- - -
fer, s& afiade mas buffer .y s¢:.conecla s  *
un reservorio donde “haya: mayor Ca"ltl—. T}
dad del mismo. Juméds hacer correr Ja [ -
resina en Seco. -
En los pro«csos de separacmn de prote'
nas se puede dejar una pcquena\cantl- S
~dad de buffer ¢n la parte’ superior ¥ apli—i' '

b)

" ear la muestra en esta eapa por media

~de una jeringa o una pipeta. El volumen

de muesira a aplicar debe ser pequ=fio - "4 -

reservando lo que gueda para 10s proces 4
sos de reabsorcién: Para.‘aumentar la
densidad de’ la muestra’ a sembrar ,se-
sucle afiadir sacarcsa, iirea, glucosa u,':
otra susta::ua me“te cle bajo gatilde] molé—

cular. - : LN

Con un adaptador que po&ee ‘en la parEe )
inferior un tamiz dé 400 mallas s¢ puede’
colocar- 1a rmusstra en-la parte superior: .
de 1a columna y hacerla llegar ha.sta Ta " s
superficie de la resina. T
.Para propésitos analiticos donde se desea_ “
obtener una buena separacién la- zona de
. siembra debe sor lo mas estrecha posﬂaie yr
por ello sembrar la cantidad dé muestra

c)

l'

Las cantidadcs . podraan ser’ de] orden de
0.3-0.5 ml pero coiumnas d¢ 15. mm. de
alto ¥y 1.3 ml. para columnas de_25 mm

Cuando se "usan’ adsorbentes del -tipo
intercambio idnico " se debe equilibrar -

o L . R SR
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muestra con . butfer de menor molaridad so. No 2¢ conveniente una placa filtrante O
;.i ‘usando ‘suficientes volimenes previo a su puesto que puede retencr cicrt’as'su&-' o
introduecién en lafcolumna, cllo se consigue tanias y provocar ObStI‘ULCJOH a la 55-11" R A
por dialisis durante 24 h. a 4°C con agitacion da de liguidos. ' ' o "‘:«_ .
magnética. El empaguetado jdeal se ubtlene 51 ‘a o .
+ + En estos casos S¢ aconseja luege de intro- colimna se mantiene ¢n pusicion vertical i, FY
4. tducir la muestra en la columna aplicar una .. cerrada la’ ttave inferior y se Hend con ¢y = . 7
" pequenia presién de aire en la parie supe- la resina dlsuelta en buffer a températura e w
" tior del recipients (2 1ib /p?) ¥ se aumenta :amblente, Pues- Sl £'1 buffer €5 fI"iO las.,, :{"h {x'j \
” ldego hasta (5 lib./p?) durante el rellenc _burbujas de airfe se formardn sobra los SR
del 10 1.5.% de la columna., granes del gel y produciran dlsturbms al -

E ,** En’ algunos ‘casos se dejan sedimentar las
o/ partes dé la columna por accién de las
glavedad ¥ ]uego &0 apllca una débil presién
;‘ por "medio. de una 'bomba el Ja partz supc-
4 . TiOLLe ™ : -

. "i‘ "En el ca'=o de compactar sin presién la
columna resilta mencs estable fisicamente

T

Y ';1umen de liquido intersticial.

%, v Respecto al volumen ocupado por lm d1fe-

Yoo rentes tlms de reqnas, para: v

B DEAE celulosa da- 40 100 mallas

S r 10 mlfgm resina, .' *

v .. CM celulosa de 40 ]00 maltas es de 7-8

1ml/g:m resina’ -~ . -

| Fcteolea celulosa de 40- 100 mallas es de
6 mlfgm resma

es de

ER G) Tammm de las columnas. — Puede ser
" wvariado dentro de amplios limitss la
; -'-'I_;elamon .altura; diametro no-es critiea
o a pero valores'de.1: 10 a 1:20 son prefuridos.
- En' p"ru::edlmlentos analiticos como des-
P pro{elmzamon de un volomen de 1 ml de
3 suero se prefiere una columna de 5
_mientras para probésitos preparatives con
© .« volimenes d= 506 mi deben- usarse co-
Jumnas de 2 a 3 litros. Es de hacer notar
'-_‘que ‘ol imanejo de las columnas grandes

- E A
S tes Jan- senmlio como el de las peguefias.

Fahey, g L ¥ col. (3}

7) Empaquctado - Para obtener bueno.-,
resultados ey importante cuidar bien gque
- €l lecho ex1é uniforme, para ello pesada
'_: uny ‘cantidad de muesiras ssca se - agila

3 'f'p

f .en un vaso de precipitacidn con solucidén
el salina. buferada diluida produciendo una

: 'l ' dispersién de- los granos del gel, - )
w7 " Despuss de sedimentar -y Secantar %5 *

4y ¢ sién se transfiers por medio de una varilla
o larga a una columna cromatogrifica en
+ L F cuya parte inferior se ha colocads . lana
T l""a- de vidri'o,_'\-.sﬁlice o resinag de grano gruc-
g . s ! I

. .t

-y la resolucwn perjudicada por el glan vo-

ml, -

-eliminan las partlculas finas y Iz suspen-

"

i

*.hace en forma de superficie horizontal ¥

- empaquetamienta. Cuando se ha formado
‘una capa de3 aj, cm de altura el orificio
de salidd’ ge a.bre, para permitir 1a- salida i'__
del buffer; una ideca @el buen empague-.: |
tamientd de- 1a resina sg tien= ciando se .

_lish. (Ver gré_fic_o Iy 11 o~ s *

En la parte éuperlor se ‘coloca un papel
de {filtro circular ¢ un tamiz de, 400 ma-
‘las, ambos evitan deformacmnes en el
lecho de la resina cuando se membra la i
muestra. - . o Fe oot

B -
.- \

. . . . : o -::’?' L
Al dls;mmml_‘ el tamaiio de las particulas-";
aumenta la resistencia at flujo y por-lo

fanto se abtienz menor velocidad de

flujo, por ello. es necesario lograr un * v

equilibrio entre el tamafio de lag particu-3 ».. ;- %

Tag y la voiocldad de ﬂu]o Las partlculasr . -aﬁ« “ga ! : g
P * S
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gruesas dan scparaciones rapidas cen
- mala resolucién cosa wontraria ocurre
con laz particulas finas,
‘Para Sephandez (G-200 no pasar de 150
mm, para G-75, K-100 ¥ G-150 puede ser
mayor, '
Antes de comenzar la experiencia se debe
observar si el empaquetamiente s ho-
mogéneo haciendo pasar una sustancia
coloreada a través del gel, como Azul
Dextran con un peso molecular de
_ 40.000 aproximadamente, cllo ademas nos
permite determinar el wvalor del Va.

8) Determingcidon del wvolumen muerto de
’ la eslumna (Vo). — Una vez empaguéta-
Ca una columna debe ser determinadc su
Vo para tener una idea de las condicicnes
del empaguetamiento, esto se realiza co-
Iopeando una zona angosta de una cus-
tancia de alte pesc molecular en la parte
superior de la misma y eluyendo con €l
" buifer. Leach, A. A. ¥ col. (8).
El volumen de eluridn o (Ve) de la sus-
tancia es el Wo, Tinta china diluida, azul
‘dextran a Hemoglobina son recomenda-
das para este ensayo. Para una columna
perfecta 1a zona de elucién deberia ser
angosta y simétrica. Con los datos del
volumen total del lecho €Vt), el agua
udsorbida (Wr), densidad del gel hin
chado (d) v el peso seco (a) se puede
calcular ¢l Vo, :

all + Wr)
Vo —m Vt - —— . B
d . .

9) Determinacién del volumen interno (Vi)
8i la densidad del agua se considera

C

2

L. M SCAVINI

Archiv, A, d= Alergia

la unidad el velumen interno es: Vi e=
a Wr. ) _ :
Se puede calcular también e! mismo in-

directamente si el peso seco del material

del lecho es desconocidoe. .

-

Vi—=a (Wr+1) - Vg

d

Cuando se usa una columna large tiem~

po suele disminuir la altura de l2 misma
¥ su Vit debido a un empanustamiento
mis cerrado de las particulas del gel

El Vi permanece constanie, pero hay -

una disminucién del Vo.

Para evitar todos esos inconvenientes se
usa un tubo accesoric ¥ se equilibra Iz
columna a una diferencia de presién que
es un 10% del volumen total de la misma.

14 Wr

Vie (Vt-Vo . Wr..d -,

Una columna manejada con cuidade pue-
de usarse varizg veces hasta clen wvoees, |

en algunos casos debido a las impurezas
puede disminuir la velocidad de fluje,
csas contaminaciones bacterianas o mict-
ticas pucden evitarse afiadiendo azida
sodica al 0.02 <%, clorohexidina a1 0.002

por ciento, cloretona al 019 o clorofor-

mo saturado a temperatura ambiente. No-

usar agentes oxidantes.

También es atil el proredimiento de la-.

vade en contracortiente y luego dejar

asentar el gel hasta obtencr un empaque-

tamiento uniforme, Si uno dessa alinace-
nar el gel lo hace con afiadido de un
agente bacteriostitice de los anierior-

c

1Ve B
—

! l .

-

Fir 3, Curvas de elucidn para muestras Je dilerente tamafio molecular en Sephadex G-200. El Vo repres

sentg el volunen muerle de la ¢olumna,

H

Ty

C el ¥Wa representa el wolumen de separacion.
representacidn se logra separar tres  sestanclas, AL B y C

De acuerde 2 esta |

tivao ) .:.‘!
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mente c1tados ¥ luego deja a 4°C Si se
wuiere serar el gel se lava sobre un buch-
ner con excesp de agua para remover
'.{sales y 'disminuir Jos contaminantes del
gel afiadir alcohol a intervalos y con
. lenta succmn luege secar a 60-80°C, el
hecho de gue aparezean FTumas no es un

- inconveniente para la dispersidn poste-
rior.- (Fig.-3), -

10 D'eteminacidn del agua de absorcidn

-Be deja el gel-pesado -previamente con
_agua 24 h. se toman 10 m] y se transfiere
a.un adaptador pesado que se coloca én
un tubo de centrifuga.

" Durante la cen’cnfuffa.clon 5¢ cubre el

o fubo de c_entmfuga con una goma, El
~liquide en ‘el espacio muerto es centrifu-

gado a 1000-2000 r.p.m. por 20 (radio 15
cem). El adapiador.con su contenido cs
pesado. nuévamenté y transferide a un
vaso de precipitades y secado a una tem-

- v peratura de 105°C. El agua de absorcién

es expresada como gm agua embebi-
‘da/gm. gel. . “

‘*La densidad del gel humedo zp determina
‘pesando el gel _centr:,ugudo previamente

" namero de cargas de la molécula de proteina

v .. I. . - ’ C "
en un psicnometro que es llenado de 7,

agua eliminando el aire y vuelto a pesar. i
Un método rapide de determinacién del . .
agua de absorcién es poniendo en una T m
probeta una cantidad de resina anadir . Lot
agua y leer el volumen de sedimento lue— : |
go de 24 hs. de absorcién. i A 1._'

11) Desarrolle cmmatogrdﬁco

T . AN
La elucidn tiene por objeto, disminuir e!

a través de cambioz de pH adscuados o de-
creciendo la efectividad de las uniones pre-
sente; por un aumento de la conc“ntraclon :
de sal. . .
En la cromatografia de proteinas en co-'
lumnas de

intercambio de iones com- . - s
Drende priumeramente el cstablecimiento de | | A .
uniones electrostiticas miultiples entre sitios - L

cargados en la molécula de adsorbente ¥
entrs moléculas proteicas, las proteinas que = « . =
difieran significativamente, dehen diferir en =~

5Us exigencias para una elucibn adecuada. & ¢

La distribucién de la carga puede también & ° |
ser considerada un factor importante, pero p JRI I
es el efecto total de ellos €l que determina .. ;  i#
la afinidad de una proteina "por el. adsor- i .

T ' ‘
 Fig. 4 Dlstintos tipos de +diagrama
producides por
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irostaticas. pueden jugar un papel impor-
tante.. . : )

Si-el volumen de eluyente Ve para eluir
un. componente duranie la separacién, s
dibuja ‘en funcién del velumen de eluato E

~ gue deja la columna, el gradiente puede ser
. descripte como continue (gradiente de elu-

' cidn continuo a descontinue (gradiente de

elucmn escalonada

(Fig. 4.

by

a) Gradteﬂte descommuo‘ Sober, H A ¥

col.’ (19,

Como existe cntre las mezclas de prote1~ -

nas. amplioc range de afinidad es necesano
usar una megzela de diluyentes.

.Cuando se tiene que aislar una sola acti-
vidad enzimitica de impurezas

rios en la tomposicién del dituyente a pé-

quefics intervalos de vollimencs para diluir

la proteing rapidamente ¥ en una concen-

tracién relativamente alld

Un snalisis cuantitativo dz las fracr:loncs
para la actividad en estudio, revelara el

" procedimicnid adecuads.

Las fracciones obtenidds pueden ser putri-
ficadas posteriormente por otros métodos,
incluyendo una recroma‘go-:'afia en wolros
adsorbentes. En los precedimientos de elu-
'tion discontinuos la resolucién gque se ok-

ilene es menor que la que se alcanza por

gradientes de elucidn continuo, la aplica-
cidn de cada nucvo diluyente da por resul-

-tado la desadsorcindg mas o menos simulta~
‘rea de todas las proleinas que tiene re-

querimientos de elucién riq satisfechos per
el eluyente precedente, pero que son exce-

" didos por el que sc esth aplicando y estas
emergeridn en un pico.

‘La amplitud ¥ a menudo el resto de ura
banda qus se mucve despacio, puede apare-

-cer en dos picos si €] préximo cambio de
- solvente no se efectiia cuidadosamente, Aun

mas ¢l cambio en: las condiciones redure
probablemente la capacidad del adsorbente
para algunas proteinas que quedan fuerte-
mente adsorbidas, -ensanchando sus bandas.

Sin embarge cuando se cromatografian
muestrag relativamente similares o cuando
la prote na que se va a aislar difiere bastar -
te de los oiros componentes en su compor-
tamiento cromafografico, es posible idear

~escalas o diagramas de tlucion que liberen

L M. scawm

bente, en algunos ‘casos las fueszas no elec- .

. obtemdos
aunque aun €l gradiente de elucitn no esta -

. afines &l -
_ adsorbente se pueden usar cambios arbilra-

- migracién total bajo las

> : St .Arcﬁiv, A de

..

_separadamente los. cﬂmpohcntes mdwidua’les

o mezelas de ellos de la columna

b) Gmcﬁe'nte co;ztm..r.o Peterson, E ALy
Sober, H .A. (1&), -

- 8i se aumenta en forma gradual ¥ pareja

el poder eluyente de buffer los picos resul-
tantes de la proteina pueden ser interpre~

tades con mucha mayor facilidad que los
por el procedimiento anterior

completamente libre de impurezas.

Estas caracteristicas
jar con un gradiente de elucién gue ienga
por objeto distribuir-la proteina en tantos
tipos' cromatograficamente  distintos

la'eolumna con el fin de examinar toda la
proteina que pusda ser abarcada en un sis-
tema cumplejo. - -,

Por esta razon conslituye el método apro~
piado para estudios de heterogencidad mo-
lecular e agentes enzimaticos. y .para las
ultimas etapas de purlfmaucn de una deter-
minada cnzima.,

Un gradlente adez uado conduce gradual-—
mente @ un equilibrio de adsorcién de las
proteinas firmemente adsorbidas, a’ medida
que el movimicnto de la fase lguida 25 més

lento que el-de la banda, el poder eluyents o

del liquido gue rodea a la proteina aumen-

recorniendan . traba-

come,
_ sea posible por un qlmple pasaje a través de

. .
-Alergin
. .

ta continuamente ¥ como consecuencia se .

acelera el moviniento de Ja banda. Final-
mente, si la columna es lo squclen‘oemente
larga la banda sé movera a la misma velo-
cidad gue la fage moévil, ¥ la fraccién de
condiciones de
equilibrio de adsorcién debe sor detelmma-
da por el gradiente, para gque a mayor vé-
locidad de aumentc de poder eluyente da-
rante la migracién, més pronto se alcancen
lzs condicionés que impidan la readsorcmn

¢y Dispositiva de gmdfentes.

Se han descripto muchos modelos de es-
tos dispositivos, uno de los més simples de
construir "consiste en dos remplentes una

colorade sobre el otro con una conexidn

desde el exiremo inferior del recipiente de
arriba que contiene lg solucidh més conhw
cenfrada del buffer, hasta el recipiente do

" abajo que ’uene el buffer inicial de menor

concentraclon
El liquido gue drena del rec1plen'£e infe~

rior y cuyoe confenido se agita continua-
mente es automiticamente reemplazade por
N . ¥ .
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‘81 contEnido del’ buf{er del reciplente supe-

~ ¢idn de scuerdo a la ecuacion.
« s
; b -k

lCz ~ D e

donde

ek concentracxon de la solucidn que dre-
'" :'na’del aparato inferior,
concentracién buffer superior.

: 'diferencia entre las concentiraciones

' iniciales de las. soluciones de buffer

] surerlor e inferior,

* ¢’ men de solucién colocado en el reci-
¢ v’ piente inferior. '

ralmente desventajosa pero el hecho de que

‘% ... la pendiente se puede cambiar en cualquier
o ‘.‘ momento, reemplazande la solucién en el
‘f.‘ G " reeipiente superior, esto es & menudo valio-

.. se en expcr;ﬂnmas clomabograflcas prehml-
nares,

Un procedlmlento que emplea una c ia
de gradlentes asi obtenidos rosulta ser in-
" termedio. entre elucién fraccionada y gra-
diente de elucidn y posee algunas de las
ventajas ¥ deéventajas de ambos. Sin em~
. bargo es necesarlo un gradiente simple ¥y
G contlnuo sin aumento en la pendiente.

' Para muchos propositos un gradiente }i-~
A neal simple es satisfactorio, este se produ-
[ , J 1 .ce rapidamente uzando 2 recipientes idén-
' .

r

W ‘ticos montados al mismo nivel v conectados
" por tubos de modo de mantener el equili-
_ i - brio hidrostatico.
_“53 ,"} - Les grodientes Sir;lp]o son a veces inade-
" .cuadog para separar mezclas de muchos
componentes por los requerimientos de elu-
; ©.cion dp las proteinas estin rara vez distri-
, . buidos” deniro de un rango semejante a
aque}l en el que estos gradientes proporcio-
nan-¢l poder de elucion. Generalmente, se
- necesita un gradiente compuesto para una
¥ &7 resolucién satisfactoria de tales mezclas ¥
7', su forma debe ser determinada por una
4 - sucesién de pruebas.

. it i

:‘; * _* Ejemplo; 8] comienzo de Ja cromatografia
0.4y Buffer superior 0.30M Vi = 500 ml

\ ‘* ; I‘3u£fer inferior 0.01M Vi = 1060-ml,
T Y Sy ¥ 13

¢ § E"«' " )I«;Q P

cag T

> frior, causande un aumento de ,‘concentra-'

R ; relacion? del ‘volumen de 11qu1do que
A7+ . . ha pasado hasta ese momento al volu-’

v ! La forma convexa del gradiente es gene-

A 1000

Aplicando la formula (1} -\

i
1

030 — 029 . e

oor T

¥ *

Al final de ln cromatografic . - o

. Co = 030 B et
. . 1009 ey
= ——p 1 S,
1000 B )
segan formula (1) e . "l o
R o 1 g o
C=030-029.¢ ¢ e, =210
C = (.30 E

La adaptacién del gradiente a los reque- ° :

rimientos particulares de una mezela dada

de proteina y de la columna, se puede lo-

grar por medio de un procedimiénto que °

consiste en una serie de cuhas interconec-
tadas ¥ de iguales dimensiones ecada una
equipada con un agitador y llenada con una

solucion mantenida en un equilibrio hidros-

tatico con la de las otrf#s cubas.

A medida gue el Hauido va pasande des-
de la cuba gue estd en un extremo de la
serie, '
ma gue estd determinada por las concen-
traciones y posiciones do tas soluciones ini-
ciales.

12) Eleccién de buffers  * % .

™ B

Es muy importante la buena cleccion de-

buffers para la cromaiografia de enzimas

su concentracién’ cambia de una for- .

pues en tales casos pucden producir una

inhibicién de la actividad por ciertos iones.
La "conceniracidn del buffer

0.005M) con el objelo de promover 1a fija=
cion de las proteina de modo que son n9697
sarios buffers con un pK wvecino ai pH
infcial, para proporcionar una capacidad
suficlente ¥ eliminar inconvenientes que

puedan resultar de modificaciones del pi.

por una interaccién del buffer con un ad-
sorbente - incompletamente titulado. =~ -~

inicial es
‘usuyalmente baja (aproximadamente 0.01M -
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Si estos inconvenientes no se subsanan
pueden dafiar la resolucién en las primeras
porciones del crematograma o provocar
poca definicién de los picos causando una
apreciacion errénea de los mismos.

;  Fl buffer de fosfato es excelente para

X . cromatografia a pH = 7.0 inicial, el tris (hi-

T droxime=%i amino metanoy para pH = 8.0
© 3 ¥y el acetato para valores de pH = 3.0.

e Las combinaciones de fris-fosfato,
. -.» . succinate son excelentes buffers dentro de
- T ) un ampllo Tango de pH. :
ST iGeneralmente, un ién del buifer que le-
. va la misma carga que la del adsorbente
T da mejor ccntrol de PH que aquel de carga
’ opuesta.

Si se van a efeciuar medldas ‘de radiacti-
vidad en’ porciones del efluente se pueden
usar sales volatiles tales como las amonio o
. . carbonaio, A valores de pH en los que es-
‘ . ttas no son. efectivas como buffers, esta fun-

e ‘cién la puede cumplir una baja concentra-
cién constante de otro i6n. Ejemplo: Fos-
fato 0.005M a DOI M que ne interfiere ma-
benalmentg ..on la radiacion.

tris-

+.. 'para aumentar el poder eluyente general-

mente como consecuencia de cambios en el
. . mamero de cargas de la proteina, luego una
s protema adsorbida en un intercambiador

Tow o' o de cationes se puede cluir per aumento del.

. v-";“ "pH ya Que su liberacién de . un intercam-
. » , blador de aniones se logra por una dismi-
LR nuclon del pH,

% " Los efectos de aumento en la molandad
.. %3 .7 de 14 sal parecen ser mas acentuados que
los ;':ambios de pH.

. S I -

Lo ':13) Flujo deé la columna, Ch v Sa.nders (9)

L ’ nes hld.mdlnamlcas al menos- en los que

concierne B.> la cromatografia de. proteinas

de flujo més zltas s¢ obiienen a 100 ml/h
por +m2 y no perjudican la resolucién.
:* «La efectividad de la Ecteola - celulosa
* . -dependenr mis estrechamente de la veloci-
dad de flujo. El tamafio de la particula-del
adsorbente es el factor mas importante.
A una velocidad del flujo algo menor las
dlmenslones de la columna pueden sin em-
bargo permanec-er Lguales durante toda la

i,

Los cambiui de pH son tambien efectwos'

La e]ecclon de las velomdades de ﬂUJO se.
detem:lma principalmente por consideracio-

con DEAE celulosa_ porgue las velocidades

I Lo e

]
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experiencia sin que se encuentre delcthd ;

alguna. PR . '-'-'n.
Con el proposito de inducir. el flugo del *
buffer a través de la columnpa y el del re- :
vipiente colocado por encima de . ésta, los® =
cambios en la velocidad se pueden inducir. ' R
cabiendo a bajando ¢l recipiente en reld- N" ¥
¢ién &l extremo inferior.de la columna. Se -, g
puede mantener una presion conslante sin
tener en cuenta la teduccién del mvel £n.
¢l recipiente a medida que cl liquido vaba-i.
lindo, cerrando la abertura del mismo’.con
un tapén atravesado por un tubo de- Ma-
riottc. Para deterininar la presién - se ‘mide
- la dlstam:la desde €] extremo superior de
la columna hasta el extremo inferior del .
tubo de Mariotte lleno de aire, suponiendo "
zsi que la columna liquida es continua. Co

14) E‘mmev de los eluzdos Peterson E A,
(). _ N
La resolucién cromatografica ‘de’ cual-.
¢ier mezela depende de la perfeccion de -
la recoleccién y del cxamen del poder re-

solventp, del sistema colJma—-buffer “em-
i . i I' . . .. .

pléada. . .
En log procedimientos de fraccwnanuen—-_"
to principalmente cuando s¢ emplean para - s
el enriquecimicnio preliminar de una enzi- , ., "

raa cruda, la coleccién de fracciones gran- .
des puede justificarse aunque se plerde al- |
go de resolucién en tales casos. el T
Por otra parte los procedimientos croma- -

tograficos ideados para proveer un alto po-
der de resolucién requieren la recoleceién 4
de efluente en muchas fracciones pequefias, -
el analisis de éstas para proteinas, actividad . . = °

enzimatica, ete, deben ser . - acompafiadas - .
por métodos elE”ldOS en base de ecnnomm;--,
de muestra y reactivo. . T T

* 4

La medida mas convenieniey menos des— ?'- A
tructiva del contenide proteico de una so-% %
licién es la determinacion espectrbfo‘bomé-
trica a 280 miM, -sin embargo esto se; puede ;-‘
usar solo para una determihacion semicuan _
t:tativa de los picos de proteina en-el crc»ma.-ﬂ; -
tagrama porque los coeﬁmentes “de extm-, B
cibn de las proteinas a esa longitud de. onda
varian ampliamente dependlendo'*a de’ SLL
contenido en grupos aromiticos. Un anélisis
cuantitativo por este método requiere‘cono-
cimiento de estos coeficientes para todos los. ™
compenentes, asj como una complets sepa-
racién y es impracticable en un cromato- E
grama comple;lo :
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* & ‘:‘ nr4s. aun >las proteinas cofs un contemdo “cibn en funcién de Ia Densidad - Optlca a: FER T N
, "?extrmnadamente bajo en residuos de aminoe . 280 mM, obtendremos guatro picos a saber; = . "°. i B _t'
L+ Acidos aromatlcos pueden escapar a la de- " el primero constltu.l.do por macrogiobullnas.. “ . ," g
3 tecciém, . Sin _.emhargo, ‘la absorbancia a oM, IgM y Lipoproteinas. El segundo pico-] "n; .

280mM es ol metodo mas- usado,
Los’ ‘analisis qulmlcos ‘de proteinas por
b métodos del Biuret, Lowry, Folin, etc. de-
-"E." penden de 'la cantidad de .muestra que se
“tenga. . La-
'.; por Lowry uene la . ventaja ‘de ser J0 a 20
' veces mas sen51ble que la absorcién a

r:--'d

o

230mM - D T
ROl . S O '
N 3 15) C&ncentmczrm de las j‘raccwnes . ‘-_
- i ". L £ - )
' . Las fracclones pueden ser concentradas"

, ' convenientemente :por perevaporacién a
través de bolsas de celofan de }/2 de pul-

gada montados en una cimara de vacio de
- modo gue-.haga una diferencia de presién -

" entre ¢l interior de la bglsa abierta al ex-
“terior y el espacio vacio que redea la misma.
- S¢ puede adopiar para estos fineg un de-
-t secador pejuefio gque soporte una serie de
. unidades. Cuando se emplea lioiilizacién o
perevaporacién Se¢ forman pequenas canii-

. dades de proteinas ‘insclubles y la concen- -

: -+ tracién de la sal no aumenta mucho.

.‘-!.,_.
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R Ap!acacwnes de ta Cromatografia -
[ L en Columng, '

Es una técnica de aislamiénta ds compu-
« mentes puros de mezcias complejas ¥ su uso

¢ se ha generalizado en los laboratorios ya sea
para separar fracciones de] suero, de ex-

tractos tisulares, de antigenos de transplan-

te, de enzimas, de fragmentos bacterianos,

de wvirus, hengos, ete. Porter R, (13),

' En el caso que utilizemos la filtracién
- en gel con’ Sephadex (-200 con un suero

total y représentando el Volumen de elu-
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modificacién del métode Folin |

o el Te eyl . ,__-_” 4

T

comprende IglrIgA, - transferrina, c&ruio-
plasmina, etc El tercer pico’tiene alburmna, :
haptoglohma glicoproteina, El cuarto p:cq‘ et
formado por prealbimina. - L Wl

« S utllizamos resinas de Intercambm 1om- _
co Sela M. ¥ col (14) ohtendremosamayor ot
cantidad de picos pero debemos:hacer uso
. de un gradiente de pH'y concentramon de P v 7
_sal para la desadsorclén. s 1* -
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