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l. HJTRODUCC!ON 

Por muchos años se ha intentado estudiar la composición de todo lo que nos 

rodea (el universo), siri embargo lo que más ha interesado al hombre es el 

estudio de la composición de la materia viva. 

El atributo más sobresaliente de los seres vivos es, quizá, su complejidad 

y su alto grado de organización; poseen estructuras internas complicadas 

que contienen muchas clases de moléculas complejas. Se presentan además en 

una variedad asombrosa de especies diferentes. Por contraste la materia 

inanimada de su entorno, representada por el suelo, el agua y las rocas es

tá constituida habitualmente por mezclas fortuitas de compuestos qufmicos 

sencillos de organización estructural más bien escasa. Cada uno de los _CO!!l 

ponentes de la materia viva cumple un propósito o función especfficos. Es-

to es cierto no solamente en lo referente a estructuras visibles como alas, 

ojos, flores y hojas, sino también a estructuras intracelulares tales como 

el núcleo, ribosomas, mitocondrias, membrana, etc. Además los compuestos 

químicos individuales de la célula como los lfpidos, las protefnas y los 

á~idos nucleicos poseen también funciones especfficas. 

En los organismos vivos es completamente válido preguntarse cuál es la fun

ción de una molécula determinada en cambio carece de sentido plantear dicha 

pregunta con relación a la materia inerte. 

Los filósofos niedievales habrfan contestado que los organismos vivos est6n 

dotados de una fuerza v1tal misteriosa y divina, tal filosoffa fue reempla

zada por completo por los grandes hallazgos en el campo de la fisiologfa, 

biologia y bioquimica, de tal manera que en la actualidad el objetivo prin-
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cipal de las ciencias antes mencionadas es determinar de que manera el con-

junto de moléculas inanimadas interactu~n entre si para dar lugar a un org.! 

nismo vivo, Los compuestos orgánicos presentes en la materia viva muestran 

enorme variedad y la mayor parte de el.los son extraordinariamente complejos 

aun la más sencilla de las células contiene gran nGmero de _mol6culas org6n! 

cas distintas; se calcula que la bacteria Escherichia E2J.j_ cc¡ntie~e alrede~ 

dor de SOÓO compuestos orgánicos diferentes entre ellos, unas 3000 clases 

diferentes de prote1nas y mil tipos distinto~ de ácidos nucl6icos. Ademls, 

la mayor parte de la materia orgánica en c6lulas vivas est6 constituida por 

macromolécula; de pesos 1110leculares muy grandes que incluyen no solamente a 

las prote1nas y a los icidos nuc1"6icos s1no tamb16n a sustancias pol~lll6r1cas 

tales como el almtd6n y la celulosa. 

Si consideramos ahora organismos mayores y más complejos como son los anim.! 

les y las plantas superiores hallaremos que talllbiin contienen prote1nas y 

ácidos nucl6tcos, en tnayor variedad en el organismo hUllllno, por ej911Plo, 

·puede haber hasta diez mil clases de prote1nas diferentes en c0111Paraci6n 

con las tres mil distintas de Escherichia colf. 

· .. 
Aunque algunas de las prote1nas de 6sia actuan.de lllOdo muy se11ejante que d~ 

"\ te"!"inadas protefoas humanas, ninguna de las mol6culas pr0te:tcas de Escheri

sh!! .5i2l! es identica a cualquie~a de las prote1nas·encontradas en el h0111bre. 

De hecho, cada •specie de organislllO posee su propi·o conjunto de 11Ío16culas 

proteicas y de &cidos nucléfcos qu1•ic11111ente diferentes. Puesto que es prg 

bable que existan alrededor de 1.5 millones de especies de organismos vivie.!!. 

tes, puede calcularse que.el conjunto de las especies vivientes debe conte-

·:·· 
' 



ner entre 1010 y 1012 tipos distintos de moléculas protéicas y unas 1010 

clases diferentes de ácidos nucléicos ( 54 ). Si comparamos estas cifras 

con la totalidad de compuestos orgánicos cuya estructura sea conocida por 

los químicos tendremos que alcanza solamente 106 , Por lo tanto es claro que 

únicamente conocemos la estructura precisa de una fracción trivialmente pe-

queña del conjunto total de moléculas orgánicas que se cree existen en la 

materia viva. Por todo ésto parecería una empresa sin esperanza que los 

bioquímicos intentaran aislar, identificar y sintetizar todas las 'c:!.if.eren

tes moléculus orgánicas ·presentes en la materia viva, 

- . -_ ·. ; -\e-~.\·"" 

El número reducido de moléculas estructurales con que están constF~:¡:~~·~ 'to,

das las macromoléculas, poseen otra característicá i.mportante: cada .una de 

ellas desempeña más de una función en las células vivientes, y·alguiía~{son 

tan extremadamente versátil es que realizan buen número de fúnc;.ci~~~- ::·\~~ , 
.·._,,,_:-.:1 ;-;_.:,.:, 

aminoácidos no solamente son la estructura base de las molécula~''i:>?6te{ca~ 

si:io que también son precursores de hormonas, los alcaloides,)J'á{:·IJC)r,,1'.i:r'i-
:: ;.·.:" ~-~·,..:.:·.'.<· -- .. -

nas, los pigmentos y otras muchas bi orno 1écu1 as. Di versos m6ric:lnu.~']'~6t'i.dos 
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;; ::º :;::::::::::::'.:::::::: .::::::::: ::·~:::::::::fü~~~¡i(~lf i~F. 
las estructuras complejas fueron seleccionadas en·ely~ur:soi'de-:la'evoJu~ion' 

biológica, precisamente por su capacidad de d~!;c~¿~e';~:p;W\~j~º2~~~~~i~x~\;~n~~; · 

Por lo que, sabemos hasta ahora, los organÍ-~mo~ ::}j~~},~~r~~~~ó;-l;~nt~\.~~~~rilmen 
·-:· .. :-' '-/ _ ... _· . -·.·~--~:-\ :-.~-: " -· 

te compuestos sin una, función definid,., au~q~c. tixiúen .. '.il),g~~~.~.·n;omoléculas 

cuyas funciones se desconocen actualmente nn obstante la ~~nrplejid~d de las 
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biomoléculas, su comportamiento aislado se ajusta a todas las leyes físicas 

y químicas que ri.gen el comportamiento de la materia inerte (peso .molecular, 

carga, punto isoeléctrico, solubilidad, etc.). 

Tomando ventaja de las características mencionadas :es·: p·os:i bl i!;' S,cpar.:n:los del 
' -'.~.~:.:::.:·;;--' 

ambiente que las rodea con el. objeto de aná l izarlas' bi Óq~~mi'2~~~·~te ·.Y de es 
~ - ,·.-. .. . . ··, --··. ··-- ·- . -

ta manera tratar de comprender cual es. su f~,n~/6r~d~nf;o .~ei ·~i~r·~~mb1e1ite 
en el cual se encuentran. 

·.---~ . -::·; ~··, ~-~ ~:~:\~~:·.' ~-

En las últimas décadas se han desarrollado t~2~\~·as 
léculas, algunas sencillas 

mentadas en aprovechar las características 

dichas moléculas, cabe mencionar dentro de 

La centrifugación y 

de moléculas por su coeficiente de 

La 

en un medio altamente salino 

Electroforesis cuyo fundamen.to se 

a la carga y peso molecul.ar •. 

La cromatografía de la 

chas variantes~ una de 

pliamente utilizada 

-';,-;.•: 

vel investigación sino que también a escala fodustria 
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una nueva rama de la bioquímica llamada biotecnología. 

Dada la creciente importancia que se le ha dado a la cromatografía·) quida 

se decidió hacer la presente investigación bibliog.ráfica,-él~ ~~:al'n_o preten 

de ser un manual de cromatografía sino que más bien· un~ ;h.copi.l.~c.i_~n de las 

nuevas aplicaciones de la cromatografía líquida de alt('i:e.~ql~~{ó11;(FPLC} 

para la separación de compuestos bioquímicos important¡:s';~;g~~~~·,_;\~h~i~~~s. 

y polinucléotidos entre otros. 
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II. GENERALIDADES 

Cromatografía es el nombre que reciben los métodos de separación molecular 

en los cuales dos o más componentes de una mezcla son separados físicamente 

por distribución entre dos fases: una fase estacionaria la cual puede ser 

un soporte sólido o líquido y una fase móvil que puede ser un gas o un lí-

quido el cual fluye continuamente entre la fase estacionaria. En la croma-

tografía líquida la fase mó,•il es un líquido mientras que en la cromatogra-

fía de gases la fase móvil es un gas. 

La cromatografía fue descubierta y llamada así por. Micháel Tswet en )9.06, 

separando pigmentos vegetales en solución, haciéndolos pasar a través de 

una columna empacada con carbonato de calcio; los pigmentos al pasa.r.,por la 

columna se separaron unos de otros formando bandas coloridas de aquf~el ·no.!!!. 

bre de Cromatografía del Griego cromatos = color y grafos = escrití.i~i{;.~:'. 
:_.,. ·:·:::/~:<: 

'' ·'-· ~. 

El siguiente paso fue el desarrollo de la cromatografía liquido-liqÚ~do·o 

de partición descubierta por Martín y Synge en 1941. Usando úri adsorbi.'nte 

sólido como soporte de la fase líquida estacionaria, y como fase móvil un 

líquido inmisible con la fase estacionaria; logrando la separación ·,¡;olee~-
lar en base a la solubil.idad de las muestras. 

. ·."'.;,<:< 

Paralelame.nte se desarrolló· la cromatografía en papel la cual es ópt:fma pa;-
-., .. ,. _ ·,•. 

ra identificar pequeñas cantidades de compuestos purificado's ¡ dé ést~':C:J~ri~ . . - .· ·-' ~ .. ' . . 

vó la cromatografía en c~pa fin~ en la que la separación s~ 117\.a: a :¿6'¿'en 

una capa muy delgada de un adsorbente sobre placas de v·idrio. o·.dé.·cualquier 

otro material rígido inerte; este tipo de cromatografía ganó mucha ~opularj_ 
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dad después del trabajo clásico de Sthal en 1958 ( 19 ) ( 73 ) • 

Un gran avance en las técnicas cromatográficas fue la croinatografia de P,a-

ses descrita por Martín y James en 1952 ( 2 ) , usada particularmente para 

separar mezclas de gases, de líquidos y s6lidos volátiles. 

En las últimas décadas se ha incrementado el interés por la cromatografía 

líquida debido al desarrollo de nuevos geles de empaque y nueva instrument.!!_ 

ción, dando lugar al desarrollo de la cromatografía líquida de alta presión 

(HPLC); y de la cromatografía liquida de alta resolución para proteínas, p.Q. 

lipéptidos y polinucleótidos (FPLC), 

Principio Básico de la Cromatografía Liquida. 

El sistema de cromatografía líquida comprcnde de una filse·cstacionaria o de 

empaque consistente de partículas s6lidas porosas norinalmcn.te: menÓres de 

150 um de diámetro, contenidas en un tubo dE'· \"idiio ~ cÚ.lumno¡ un pequeño 

volumen de la muestra en solución es í nyectud.a'. a: '..:1-0 colu)nmá.;. ~1 eluy'ente. o 

fase móvil arrastra a la muestra a trnvé'S~-~¡~,1 ·-m~t·ci·r_i~·1::~(1~::·6:~paq·u~. :cfó~~de:. tos 
,.• -

cor.ipuestos se irán adsorbiendo y desadsorl;t<'~dci lcn'trimcnt<!}aJ.' gel .d~;a·~;.;er-

do a su afinidad por éste. Cad» co111p11e,; Lo.~)~-~ ¿,;:Ú;¡'¿¿t;I~ ·~nt're la .~~se 
estacionaria (e) y la fase móvil (m) al· 1r,)~snn·d~~:~~~::Y~.?~~t~J~¡ J~.~-a:t,uer-
do a la siguiente relación: ·.e•: .... ' .. ·:;·,,:,..... ·'" .. 

. . .;·-:'. -·;~~.·.~: .... :,;_-.,··.'···:.r.; ,;: :·:-.. . :-,'":~: ::~'.:;. 
:::-'<.'''.:. .. "- .': 

xm •..... .-.~:. x.e_/·\· ;_ ... ::.'.: .. · .. ,·.. .·.~~:··· 
. 'e'·:· - «<:_.\;~::,: 

<::)-- ·,_'···>,.· 

En donde el coeficiente de ~i~-~ri~-~~~i-~~ ·put .. ~: .?] ·.cO-~Jl~tl!~~-~-:~~:cHtit- rlado por 

la siguiente f6rmula: 

Kx 
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En donde un valor grande de Kx indica que el compuesto es muy afin a la fa-

se estacionaria y por lo tanto se mueve muy lentamente por la columna, mie.!! 

tras que a valores pequeños de Kx nos dice que el compuesto tiene mayor af!. 

nidad por la fase móvil y eluirá rápidamente de la columna. Al separarse 

los compuestos adquieren distintas velocidades, por lo que la separación se 

·11eva a cabo por el flujo de la fase móvil a través de la columna como se 

muestra en la siguiente figura ( 51 ) ( 78 ) • 

l 
La medida de concentración de cada componente al salir de· la columna puede 

observarse en función del volumen de la fase móvil colectado y medido ex-

ternamente por cualquier otro método, generalmente el flujo ele ln columna 

es monitoreado por un detector que mide propiedades físicos o químicas del 

soluto en la fase móvil. 

Tipos de Cromatografía Liquida. 

La diferencia en los tipos de cromatograf ia liquida se basa en el mecanismo 
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de separación y está dada por la fase estacionaria. Los tipos de cromuto-

grafía liquida de mayor i.nterés son: 

A) Cromatografía de Exclusión Molecular. 

La cromatografía de exclusión molecular también llamada de filt roc"i.ón ·en 

gel ha jugado una posición clave en los últimos veinte años y se hi1·.~l.l'

lizado para la purificación de proteínas, enzimas, úcitlos nucléicos·,: ¡m

lisacáridos y algunas otras macromoléculas biológicus. En este :.ti,ij.(/:c1e 

=omatografia la separación de dichas moléculas se lleva a cnbu ·d~.c~~·~·c;~ 
: . . ,._·,::e-~ 

do a sus características intrínsecas (peso molecular, ·E"::itrtH.:tufú,:. é!~~/j·: 

y no por su interacción con factores externos tales como el pll, .co~c(!n7 
lf ~ 

t:ración de iones metálicos, cofactores, ;¡c. El soporte o mD.~~~-·f}<~.~¡t·¡~·i(i:i 

un papel muy importante ya que no debe presentar reacció.n qtiínft¿~·.~~·~}.10 :· 

muestra a separar y debe ser estable a cambios de temperatura·; .1'.'·'":,-.'.~.J~;~ .. :· 
za iónic3, detergentes, etc. La cromatografía de cxclusi·ó~· ·;~~;'Yi..{~:;d;~:~~-;-~~~

basa en la separación de moléculas de a2uerdo á su p~~~ y · f~mZ~0:~:,~·{;,¡;{;_: .... 
. -:-. .;,'.'.;' 

cerlus pasar por una columna ewpacada con un gel. p_oraS·~ ~--~i!;~éú '·:~:\~~;~1irJ.1J-.1}::~;.~·· .. : 
•' . . ,· ·. -., . ··- :.-¿-·:_-::; 

moléculas más grandes no pueden penetrar a_ la nai:un1l"ezri''.j.ñtl~.i.n~i~é·':-·1: ih.:-."f' 
' .. -~::··, -~-·:_' '::): ':/~?:<. 

gel siendo eluidas primero; las moléculas más pequeñas si ·pen(it'~(ui~~·.}•,or: 

lo que son retenidas y consecuentemente son el u idas en forma---i n·v--~'rsu"iiíéíJ~. 
~- ·< '. ~ . 

te proplircionol a su peso -molecular, además de :::er una ·t.écríi.cfl':ti(~· ·.!-:~C.'f!nr.!!. 

ción tJmbién nos sirve para calcular el peso molecular .iipr'c;n<Í~~d·~·;:: .dr.!; los 

componentes [Jresentes en la muestra mediante el uso de marcadores dri ·c¡m:' 

so molecular conocido ( 73 ) • ?ara llevar a cabo esta técnico se ui.:.i'J í-

zan difprentes soportes; a continuación describiremos las carOctur f :.:1 .. ¡-:. 

cas Ce cado uno de el.los. 

A.l Geles a Base Dextranas. 

Estos geles est.án -f~rrr.ados por c:sfcras d& dextrélnu~ c11trr.:lu:1;uJ:1~ ~r~;• 
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epiclorhidrinas, su estructura parcial es la siguiente: 

El gran número de grupos· hidróxilo hace que este gef sea demasiado hidr!d. 

fílico, por l"J :;:ue tient!e a hidrat.Srs'e al ponerse en contact:o cr;:i agua, 

trayendo como consecuencia que el gel se hinche. Convenientemente se ha 

variado tanto el !:t':wero de enlaces entrecruzados como el tamaño de las 

esferas de dextranas, lo que ha dado como resultado ·diferentes diámetrr..is 

de esferas hinchadas (hidratadas) y consecuentemente un di.sl i nto in ter·:~ 

lo de fraccionamiento ffiGlecular; estos geles son insolubles en casi to-

dos los solventes, s!endo estables en soluciones ~cidas o b~sicas, sin 

embargo, al exponerlos a agentes oxidantes se afecta su estructura (7? ). 
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A.2 Geles a Base de Dextranas-Acrilamida. 

Este tipo de geles son preparados a base de enlaces covalentes de 

alil-dextranas con N,N-Metilenbisacrilamida, lo que aumenta la rigi

dez del gel considerablemente; su estructura h!notétir~ es la siguie!!. 

_[~ .:~]--~.~·~~ 
e-o ~ Jw o, 
1 -s-0~ ~H2 ~ o 
NH 
1 
e-o ""' 

0
, 

' 1 /~ 0 
CH-CHrClf-c:Hr-CH- Clf -s, ~" 
1 ' o f+ o 

OH Clf.z J 
o. b ':---< 

e•,-•~" ~.•• q,_ º, 
''o~o ~___:;¿' 

CH¡-O-

te: 

Los geles con esta estructura son insolubles en todvs los ISOl'.•entes 

sin afectar su naturaleza química, se han utilizado para separar pr_g_ 

teínas, ácidos nucléicos, polisacáridos, algunos pla'smidos e incluso 

virus de 300 a 400 nm de diámetro; al igual que los geles de dextra

nas la separaci6n de molé~ulas se lleva a cabo de acuerdo al peso y 

tamaño de los componentes de la muestra. El intervalo de fracciona-

miento molecular depende del número de enlaces de alil-dextranas 

con S,N-Metilenbisacrilamida. 

A.3 Geles a Base de Agarosa. 

En su estado natural la agarosa forma parte de una mezcla compleja 
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de polisacáridos a los cuales se les conoce genéricamente como usar, 

La agarosa que se utiliza en estos geles se obtiene por un proct'so 

de purificaci6n que remueve los polisacáridos cargados, c¡uedundo un 

gel con una carga neta muy cercana a cero. El gel se forma espanta-

neamente cuando a una solución previamente calentada de Agnro~a se 

le enfría, mediante este proceso las cadenas individuales tic polisu-

céridos forman dobles hélices y subsecuentemente se forma un Agrega-

do en forma de gel estable como se muestra en la siguiente figura: 

Las subunidades reoetida!' riel polisacárido se muestran ,en 1u siguieJ! 

te figura: 

El inter.-alo de fraccionamie~to está dado por el porcentaje de agar.2_ 

sa contenida en el gel, siendo los más comunes 2, t. j' ~%. Se ha col!!. 

probado que la estructura del gél de ag~rosa es estable por los enl.!!_ 

ces de hidrógeno, y no por los enlaces covalentes (26 ). 
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Se han desarrollado nue•·os geles de agarosa que se han acoplado a 

grupos 2, 3, dibromr;propanol en condiciones alcalinas lo que permite 

una mayor estabilidad química y térmica, esta estructura es semejan-

te a los geles de dextranas, su estructura se muestra en la siguicn-

te figura: 

·'·.·:/::: 
La ventaja que ofrecen estos geles .es que. pueden ut:i.ú;.al°se ·par!l' ':'e.:... 

paraciones a gr2:a i;:s-:.a:;.a, así éomo para fi·~es·:.de inv~sti~a"ciói:-¡, ·~-;j-· 
.. •• ,: . . - .. ·'·" ;. ·,· 

lizándo1os con mayor •·elocidad de flujo sin afectar la r"solución.; 

Este tipo de gelss sor~ estables en medios acuosos y s~l-1.icic;i~? ~,~hi I:;.. 

nas en intervalos ¿e pH entre 4 a 9, además los geles e,::tr~cr~,z~:~~~< 

:~c:~an:::r::~::::~~:o::f::e::::n d:e:::t::::s ad:: ::;:i~~f~l~::~~{~f · .. 
. -.. <···.:.-;.:.:.\: >.·· ·.:- "·>':;:·_-.. _, _, ... 

puede ser esteril:..za::'J por calor, para lo cu81 ·se ti~-~~~'.-;J.U~-.·~e~urrir 

al tratamiento .:.0;: a;s:-H:es químicos co:¡¡o el 'di,~~i~.-~.i ~-~~~~~{r_
0

~~Ü~t·ci 

( 1 ) • 
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B) Cromatografía de Intercambio I6nico. 

Otra alternativa en cromatografía liquida es el método de intercambio 

iónico, el cual ha sido ampliamente utilizado para fraccionar diferentes 

substancias; el principio básico de esta técnica es que reconoce peque-· 

ñas diferencias de carga que poseen las diversas moléculas de una mezcla, 

estas características combinadas con las matrices hacen al intercambio 

iónico una técnica con buena·resoluci6n para la separación de biomolécu

las ya que la mayoría de éstas son polares. En la cromatografía de in-

tercambio iónico se utiliza una.matriz insoluble a la cual se le han ac.Q_ · 

plado covalentemente grupos cargados que van a tener la función de·inte!:_ 

cambiador, es decir que pueden ser asociados a iones contrarios, los cu.!!_ 

les pueden ser intercambiados reversiblemente sin alterar la matriz ni 

al intercambiador. Es posible cargar las matrices tanto positivamente 

como negativamente; los intercambiadores cargados positivamente interac-

tuan con iones cargados negativamente (aniones) llamándosele a esta in-

teracción intercambio aniónico; igualmente los intercambiadores cargados 

negativamente interaccionan con iones positivos (cationes) llamándosele 

a esta interacción intercambio catiónico. La siguiente figura muestra 

diferentes intercambiadores ( 5 ). ( 70). 

e 
eQe 
~ e e 

Esta técnica se fundamenta primeramente en la adsorción de la muestra a 

la matriz por afinidad de cargas, las substancias no enlazadas se elirni-
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nan por lavados, posteriormente la muestra problema se eluye de la ma

triz. Esta separación se obtiene ·usando diversas substancias que tienen 

distinta afinidad al intercambiador, debido a diferencias en su carga e_!! 

tas afinidades pueden ser controladas variando· condiciones tales como 

fuerza iónica y pH. Este tipo de cromatografía se ha utilizado en la s~ 

paración de compuestos con propiedades de carga muy similares, por ejem

plo en la separación de proteinaa que difieren en un sólo aminoácido, 

por lo que esta téc~ica tiene un alto nivel de resolución, practicamente 

uno puede decidir entre adsorber a la matriz el compuesto de interés o 

bien adsorber los contaminantes y permitir que la substancia de interés 

pase libremente a través del soporte; generalmente se utiliza la primera 

alternativa ya que permite un mayor grado de fraccionamiento. 

Las matrices que se utilizan en esta técnica pueden ser compuestos inor

gánicos, resinas sintéticas o polisacáridos; la naturaleza de la matriz 

determina sus propiedades físicas tales como resistencia mecánica y ca

racterísticas de flujo, también determina su comportamiento hacia subs

tancias biológicas y hasta cierto grado su capacidad de intercambio. 

Los primeros intercambiadores descritos fueron· resinas sintéticas emple_!! 

das en tratamiento de aguas, procesos de desmineralización y recupera

ción de iones en aguas de desperdicio, estos intercambiadores consisten 

en polímeros hidrofóbicos altamente substituidos con grupos iónicos, te

niendo alta capacidad de retención de iones pequeños; debido al alto gr_!! 

do de entrecruzamiento requerido para darle suficiente resistencia mecá

nica a la matriz, la porosidad de estas matrices es rnuy baja para protei 

nas y algunas otras macromoléculas. Además, debido a la densidad de ca.r. 
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ga tan al.ta, la unión es tan fuerte que la matriz hidrofóbica tiende a 

desnaturalizar compuestos biológicos lábiles, as! que, a pesar de sus e¿¡_ 

celentes propiedades de flujo y su alta capacidad de retención de iones 

pequeños este tipo de intercambiadores no son adecuados para la separa

ción de biomoléculas. 

Los primeros intercambiadores descritos para el uso de muestras biológi

cas fueron hechos de materiales a base de celulosa desarrollados por Pe-

tersan y Saber ( 90). Ya que la celulosa es de nature1leza hidrofílica 

no existe el problema de desnaturalización de proteínas; desafortunada-

mente muchos intercambiadores de esta naturaleza tienen muy baja capaci-

dad de retención (de lo contrario la celulosa sería soluble en agua). 

Además, sus propiedades de flujo son muy pobres (lento) debido a su for

ma irregular ( 71 ) • 

Posteriormente se desarrollaron soportes de dextranas y de agarosa 1 .lo.s 

cuales poseen gran capacidad de intercambio, forma esférica, Únjforniidad 

y gran porosidad incrementando así sus propiedades de flujo: la sigUien

te figura muestra distintos grupos funcionales utilizados para intercam"-

bio iónico ( 90 ) ( 54 ) • 

Intercambiador Grupo Estructura 
aniónico 
A.E. Aminoetil -OCH2CHrNH2 

O.E.A.E. Dietilaminoetil -OC~2CH2NCC2H5)2 

T.E.A. TrieÚlaminoeti.l ·-ocHrCH2N(C2H5)3 

NH 
" 

G.E. Guanidoetil -OCHzCH2NH CNH2 



Intercambiador 
aniónico 
P.A.B. 

Q.A.E. 

Intercambiador 
catiónico 
C.M. 

p 

SE 

SP 

Grupo 

Para-aminobenzil 

Amina cuaternaria 
Dietil 2-hidroxipro~ 
pi lamina 

Grupo 

Carboximetil 

Fosfato 

Estructura 

-OCH2-<:::;)- NH2 

··... . -,.,··· _: 
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La presenc:ia de grupos cargados es· una propiedad ~unda:.~ent'a{d()~ un in Ler-
' .·.- ·, .,·.··_·:·. 

cambiador ió'nico.,. el tipo·· de -grupo determina la fuerz·a_·:_·d~~-:·e'~-~-~i.'. !?Ü. :n(i·~cro 

total y disponibilidad determina su capacidad. Por· ejemr~?".~~-1'<¡>,;;i_if~.upos 

sulfo y aminas cuaternarias son intercambiadores i6nic~~~·-.·ri1~;.~~b~:~< J:b~-) 
•; '.o-,o· ,¡ • : ~t -· '·'" 

::::::ª:::::::1 s:n c:::::::::~:d:::s i:::r::::::d::::r::~~t~t(x~~~~:~2~º:~ 
:-~~> ~,-,~~\~~ 

gel de acuerdo al pH. Los intercambiadores .fuertes son ¿·,nnpi"~·tamentc .io-

nizables dentro de un intervalo amplio de µH y los int:ercumbj8do.res i6ni-

cos débiles varían marcadamente con el pH en su capacidad de interc8mbio. 

La capacidad de un intercambiador iónico es la metiida cuantitativa de !:u 
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habilidad de adsorber iones contrarios, la capacidad puede ser expresada 

como capácidad total y se da como la cantidad de grupos cargados por gr!!_ 

mo de intercambiador iónico seco. La cromatografía de intercambio ióni-

co se lleva a cabo en varias etapas que son: 

l. Equilibrar el intercambiador. 

2. Adicionar la muestra. 

Eluir contaminantes. 

4. Cambiar las condiciones para eluir la mue~trá; 

S. Regenerar el intercambiador. 

Estas etapas se muestran en la siguiente figura ( 71 ). 

Á o: .A 
a¡ A li 

~ 
or+",t'º 
o~ 

Paso !fo. 1 Se equilibra el interca:nbiador con iones contrarios (amorti-

guador). 

Paso ~o. 2 Los iones contrarios son reemplazados por la muestra. 

Paso ~-:o. 3 Después de la adsorción de la muestra se aplica un gradiente 

de pH o fuerza iónica para eluirla. 

Paso l:o. 4 Se reemplazan los iones del gradiente con iones contrarios P!!. 

ra regenerar las condiciones iniciales. 

?ase Xo. 5 El intercambiador está listo para ser usado nuevamente. 

Elección de la Matriz. 

:>o existe una matriz ideal para poder llevar a cabo este tipo de cromat.Q. 

grafía"' por lo que para seleccion.:irla se deberán tomar en cuenta JáF-: si-
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guicntes parámetros: 

l. Las características de los componentes de la muestra. 

Las substancias se unen al intercambiador iÓnico cuando su carga es 

contraria llevándose a cabo una interacción electrostática y reversi

ble; para las substancias que tienen un sólo tipo de carga es fácil 

escoger el intercambiador, sin embargo, para substancias que poseen 

cargas tanto positivas como negativas (anfoteras) es necesario recor

dar que su carga depende del pH: por lo anterior es aconsejable cono.

cer cual es el valor de pH en el cual.alcanza su punto isoeléctri~o; 

el punto isoeléctrico de una proteína se define como aquel valor de 

pH en el que la carga neta de la proteína es igual a cero, por lo ta!!. 

to, si los componentes son más estables a valores de pH, más bajos de 

su punto isoeléctrico se debe utilizar un intercambiador catiónico~ 

por el contrario a valor.es de pH más altos de su punto isoeléctrico 

se debe utilizar un intercambiador aniónico ( 70 ) ( 93 ) • 

2. Tamaño de los Componentes de la ~luestra. 

La porosidad de un intercambiador iónico no tiene· efecto en el meca

nismo de enlace de la muestra, pero sí tiene influencia en su capa~i-

dad ya que en matrices de baja porosidad los grupos cargados no se e!!. 

cuentran muy expuestos y las moléculas grandes no van a unirse adecu.§!_ 

damente; para evitar ésto es necesario determinar cual es el interva

lo de exclusión molecular del soporte a utilizar o aún mejor, es aco.!!. 

sejable conocer el peso molecular aproximado de los componentes para 

así seleccionar la matriz adecuada. La siguiente figura muestra un 

cuadro para seleccionar el interca~biador iónico adecuado (71 ). 



Intercambiador 
anionico ----(-)--- Carga 

pH 2-10 

Cneb1.1) (Fuerte) 

r.-1--, 
~ cd 1-;;-rupo .• 

~cambiador 

é!O 

muestra problema y es eluída con uno solución fl:_tt~,~.:1:-·~g·~-~-~-~~~~{~S·.r~·qc-¡;;.1:¡ 1 l!t 

mada poliamortiguador ajustado á un pH más. bejo qu.;, •la·.:-,;,;1u.:::i.ón: rimiH·t· r

guadora inicial. Estos eluyentes poseen compuestos· iim:lnad{Js, cCJn 11nn nt!I-

pU.a capacidad amortiguadora, por lo que· forman gradientes ·de pH dcs1ll'. 

básicos hasta ád dos. El pH en la sol11ci.ón que e.luye dC lo col umua :i 1 

comienzo de la r::luci·:-n es ;;:;cy pi<;)ximo al pll irdcial a rilcdí.!1a qur.• -la t•l 11 

ción progresa, el pH en cada segmento de la columna se hRce grarlual111<•111« 
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más ácido debido a que se está adicionando más soluci6n eluyente palia-

mortiguadora generando de esta manera un gradiente de pH. En la etapa 

final de la elución casi toda la columna alcanza el equilibrio con el 

eluyente y el pH se acerca al pH de la solución poliamortiguadora, esto 

se muestra en la siguiente figura. 

• LJ u u u 
~¡ o . 6 6 o 

Un gradiente de pH se genera normalmente utilizando un mezclador de gra

dientes, en el cual una cámara de mezclado es llenada con.una solución 

inicial a un cierto valor de pHz y la otra cámara contiene la soluci6n 

amortiguadora limitante a otro pH¡ el cromatenfoque aprovecha la capaci-

dad amortiguadora de los grupos cargados contenidos en los intercambiadQ 

res iónicos especiales por lo que el gradiente de pH se forma automáticE_ 

mente a medida que la solución poliamortiguadora de elución titula los 

grupos del intercambiador especial. 

Una proteína ap!icada a la columna migrará con el eluyente hasta que el 

pH de éste sea igual a su punto isoeléctrico, no puede migrar más allá 

de este punto porque si lo hace adquirirá una carga negativa y se unirá 
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al gel intercambiador, la proteína tampoco puede migrar hacia el tope de 

la columna porque adquirirá carga positiva y será repelida por la matriz 

del gel intercambiador. Por lo tanto, las proteínas cluyen como zonas 

muy estrechas (enfocadas) de acuerdo al valor de sus puntos isoeléctri-

cos. Este efecto se ilustra en la siguiente figura en· donde lo largo de 

las flechas sobre la zona representa la velocirlad de migración. 

iu111•••N•••••••••••&~ 

+ + 

I!lllU. 
~oe 
eoe 
608 

Proteínas con distintos puntos isoeléctricos migrarán a diferentes dis-

tancias en la columna antes de encontrar el valor de pH que sea igual a 

sus puntos isoeléctricos correspondientes, al agregar· más eluyente ·poli-

amortiguador serán eluidas de acuerdo a sus respectivos puntos isoeléc-

tdcos (69) (93). 

D) Cromatografía de· Afinidad. 

La cromatografía de afinidad ocupa un lugar único en la tecnología de s~ 

paración molecular ya que nos permite purificar casi cualquier molécula 

en base a su función biológica y a su estructure química individual, 11~ 

vándose a cabo une adsorción específica y reversible entre la molécula a 

purificar y una substancia complementaria llamada ligando, inmovilizada 

a un soporte insoluble. La alta selectividad de la separación está da-

da por la naturaleza específica de las moléculas interaccionantes aprov~ 

chando esta propiedad para purificar substancias biológicamente activas 

de mezclas; separar proteínas activas de proteínas desnaturalizadas, etc. 
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Las primeras aplicaciones de la cromatografía de afinidad fue la adsor

ción selectiva de amilasa en geles de almidón insoluble en 1910, en 1967 

Axen y Porath reportaron el uso de matrices a base de polisacáridos para 

acoplar grupos amino primarios activados con Bromuro de cianógeno (78 ), 

lo que representó el inicio de la cromatografía de afinidad. 

El principio de este tipo de cromatografía se muestra en la siguiente f.!. 

gura ( 68 ) • 

+D c:V o 

1 ... C9 p 

p D pD 

~ 
,_ 

+D b> ¡g 

Para llevar a cabo este tipo de cromatografía se requiere de un ligando 

específico, el cual debe unirse covalentemente al material cromatográfi-

co dejando libre la zona de especificidad del ligando para llevar a cabo 

la adsorción de la muestra a separar. Los compuestos comunmente utiliz!!_ 

dos como ligandos se muestran en la siguiente tabla: 

Ligando Substancia a separar 

Substrato análogo, cofactor. Enzima 

Antígeno, célula, virus. Anticuerpo 

Polisacárido, glicoproteina. Lec tina 

Base o secuencia complementaria. Acido nucléico 
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Receptor. Hormona 

Proteína específica de superficie 

celular. Célula 

La matriz formada comunmente de agarosa juega un papel muy impoí'ti:Jnte P.il · 

ra la inmovilizaci6n biológica de la molécula activa, los grupot;. h:l."d L"Óxj_ 

lo de los residuos de azúcar pueden reaccionar covalentemen1·c; por .-11 ~,nn-

dos. La elección del ligando está dada por dos factores: 

1. Ei ligando .. debe ser E'Specífico y su enlace debe ser rcvcrs·i::b~c: ·pura 

recuperar ía substancia unida, purificándola de 

2. El ligando al unirse covalentemente 

sitio activo. 

Comunmente el sitio activo de una substancia 

do por el ligando que a su vez está acoplado 

rosa, ésto ha mostrado bajas capacidades de enlace por impi:-u 

rico entre la matriz y la substancia a enlazarse al ligando, por lo'·_iflie· 
. ' 

se han interpu_esto moléculas entre el gel y el. l"igando 1 Jamuci-,_,s hr_í1>:.<;H 

espaciadores, facilitando un enlace efectivo. La longitud th! ·_mitns;~rn-

zos especiadores es crítica, ya que si es muy corto el enlnc., _dtd l._i.gn11-

do con la muestra no se lleva a cabo, si por el centrar.lo es muy.·lai:~,:, 
. . ·- . ,,_· -~ '. . : °':: 

hay· una reacci.ém j nuspecif.i ca dando efectos que disminuyen· ,1 n ·Ht•l·Cc~·; vi·-

dad de separaci6n. 

La siguiente figura muestra el principio de los brazos espaciadores: 
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~· 

a b 

a) Lig_ando unido directamente a agarosa. 

b) Ligando unido a agarosa por un brazo espaciador. 
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Existen brazos espaciadores de diferentes tamaños, siendo 1os.más usados 

los de seis carbones de longitud. 

Los adsorbentes comurunente usados son: 

Adsorben te 

Agarosa-proteina A 

Agarosa-concanavalina A 

Agarosa-lentil lectina 

Agarosa-iectina de germen de tri
go 

Agaroaa-poli U 

Agarosa-lisina 

Agarosa-azul de cibacron· · 

Bioespecificidad 

Región Fe de IgG 

Grupo (alfa )-D-glucopiranosil terminal 

Residuos carbohidrato simple 

Residuos N-acetil-D-glucosamina 

Secuencia especifica de ácido nucléi-

co (poli-A) 

RNA Ribosomal 

Enzimas que requieren cofactores 
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E) Cromatografía de Interacci6n Hidrof6bica. 

La cromatografía de interacci6n hidrof6b.ica es una técnica qun srpnrn 

substancias en base a las diferentes fuerzas de interacci6n h:i.<lrof6b:lcn 

con una matriz no cargada que contiene grupos hidroff>bicos expueo;tos r.n 

su superficie, dicha propiedad es utilizada en este t..ipo de cromútiigni

fia para separar proteínas y utiliza matrices sinteti?.aclE_J_s_. po~ ..-•'.;~~-~l.~H~ _ 

ci6n de la agarosa con Bromuro de Cian6geno haciéndolas .re':iccJ.onar:··¿,on 

grupos diamino-alcanos. 

En este tipo de separaci6n intervienen tres compuestos p~incÚinlcs. r¡LI<' 

son: 

l. La matriz hidrof6bica. 

2. El agua del solVent"~. 
··.: 

3. El soluto hidrof61Íic<:Í'.·: 

La fuerza de interacción entre ,el soluto ··y la matriz ·depcnd~ r~ü In. hitf1·_r1_ 
. ·' 

fobicidad del soluto, de la hidrofobicidad de la .matriz y .de .. lns int·rrh,c;. 

e iones con y entre las moléculas de agu.a del solvente;· cual<~ui'ei'·-: j~~',~:_(ú·~.:. 

baci6n en el cambio de tempera tura, pH y fuerza i6nica puede rare·c·ó:1f "' 
comportamiento de éstos .componentes básico_s para una bu~na rc!{ri11J_c-_i_é>Í1. 

La siguiente figura muc::s-trá la interacción que se lleva a cabo: 

Matriz 

HidrofÓbico 

So luto 

.-
1 
1 
1 

1 
1 
1 

' 1 --.,..,.--__ ' .. ___ + ___ _, 
1 Per•urbodor<·J j 
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Las substancias son separados en base a la diferencia en la fuerza de sus 

interacciones hidrof6bicas con el material de la matriz sin carga que 

contiene grupos hidrof6bicos. 

La fuerza de interacci6n entre el soluto y la matriz depende de la hidr,2. 

fobicidad del soluto, la hidrofobicidad de ·1a matriz (que depende del t.!_ 

po y número de grupos hidrof6bicos que contenga), y de las interacciones 

con y entre las moléculas de agua del solvente. Los grupos acoplados a 

la matriz que le dan características hidrof6bicas son los siguientes: 

Octilo, Fenilo, Aminohexil y Carboxihexil¡ los dos últimos se utilizan 

para casos especiales en donde se necesita un efecto mixto de interacci6n 

hidrof6bica con intercambio i6nico. Las substancias adsorbidas se frac

cionan alterando las condiciones de eluci6n, ésto puede realizarse de 

las siguientes maneras: 

l. Disminuyendo la fuerza i6nica. 

2. Cambiando a un sistema de eluyente en el que J.os iones tengan un efe.!:_ 

to caotr6pico mayor, es decir una tendencia incrementada a romper J.a 

estructura del agua y disminuir la interacci6n h1drof6bica. 

3. Disminuyendo la polaridad del eluyente. 

4. Adicionando un detergente en el eluyente. 

s. Elevando el pH del eluyente. 

Le fuerza i6nica de la soluci6n depende ele la concentraci6n de iones·y 

ésto puede variar la fuerza de la interacción hidrofóbica de acuerdo a 

la naturaleza química de éstos (79 ); a continueci6n se muestra una ta

bla de iones clasificados de acuerdo a su hidrofobicidad. 



+--Aumento en el efecto saltin out 

Aniones: P043-. S042-. CH3COO-. c1-. Br-. N03-· Cl04-. r-. SCN-

Cationes: NH4+. Rb+. K+. Na+. es+. Li+, Mg2+. Caz+. Ba2+ 

Aumento en el efecto caotrópico ------

F) Cromatografía en Fase Reversa. 
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La cromatografía en fase reversa es una técnica de separación de molécu

las en base a su hidrofobicidad, la separación de los componentes de la 

muestra depende de sus características respectivas de solubilidad; ya 

.¡ue la matrl·z sen::omporta· ·l·ipofílicamente, mientras que el eluyente tien. 

de a cambiar sus propiedades hidrofilicas por.hidrofóbicas al adicionar 

un solvente nrgónico .en forma de gradiente, ésto permite que los compo

nentes de la muestra que sean solamente solubles en soluciones acuosas y 

aqnellos que sólo.osean. solubles en solventes. orgánicos ouedan separarse 

unos ae ceros en base a la solubilirlad, al unirse a la matriz lipofílica 

en forma reversible. 

El mecanismo de separación se da por la adsorción de los componentes de 

la muestra a la fase estacionaria dada por las condiciones de la fase m~ 

vil, la matriz está hecha a base de esferas d" sílica recub.i.,rtas por 

una capa de lípidos de cadenas de 2, 8 y 18 carbonos, usándos" general

mente cadenas de 2 a 18 carbonos para separación de péptidos y de l y 8 

carbonos para proteínas; para aminoácidos se utilil<:an esferas de sílica 

más pequeñas y cadenas lipídicas de 8 a 18 carbonos; la fase móvil dete.!:_ 

mina las condiciones de hidrofobicidad a hidrofilicidad al aumentar en 

forma de gradiente la composición de un solvente orgánico. Los' .. solven

tes comunmcnte usados er. orden de hidrofobicidad son: Tetr~hid.rofura:-.o, 
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Acetonitri1o• Propanol y Metano1. 

G) Cromatografía Liquida de Alta Presión. 

La cromatografía liquida moderna se basa en una al ta. rapidez· de sépara

ción y análisis de mezc1as de complejos químicos, combJnomlo las difere.!l 

tes técnicas tradicionales como son la fi1tracióri rTioll..Sé:~.~~t',:·. :i ntercaffib:io 

iÓnico• cromatoenfoque y fase reversa. Inicialmente la .croma.t:ograf:la .ti. 

quida era una técnica de separación lenta realizada en' ·columnas vertica-

1es uti1izando un flujo por gravedad, recientes desarrollosle han pro

porcionado gran versatilidad. El aumento en la velocide1d de flujo está 

dada por la presión, ya que la solución eluyente se bomhca ii la columna'· 

con presiones muy altas. t.:'n diagrama del sistema de cromo_~-~,g~afía __ 1_1rt~i. 

da se muestra en la siguiente figura (82 ) 1 (14 ). 

Los componentes ele l~ ::i.'.!es~r.a sen- ~luidos de ln Cl1.lun~nu y· pa~c:n a t.ra•;!is 

de uno o más detectores ba~r:::.d.os eri :· abSorción de luz lJ. V.-"'~ absorción de 

luz visible; pH,· cond0:c~-ci\~~,da:!., inCfi,ce ·'de r~_f_r;;1c:s:·tún •-:"t.C.: 



30 

El uso de distintos tipos de detectores en serie nos da mayor informa

ción de los componentes separados, las señales del detector son registr-ª.. 

das en base a la desviación de una línea base, la posición de los picos 

a lo largo de la elución nos muestra los componentes en particular, los 

cuales dependen de sus características de elución. 

En este tipo de cromatografía no se pueden utilizar geles convencionales 

debido a que la alta presión utilizada los colapsa; para evitar ésto se

han utilizado geles con diámetros de esfera muy pequeños, lo cual aumen

ta enormemente el área de superficie que al aplicarles una gran presióu 

permite buenas separaciones con alta resolución para moléculas pequeñas, 

desafortunadamente al intentar pasar moléculas grandes por estas matri

ces se observaba que se desnaturalizaban ( 4 ) , ( 30 ) • 

A principios de los ochentas Ugelstald y colaboradores ( 7 ), (103 ) 1 de

sarrollaron un proceso para hacer partículas esféricas, rígidas y poro

sas de un mismo diámetro con una desviación estándar muy pequeña hechas 

a base de polié ter estas pequeñas esferas se han usado para empacar C.Q. 

lumnas cromatográficas y se han denominado monoesferas monodispersas 

( 91 ). Eluyendo ~on presiones relativamente altas, se ha separado biom.Q. 

léculas grandes (proteínas, polipéptidos y polinucléotidos), conservando 

su actividad biológica ( 47 ) , ( 5 ) • 

Johansson B.L. ha reportado el uso de esferas de agarosa para cromatogr_g_ 

fía líquida de filtración en gel de alta resolución obteniendo magnífi

cos resultados ( 45), ( 4E). (47). 

Las cualidades más importantes. de las matrices utilizadas para la croma-



tografia liquida de altá. resoluci6n son: 

a) Estabilidad como matriz en un intervalo 

b) Tamaño de poros intraesféricos 

la muestra a separar no pierda su 

c) Su composici6n química debe 

bajas presiones de rebote. 

d) Resistencia a solventes orgánicos • 

. e) Inertes ya que no deben reaccionar 

Estas propiedades deben conservarse 

dores iónicos, así como 

cas como son la cromatografia liquida 

que, cromatografía en fase reversa y 

31 
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III. APLICACIONES 

En este capítulo se describen las aplicaciones de la cromatografía líquida 

de.alta resolución (FPLC) publicadas en revistas de interés científico en 

los últimos años, así como los resultados y cromatogramas obtenidos en cada 

reporte, mostrando las ventajas de esta tecnología que podrían resumirse en: 

l. Minimiz'ar tiempos de corrida. 

2. Aumentar la resolución de la separación. 

3. Preservar la actividad.biológica de la muestra permitiendo hacer posteriQ 

res pruebas de actividad biológica. 

Estas ventajas se deben al uso de matrices hechas a base de sÍlica y de resi 

nas sintéticas hidrofílicas porosas, con un tamaño de esfera específico per

mitiendo realizar, cromatografía líquida de intercambio aniónico, cromatogr~ 

fía líquida de intercambio catiónico, cromatografía líquida de filtración mQ 

lecular, cromatoenfoque y cromatografía líquida en fase reversa; dependiendo 

del grupo que se le acople a dicha matriz. 

ATPasa. 

Finel ,M.y Rubinstein,M.(32) reportan la purificación de un factor acoplado a 

claroplastos de espinaca que tiene una actividad enzim&tica al~a de ATPasa; 

utilizando un lisado de cloroplastos de espinaca, haciéndolo pasar por una 

columna preempacada con esferas de polieter de lOJlm de diámetro sustituidas 

con aminas cuaternarias: (columna Mono O HR 5/5 intercambiador aniónico de 

a 1 ta .re so 1 uci ón FPLC). Encontrando ci neo picos los cu a 1 es fueron ca racteri

zados por electroforesis en gel de SOS-Poliacrilamida, la actividad enzim&-
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tica de los picos fue determinada según Nelson y Lien ( 63 ). la siguiente fi 

gura muestra el cromatograma obtenido. 

las condiciones de elución fueron p.H. 8.S. gradiente de NaCl de O a 400 nm 

de los cinco picos obtenidos. cuatro de ellos conservaron su actividad enzi

m&tica de ATPasa. Lo que muestra que la cromatografta lfquida de alta reso

lución de intercambio aniónico es una herramienta útil para la separación y 

purificación de biomoléculas con actividad de ATPasa. 

Gluecsa 6-Fosfato Deshidrogenasa. 

Lindblom.H.(55) reporta la purificación de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

de un concentrado de enzimas de levadura; utilizando una columna preparativa 

preempacada con esferas de s~liea de 17 ,um de dii111et.ro. sust1tu1das con a•i

nas terciarias y una columna anal•tica pree111Pacada con esf•ras de s'liéa de 

8 ,um de diimatro sustituidas con a111inas t.erciarias; aaibas son ·1nterclllllbiado

res anión1cos de alta resolución (C01Ulllftas PolyanicSn S.l. 17 pa y tolyani&n 

S.t. 8pm respectivamente). Las fracciones obtenidas fuef"(ln caractttr1zadas 

por electroforesis en gel de poliacr1lam1da. la act1v1dad enzi9'~1ca fue ..-
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dida en placas de microtitulación, incubando con glucosa 6-fosfato como sus

trato midiendo la reacción espectrofotometricamente. Las siguientes figuras 

muestran los respectivos cromatogramas. 

1 

1 

1 

60 .... 

Condtc1ones de eluci6n para ámbos fueron pH 6.8 gradiente de Nalr 0.2 a 1 M. 

1 •. Columna preparativa Polyanio~ S. I. 17 pm. 

2. Col..,.• analttica Polyanion S. I. 8 >'"'• 

De acuerdo a estos resultados poclelios concluir que _para una .. Jor separaci6n 

. de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa por cr011atograffa lfquide de alta resoly 

ct6n se deberl ut111zar una columna con esferas de sfltca de 8)1"'• ya que es 

en la que se
0

observ6 una .. jor separac16n 1110lecular. 



Proteasa. 

Mizuno,K.y Matsuo,H.(62) reportan la pur,ifkación de,unaprote~s~ con activ_i 

dad específica de corte en los 

myces cervisiae utilizando una 

res,i d~,()S básicos _ 1 i ~ i,n~__;~ rg in in~: /~~- Sai:h'!_t_'_\'.!

co 1ü111n;;:.préenipáé:ai:!a _éon ~ésféras dé' pol _iéter . 
:;;_·_ ', --:- _!' :• ~ ::~' .:, ._; .: 

' '" ' . 

Conc 1 u yendo de este croma tograma que .;~;~-t.~"J~~n ;'ca es bastan te bu~na peri;,-; t; éD. 
... ·~:·, 

denos obtener esta proteasa en un so.lo P,ii:o"; para posteriormente hacer es•-u

dios de actividad enzimitica. 
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Quimopapafna. 

Buttle1 A; J. y Barret,A. J. (13) reportan la purificación de papafna a partir 

de fruta de papaya (carica papaya). Utilizando una columna preempacada con 

esferas de polieter de 10 pm sustituidas con grupos sulfonato (intercmbiador 

catiónico de alta resolución columna Mono S HR 5/5 FPLC). De los picos elu1 

dos se identificaron los residuos N-Terminales, al reaccionar con cloruro de 

dansilo; la actividad inmunológica fue medida por el método de doble inmuno

difusión utilizando anticuerpos anti-quimopapaína, la actividad enzimática 

fue determinada por la hidró.1 is is de BZ-ARG-NPh-NOz espectrofotometri'camente, 

la actividad proteolítica fue determinada usando azocaseína como sustrato. 

La siguiente figura muestra el cromatograma obtenido: 

º' "" ... ' . 
01 ..al º~ T 

.::¡o• l .. °" ! 
~ 

~ .-- o•J . 
o~ 

,' o~ Z: 

o 
vol. 

Purificación de Quirnopapafna de Papaya. 

Condiciones de elución pH 5.0 gradiente de NaCl de O. 15 a 0~8 M columna Mono 

S HR 5/5 cromatografía líquida de alta Nsolución FP(C. Identificando tres 

tipos de enzimas papafna, quimopapaína y papaya proteasa, la lfnea punteada 

muestra la actividad de quimopapafna. Concluyendo q"e la cromatografh H-

quida de alta resolución es una técnica que nos ayuda a reconocer y a sepa

rar distintas enzimas producidas por la fruta papaya (carica.papaya). 
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Desoxiribonucleasa l. 

Markey,F. (60) reporta la purificación de la enzima desoxiribonucleasa 1, uti 

lizando una columna preempacada con esferas de polieter de 10 ,um sustituidas 

con aminas cuaternarias (columna Mono Q. HR 5/5 intercambiador aniónico de 

alta resolución FPLC). Las fracciones eluidas con mayor densidad óptica a 

280 nm fueron caracterizadas por electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida 

y su actividad enzimática de DNAsa se determinó por inhibición de la activi

dad de DNAsa por actina; la siguiente figura muestra el cromatograma obteni-

do. 

1, 
1 
1- ' 

/ 
/ 

/ 
/~ 

Purificación de DNAsa 1 por cromatografía líquida de alta resolución de inte~ 

cambio aniónico (columna Mono Q. HR 5/5 FPLC). 

Condiciones de elución pH 7.6 gradiente de NaCl de 0-0.75 M monitoreando a 

280 nm. La flecha vertical ( ~ ) muestra el pico con mayor actividad da nu-

cleasa, lo que indica que por este método podemos separar satisfactoriamente 

enzimas del tipo de la desoxiribonucleasa l. 

Fosfoprotein Fosfatasa. 

Sahyoun,N.y Cuatrecasas,R (86) (108) reportan la purificación de una fosfo-
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protein fosfatasa que actúa.desfosforilando la ·histona H 1 fosforilada, ais

lada de c·itosol de hígado d.e rata; se utilizó ·una columna preempacada con es

feras de pol ieter de rn }Jm de diámetro sust.ituidas corí aminas cuaternarias " ' , . , , ·e· .. ,- " 

A las fracciones eluidás se·les· mfdió su actividad enzimática de fosfatasa 

utilizando como sustrato .histo·na H-1, se ·caracterizó por electroforésis en 

SDS-Poliacrilamida para identificar histona H-1 fosforilada e histona H:_l no 

fosforilada; además se observó la especificidad de esta fosfoprotein fosfat~ 

sa utilizando COl:IO sustrato las siguientes histonas: H 1, H2A, H2·a. H 3 y 

H 4 encontrando una gran especificidad hacia H l. La siguiente figura mues-

tra las fracciones con mayor actividad. 
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Fosfatasa Alcalina. 

Britton,V.I., Barry,A,y Ezra,E. (9) (27) reportan la purificación de fosfati!_ 

·sa alcalina de un extracto crudo de intestino equino utilizando una columna 

preempacada con esferas de polieter de lO úm sustituidas con aminas cuatcrn!!_ 

nas columna Mono Q. HR 5/5 intercambiador aniónico de alta resolución FPLC. 

A las fracciones obtenidas se les midió la actividad de fosfatasa alcalina: 

de las cuales las que tuvieron mayor actividad fueron analizadas ahora por 

cromatoenfoque utilizando una columna preempacada con esferas de sílica de 

10 .um de diámetro sustituidas con po 1 i aminas co 1 umna Mono P HR 5/20 y 

eluida con una solución poliamortiguadora, separando por puntos isoeléctricos 

caracterizando los picos obtenidos por enfoque isoeléctrico. 

!~ 

j\ 
1\ \L 

... 

,. ......... 
,,, .............. ... 

............... :.·.·.·.-.~>r:<·.:: ... . .· ... •••··•••• •••• ~~"!. ••• 
• .. -~· .JI' • • 

(fftin) 3D 

Cromatograma de fosfatasa alcalina de intestino equino utilizando una column~ 

Mono O. HR 5/5 cromatografía l'q~1~a de.alta resolución de inl&r~•mbi~ ahtÓnf 

co FPLC. Condiciones de e~~ci6~: pH B.O gradiente de HaCl de 0-0.3~ M r 

280 nm ( •••• ~actividad de fos:a:a~a alcdlina •. (---) gradient<, ·J~ flac"l, 



(* * *) actividad de nucleasa. 

· ~f~(~i~!ff:~r~~:t~:; ·.:..::-.·. _::.._ ... '• 

· ... ,· .. 
·:~-- ;:, ·: 
:.- ..... 
• ·!,.•'." ~ ., 

--'"i": 

-5.0 

-~-º 
-0.2 

min :.····· .................. : 
60 -º 
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Cromatograma obtenido en una columna Mono P HR 5/20 el pico muestra el aisl~ 

miento de la enzima fosfatasa alcalina. 

Condiciones de elución: eluido con polybuffer 74 a pH 4.0 ( -.) 280 nm ( •••• ) 

actividad enzimática de fosfatasa alcalina (- - -) gradiente de pH. 

En resumen la cromatografía líquida de in·tercambio iÓnico de alta resolución 

con monoesferas puede ser usada para· purificar y asegurar la calidad de enzi-

mas utilizadas en tecnologías como la de DNA recombinante por la rapidez y 

versatilidad del método aplicado en este estudio. 

Butirobetair.~ Hidroxilasa. 

Lindstedt,S.y Nordin, 1.(58) reportan la separación de tres tipos de gama-bu-
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tirobeta1na hidroxilasa de riñón humano, utilizando una columna preempacada 

con esferas de polieter de 10 ,um de diámetro sustituidas con poliaminas, 

columna Mono P HR 5/20 cromatoenfoque de alta resolución FPLC; a las fracci2 

nes eluidas con mayor absorción a 280 nm se les hicieron pasar a traves de 

una columna preempacada con esferas de polieter de 10 µm de diámetro sustitui 

das con aminas cuaternarias, columna Mono Q. HR 5/5 intercambiador aniónico 

de alta resolución FPLC, logrando separar tres picos a los que se les midió 

actividad enzimática de hidroxila~a, incubando la enzima purificada con 2-0XO 

l-1'1;j-glutarato. Observando la ~antidad desprendida de 14co2: cuantifica

ron el contenido de proteínas por el método de Lowry y caracterizaron por 

electroforesis en gel de SOS-Poliacrilamida y enfoque isoeléctrico. 

E 
~ 

~ 

'·º 
~ • ~ .. 

O& 
,.. 
: 
.: 
= o 

2& 30 

Cromatograma que muestra la separación de gama-butirobeta; na hidroxi lasa en 

una columna Mono P HR 5/20 cromatoenfoque de alta resolución :~~_LC.: .. ,Condicig_ 

nes de elución: pH de la columna 6,Ó e luida con polybuffef,;7( ~H,:4~-~-~ 
--: . .-·· 

tmll 
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Cromatogramas de los picos obtenidos por cromatoenfoque y pasados P.or una. 

columna Mono Q. HR 5/5 intercambio aniónico FPLC condiciones de elución para 

los tres fue: pH 6.5 ( ) actividad enzimática ( o ) ?.SO nm ( - - - ) 

gradiente de KCl de O- 0.2 M. 

El uso de monoesferas para purificación de gama butirobetafnd hidroxilasa es 

una buena herramienta para obtenerla en forma altamente .Pu'"' para su poste-

rior caracterización bioquímica. 

Leucotrien A4 Hidrolasa. 

Radmark,.O.y Samuelson,B.(77) reportan el 'aislamiento de la enzima leucotrie·n 

A4 hidro lasa de leucocitos humanos: los leucotrienos constituyen un gr.upo de 

metabolitos oxigenados de ácidos grasos derivados del ácido araquidÓn.iéo coll 

funciones relacionadas a inflamación e hipersénsibil idad inmt•diata; desp1jés. 

de un proceso de precipitación y cromat6grafía ~n Deae-Celulosa utilizan l~ 

cromatografía liquida de intercambio aniÓnico de alta resolución columnn "Po-

lyanion SI FPLC. Después de este proceso las fracciones con actividad de h! 

drolasa se hicieron pasar por un~ columna Aca 44 100 X l.S de filtración en 

gel, de este paso se escogieron las fracciones con actividad y se purifica

ron por cromatoenfoque de alta •esolución, col~mna Mono P HR 5/?.0 elüi~a con 

una solución polybuffer 74. 

·' -OJ 

l .. 

~-· 
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Figura 1 Cromatografía de intercambio aniónico de alta resolución FPLC. c2 

lumna Polyanion SI eluida a pH 7.7 gradiente de KCl de O- 0.3 M. 

Figura 2 Cromatografía de filtración en gel columna AcA 44 100 X 

a pH 8.0. 

Figura 3 Cromatoenfoque de alta resolución columna MonoP HR:_Sf,20.FPLC :eluj_ 

da con polybuffer 74 pH 4.8. 

Las actividades enzimáticas fueron determinadas en ~lfcuotas de l.~ ml, pH 

7.8 incubando con LTA4 durante l min. a 37gC y midiendo la concentración· de 

subproductos por cromatografía liquida de alta presión en fase reversa HPLC. 

Como podemos observar en las figuras se logró una alta purificación por dis

tintos métodos cromatográficos. 

Transhidrogenasa. 

Persson, B. y Rydstrom,J. (67) reportan la purifi¿ació~~~ ni¿otinainida nu

cleotido transhidrogena?a de corazón de bovino:·.'uti'l zand·a· uría columna pree!!l 

pacada con esferas de polieter de l'.l um de diániet.rp···süs.tituidas con aminas 

cuaternarias, columna MoM O HR 5/5 intercambi.ado¿;k~·ióni,co de alta resolu-

ción FPLC. A los picos el~1dos se le~ daterminó~~;:~¿ti~idad enzimática de 

transhidrogenasa por reducción de 3-oxo-acetil':-'pi.'ridina· dinucleotido, en pre 
·-,. ~·.. • - -,!, , •. ~ -~: ' , 

sencia de NAOPH; se caracterizó por electrófore'sis:·erí, gel de SDS-Poliacrila-
. " - '/': 

mida revelando por tinción de ¡::lat'a. •i:·: 

Nota: Esta referencia no muestra crcimato.graina/· 
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la purificación de transhidrogenasa mitocondrial por medio de la cromatogra

fía liquida de alta resolución FPlC, en combinación con otros métodos de 

fraccionamiento dio lugar a una preparación con actividad altamente específi 

ca y con un contenido homogéneo de dicha enzima, lo anterior se pudo compro

bar mediante corrimientos electroforéticos en geles de poliacrilamida; la 

preparación obtenida comparada con preparaciones previas tiene mayor pureza 

y el método ofrece gran reproducibilidad, recuperándose grandes cantidades 

de la enzima transhidrogenasa. 

!socitrato Deshidrogenasa. 

Danson,M. J. y Wood,P. A. (17) reportan la purificación de la enzima isoci

trato deshidrogenasa de un cultivo bacteriano de Suleholubulus acidocaldarius. 

Utilizando una columna preempacada con esferas de polieter de 10 .um de diám~ 

tro, sustituidas con aminas cuaternarias, columna Mono Q HR 5/5 intercambia-

dor aniÓnico de alta resolución FPlC. A las fracciones eluidas con mayor 

densidad óptica a 280 nm se les midió su actividad enzimática de deshidroge-

nasa incubando las fracciones a 55°C con isocitrato como sustrato; mid~endo 

la reacción espectrofotométricamente; además, se caracterizó por electrofor~ 

sis en gel de SDS-Poliacrilamida. 

Nota: Esta referencia no muestra cromatograma. 

. . 

la separación de enzimas del tipo deshidrcigenasa esC~osibf~:'"J\,S1izando eo;te 
·:,' ":. 

tipo de cromatografía, en especial con una coliimná '·ÍÓno o:d.fÍl.'S/5 ·de inter
~ ·~.'/ .. : 

cambio aniÓnico de alta resolución FPlC. 
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Fosfoprotein Cinasa. 

Gacon,G. y Comoglio,P. M. (34) reportan la purificación de la enzima tirosin 

fosfoprotein cinasa de una linea celular de linfoma murino. Primero se rea

lizó el ensayo de.actividad enzimática de cinasa en el extracto crudo, utili 

zando gastrina como sustrato e incubando con 32P-ATP, para separar la enzi

ma. Se hizo pasar una fracción solubilizada por detergentes de un extracto 

ue celulas marcada con 32P-ATP por una columna de intercambio aniónico de al 

ta resolución, columna Mono Q HR 5/5 FPLC; encontrando tres picos, los cuales 

fueron analizados por electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida y revelados 

por autoradiografia. 

Cromatograma de tirosin fosfoprutein Cinasa purificada de un cultivo celular 

de linfoma murino. columna Mono Q HR 5/~ eluida con un gradiente de NaCl de 

0-0.5 M pH 7.0. los picos fueron detectados en un contador de centelleo. 

Como podemos observar la cromatogrdfia liquida de intercambio aniónico de al 

ta resolución es útil para separar compuestos radioactivos a los que se les 

determinará la actividad en~jmática de tirosin fosfoprotein cinasa por fos

forilación de la gastrina COlllO sustrato. 



46 

Lisofosfolipasa Transilasa, 

Gross1 R. W. y Sobe], B. E. (36) reportan la purificación de la enzima lisofo§. 

folipasa transilasa de miocardio de conejo utilizando tres métodos cromato

gráficos: 

1. Cromatografía de interéambio iónica· éon--_D-eae-Celulosa. 

2. Cromatografia en Hidroxiapatita, 

3. Cromatogra fi a de intercambio an i Óni co d'~ a_lta reso_l ~c i_ón_ ca 1 umna Mor:io Q 

HR 5/5 FPLC. 

A los picos e luidos en cada cromatografía se les midió_ su a¿ti~icÚd: énii~áti 
ca de lisofosfolipasa transilasa al incubar las fracciones c~n-14c-·L;s;~ Pal~ 
mitoil fosfocolina: a pH 7,0 y 37°C; separando los productos de reacéi6n por 

cromatografía en capa fina. Una vez desarrollada la placa. las regiones co-

rrespondientes a ácidos grasos y fosfatidilcolina fueron analizados en ·un 

contador de centelleo. además cada pic_o_ fue caracterizado _por electroforesis 

en gel de SDS-Poliacrilamida. 

C"M•to·I •Lo 

:[ ::i 
! ; 

1e¡ ~ P ¡ 
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Cromatogramas que 

1. Deae-Celulosa: 

( o 

( • ) Fosfatidilcolina radiciact~v~. 

- ) O.O. 280 nm. 

- - -
-~~ :-:;..;.: .. ; h"'· 



(---) Gradiente de fosfatos 0-150 mM. 

( •.••• )Gradiente de NaCl 0-1 M. 
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De acuerdo a estas figuras, el método en el que se obtiene mayor resolución 

es utilizando la columna Mono Q. HR 5/5 FPLC; obteniendo una concentración 

de la muestra de 19,000 veces en su actividad de lisofosfolipasa y de 69,000 

veces en su actividad de transilasa, con respecto al extracto crudo. 

Lipoxigenasa Sintasa. 

Shimizu,. T •. y Samuelson, B. (89) reportan la purificación de una enzima con ªf. 

tividades de lipoxigenasa y de sintasa, que actúa en la síntesis de ácido 

araquidónico; la purificación se llevó a cabo utilizando métodos cromatográ

ficos tradicionales como cromatografía líquida de intercambio iÓnico y de 

filtración molecular con Deae-sephadex A-50 y sephacryi S-300 respectivamen

te, después de estos pasos se hizo pasar la muestra por un·a columna preempa

cada con esferas de-polieter de 10 µm de diámetro sustituidas con pol iami

nas llevando a cabo cromatoenfoque de alta resolución columna Mono P HR 

5/20. A los picos obtenidos por esta columna se les probó su actividad enzi 

mática de lipoxigenasa utilizando un monitor de oxígeno. incubando a 24ºC 

pH 6.3 más ácido linoleico; midiendo la cantidad consumida de oxígeno; la ªf. 

tividad enzimática de s1ncasa se midió en una mezcla de reacción a pH 6.3 

con ácido 5-hidroxi-6-~rans-8-icosatetranoico, analizando los productos ~e 

reacción por cromatograf'a '.1quida en fase reversa de alta·.presión HPLC. co

lumna nucleosil 50-S C¿. Además midieron la cantidad de·proteínas por el mé 

todo de Lowry. 



48 

1 
~ ¡¡¡ 1 o 

Cromatograma obtenido de la purificación de la enzima lipoxigenasa sintasa 

de tuberculos de papa. Columna Mono P HR 5/20 de cromatoenfoque de alta re

solución FPLC. 

(. -. -) pH ) O.O. 280 nm. 

Como se puede observar este método es altamente confiable par-a separa·r enzi-

mas del tipo lipoxigenasa sintas·a. 
;·.·. 

'º" ,. , '''"'º" ...... ... . .. ••• . • / ·' : ,··;ilj~~qic~ ; 
Pressey, R. ( 75) reporta un métoc:fo·:'r,áp.i dÓ par:a 1 a·· separac1 on' de,J a,<,enz1ma ·po·· 

- .. ~:, ·.~ .. \-:.' ~;..," :·: ,; .-.-·'- ... ; ~·~ .. ,; ~.~: .. ·,,.;. - ·.~ --~ .. -.... :.~ __ : ~<<:t-<- ~ _,; ·_>:~-,-~: ··":-:'.:-<~-'.:.~s-:_:_ ;~.,:·- _:_ -
1iga1 acturonidasa de tomate· uti-li zarido ·:una :c·o 1 umna· pr:éempa'cáda'·ccirí··.:esferas . . ~ ·- ·- :;, ___ ;; - -:--~-... ;_. 

de pol ieter de lO·.um de diám~t~~.ii~if~Ki~ui,d~~ con grupos súlféirf~!f.U.~~1~~na .. 
Mono S HR 5/5 inte~cambiad~r,'¿;ff¡"6li{o de alta resolución FPLC; fA,,.'fci"s picos 

'l-''': , ·,·_: .. /:-~ ::>.-.-~·:·::: .. . -
obtenidos se le.s mi.dió .su ·~¿f;~i.r:fad'enzimática de poligalactt.ironidasa •Jtíl i-

zando ácido pol igalacturóri1cc/c6~6 .. ~usfrato a pH 4.2 y 37ºC, ·cuant\ficando 

la· cantidad rle grupos ·reduc.idos por el método de arsenomolibdato. 

30 ~ 
PG r 1 PG n 

¡. /\ 15 / \ 
I 1 
1 1 

1 1 \ I \ 

0.2 

0.1 

1, I ' ,' , __ i
l 0.2

2

º' " 

0.1 1 º ,r i \ 
I ' 

1 ... o "'' _, ____ ' .... ~_.._ _____ =..;:._==-------' o 
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Cromatogramas que muestran la purificaci6n de poligalacturoni~asd, utilizan-

do en ambos una columna Mono S HR 5/5 FPLC e luida con NaCl O. 15 M, pH 6.0. 

Una de las ventajas de este m~todo es que la resoluci6n de la enzima polign

lacturonidasa se lleva a cabo en 20 min., se pueden analizar extractos conL~ 

niendo niveles bajos de actividad y además se requieren volúmenes pequeños 

para ser separados. 

Anticuerpos Monoclonales de Fluidos. 

Burchie11 S. W. y Alber, T. R. (1°1). (81).reportan el aislamiento ·y piirific¡¡

ci6n de anticuerpos monee 1ona1 es react ivoi co.ritra ·a lgu·n.os ant Íge·~()S dé eri -

trocitoi: de borrego de fluido de asciti~ ~uri~~ .utili~a~d~una columna pree!!! 

pacada con esferas de pc!ie':.er de 10:.Uin·.dé diámetro sustituidas con umina:; 

cuaternarias, columna Mor.o O ;;P. 5/5 .int~;r·~·ambiador ani.6nico de alta re~o'lu
ci6n FPLC. Los picos obtenidos t'ue'ro;.¡- prob~d'os inmunológicaniente por el m6-

.,.. o-e''• , 0 • • ••: 

todo de ensayo inmunoenzil"ático (~:Lts1>)·:·· utilizando anti-!gG conjugad~ r;o,ri 

fosfatasa a leal ina: mid•er.r:o ia reac~:.i6·n .a 405 nm. 

.1 

J ~. . lt 

~ 
::>. 

l '~' b 
o 10 20 o 10 20 

~ min} 

Cromatograma que mue$':.r• ~~r1f1caci6n de anticuerpos monocl~nales cbt~r11-

dos de fluido asciti.cr. -.n·.=· · :.:ilumna .Morio O HR 5/5 F?Lt; -:1"·:;,·.r,•,•, ,,,, 'Jr1; 

diente de NaCl 0-0.05 ~y 20 ~M tris, pH 7.7. 
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En este r!"::.i11atograma se reconocieron los anticuerpos monoclonales lgG3, 

IgG 2b; los cuales fueron caracterizados por electroforesis en gel de SDS-PQ 

liacrilamida. Este método combinado con cromatograf•a l•quida de alld reso-

luci6n de filtraci6n molecular da como resultado la separaci6n de lgG en un 

95% del total de ·material protéico presente en el Hquido de ascitis. 

!nmunoglobulinas IgG, IgA e IgM. 

Domicel J. A. (21) reporta la separaci6n de las inmunoglobulinas lgG,IgA, e 

IgM de plasma humano utilizando una columna preempacada con esferas de poli~ 

ter de 10 µm sustituidas con aminas cuaternarias columna Mono Q HR 5/5 inter. 

cambiador ani6n.ico de alta resoluci6n FPLC, los picos obtenidos fueron idén.:' 

tificados inmunol6gicamente por el método de doble inmunodifusi6n radfa-1, .n.1 

hacerlos reaccionar con a~ti-IgG, anti-lgM y anti-lgA, re5pectivn~ent~. 
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Cromatograma que muestra la separación de: lgG pico No. 1; IgA con ·trazas 

de IgG pico No. 2 y IgM con trazas de lgA pico No. 3. Columna !'lono Q;':HR 

5/5 eluida con un gradiente de NaH2P04 

Como se puede observar. la 

cambio aniónico 

ma humano. 

Tasaka, K. E. Inagaki.1 C. (99) r
0

eportan l'a rápida purifica'ción 'de anticuerpos 

monoclonales de clase IgG 2b contra ácido etacrínico, pr~ducidos por hibridQ 

mas y mantenidos en líquido ascítico de ratones Balb-C; utilizando una colu~ 

na preempacada con esferas de polieter de 10 .um de diámetro sustituidas con 

aminas cuaternarias, columna Mono Q. HR 5/5 intercambiador aniónico de alta 

resolución FPLC. Pi Tas.fracciones eluidas con mayor densidad Óptica a 2BO 

nm se les midió su a~tividad inmunológica por el mitodo de inmunoperoYidasa 

indirecta util.izando. anti~gama.slobulina.de ratón ligada a peroxidasa. utili 

zando cortes histológir.;os d"e ~~rebro 

contrando gran act i vi d"ád 

nalizados. 

' 
~ ¡ 
1 

· 1.:,/.t' 
. >' . 

i -·. 
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Cromatograma que muestra la purificación de anticuerpos monoclonales de hi

bridomas, columna Mono Q HR 5/5 eluida con NaCl 1 M a pH 8 .• 0., 

:::::::::::::: :" ::::::::::::·::::, iZ~~i,iit~Jf 1;~~~li~tf !'.E11¡~~, 
de líquido ascítico cuand~ v~~•a·s;sf~i~\}.~~:?:~.~~·"~n -~-~¡~im~~}"e la ;~,~~-~~h~~ 
to logia. -.-... / ,,,-,-__ ., :''"; ,._,.· -".!'' _ ·"''·(;i·,; • .. ';J"-

::..~'--"~;·: :- .~-~" ...____;:: :_·-:' <·'----;~ r .. -·_ .:-~: ,· ~i~~ -- -. ~~':-::<~~~" -:P-', .·. " ---. - -·--~ -· .. ··::·-~: -
· -<:_. - .-:·-:~> - - ·<-.R·::~-~;'.~12~:~:·:~: >. -_ 

"'-.-· 

Stemmer1 F. y Loos,M. (95) reportan· la purifi~á_c~º;º7Xi~~t-iE~-~~J~aci6n cl~l-~~o~ 
ponente C1q del complemento de suero humano, de suero de :cuyo, y de suero.de 

rat6n. Precipitando primeramente la~ eugl;buliri~s 'p~e~~-6~~~'i;r'·e:L~u~tri:>iJJ. 
- ' . ·· ........ --: . -:.··.'·:._;-_'·{".:~.~~~)-~/~::,::::~· ........ -».:. ·--:·l .. '.-'~_,·. 

sol viendo el precipitado y pasando esta solución por5una·'c.oJümna'de Supero~,, 

::. , :::::::. ::·::, ::: ,::' ::::: :: , :: , ::, ::~;{:1e![i~~~J~í~f i.~s.:r.:;:~~~:l 
na oreempacada con esferas de oolieter de 10/L·~·~j~''diá'm~tro·~~d:itu1d;i:i''t•HI 

• ' ·., •"';' "'· • ., '• • •' • .,_ • ' • i . .- •C , ' '.· • • ~ • • • • • • • ' •; ·-~ ." 

grupos su 1 fonato. columna Mono S HR 5/~ :i~~t~~~'.~¡¡;b\ador ~~t~cS~~i~b el~ a Ú~s~ 
solución FPLC. Las fracci enes cibtenida~s~f:L'~?;.º~ "anal i,z~-da~ i ~~~ncilog fca'in(iíLe. 
por i nmunoe 1 ectrofores is y c_aracterfzadas;· por:-:·el e2trof:oresi s en: g~l 'dü .¡,()\; f!. 
cri lamida y comprobando su activ~d~~ Iem~-1"ih~a; 

: .............. 
¡ l 

. f ~. 



Cromatogramas que muestran la separaci6n de Clq de~ ~) Suero Humuno, b) Suu

ro de cuyo, c) Suero de rat6n. Co 1 umna Mono Q HR 5/.5. 

~::"::::::::::· ,:· :,::::: ::,:: ~·::;;:,:;ej~~~~,~~tt~l f~~l~;i:~;;: ::· 
cromatograHa líquida de alta resolud6ri'':FPLC'" .,.-"'°'"'··arlf'·',cpmríbiicrlt~s:ikl 

... ~:<~:'-¿.:,:;~: f-l-_~~; ·~· :h~~~"-''/-;\ L •• ' _ _,' 

complemento sin .tener contaminac.i6nwalgun'a·2d ''''''.:;t//>;.·~·_i.·,,. 
''l>·· ~~.i:-~~~~'.~:/,_' ~~~~~- ~- ~, ~ 

. - . . ' :_~;._:,··,·.' :· ·, 
· .·:º;o\s._--~--~:- " ... , __ ,.,,_ ~ ..... _,_~:··:.-~.~- - . 

Cadenas Ligeras .. Kappa y Lamda de IgG·· . ·:·. :: 

Turner, R. y 

ppa y Lamda de 

Uti 1 izando una columna preeempac~da·~·ÓF,·.:· 

dor aniónico de 

preempacada con 

pos sulfonato, columna Mono•S HR\~X5·;;:~~~¿~:~~.¡ •'"·';nlu 

La~ f rae¿; oh·~~~--:.'.6~-~"e\;':i :d~~~\~~;~:-~;~~:~-b~·~'.::/~~· ·· · }.~::;; '!,:~i'.;·;:,:~;~·.:.<'.- '. :· '-:_ ,_, .. -:~·: · · 

: :::,::::; <•••0'· ~ó,. iioifü:~fü~;1'.f l~'J~\Jg¡¡Ji~~;~Jj~~~~l~f ;;;¡:;; 
y anti -Lambda, encontrando,';que .1 a s.:: :·n·acc.i one·s".i,con\:,ma·yor..·::.dens i . .déii:f.o.opt 1 ci1 .~ 

. ""~· ... -.·.- .- ,.- - - , . ·.• ·-~-~-·· ""-:'.C·.!· .. -·"··· :-:- - . ~ ... -.. ,-- . ··~ 

280 nm tenían mayor adti•.>id~d.;~i:i~;r,616giC:á, .. ·.}.~;\~{(' .\: ·· .'' ;:, .· ...... ·:.. ~~:.•:;. }; r .:.:.d.; , 

: ¡\.!~' > 
<h.l· : ;;:--· 

.1;,. lí, .. ,,/ 
d . 1 • 

. •,. t ··(' 
• • ~ 1 . 
. •.i \ 

' ' 
! 

• 1 
~=--- ~:....:::::_¿_'-:.-·-· 

... ~-- -
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Cromatogramas que muestran la separación de las cadenas ligeras de IgG a pa~ 

tir de orina de pacientes con mielomatosis. 

Fig. 1. Columna Mono Q HR 5/5. 

Fig. 2. Columna Mono S HR 5/5. 

Por este métod~ es posible examinar muestr.ás de pacientes con mielomatosis o 

con proteinurias fácilmente ya que los tiempo's de corrida son.inírHmos. 

Inmunoglobulina M. 

Sampson~I.A. y Arthur, I.H. (87) reportan la separación y purificación de in

munoglobulina Mal pasar directamente suero humano a una columna preempacada 

con esferas de polieter de 10 µm de diámetro, sustituidas con aminas cuater

narias, co 1 umna Mono Q HR 5/5 intercambi ador anión i co de alta resol úci ón 

FPLC. A las fracciones eluidas de esta columna con mayor densidad óptica a 

280 nm se les probó su act~~idad i~m;i.!J.oló9ica por inmunodifusión radial • 

.... 

ªº""'" • 
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Cromatograma que muestra la purificaci6n de inmunoglobulina M lgM de suero 

humano. 

Pico No. 1: 

Pico No. 2: 

IgG, IgA. 

IgM. 

El uso de este tipo de columnas para la separaéi6n de 'ígf•Lde .. suero' humano. 
· ..... ···:-·-'. ':-\" . 

demostr6 ser de gran utilidad para este estudio, ya ~~e·la·~epa~~ción ·se 

lleva a cabo en cuesti6n de 6 minutos, 'aplicand~:un volÜm.end~ SOO•Úl con

teniendo aproximadamente 60% de suero 

La IgM obtenida está virtualmente libre .de IgG y .su Junci6n. biológica.no 

se ve alterada. 

Interleu cina 1. 

Newton. F. C. y Reed, D. L. r ótl) reportan la purificación de interleúdn.1 

(ITL-1) de monocitos de sangre periférica humana utilizando una columna 

preempacada con esferas de polieter de 10 um de diámetro sustituidas con 

aminas cuaternarias, columna Mono O HR 5/5 intercambiador :nión1co de alt.1 

resolución FPLC. A las fracciones eluidas se les midi6 su acti·1idad de 

interleucina 1. 
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Cromatograma de interleucina l de monocitos humanos, Columna Mono O HR 5/5 

eluida con un gradiente de NaCl de 0-1 M pH 7.0. encont~ando 

ITL-1. 

Este tipo de cromatografía dio como resultado 

la actividad especi~ica de interlcurina l. 

Fragmentos de !gA. 

Biewenga,J. :¡ 3ruln, G. M. (6) reportan la 'p~r:ifiéaci~~ 
ncglobul rna /., estos fragmentos se obtÍ:Jvi~':º~ ~j;f;?at.d~' 
proteasa de IgA y pepsina, la separación s~' ~~.aL~:,,6 i,uio 



preempacada con esferas de polieter de 10 um de diámetro sustiuidas CL>n ,\mi

nas cuaternarias, columna Q HR 5/5 intercambiador. aniónico de alta roso lu

ción FPLC y una columna preempacada eón esferas de polieter de 10 um de diá-

metro sustituidas con poli aminas columna Mono P HR 5/20 de croma.toen 

foque de alta resolución FPLC. Las fracciones eluidas de ambas colum•i.•s con 

mayor densidad Óptica a 280 nm fueron identificadas inmunológicamente por i!J. 

munoprecipitación y caracterizadas por electroforesis en gel de SDS-Poliacri 

lamida. 

Fig. l. Purificación de los fragmentos Fab y F.c de IgA. 

Fig. 2. Purificación del fragmen·to Fab de IgA. 

gradiente de NaC1 de 0-0.4 M 

1 
pR! 

•u¡'·-·-·i-·· .. 
" 
" 

::¡ ! 
1 

¡¡ .. 
! :: 

pH e;4, 

' .. 



58 

Fig. 3 Purificación de Fab y Fe, columna Mono P HR 5/20 (-.-.) pH ( - ) 

O.O. 280 nm eluida con polybuffer 96 pH 6.0. 

Estos resultados demuestran la heterogeneidad de las mol~culas Fe y Fab -dé 

IgA; debida al contenido de carbohidratos; obteniendo diferentes patrol1e~ de 
·---.-: .. -, - : :: '~\'·. 

elución en las columnas de intercambio aniónico y cromatoe~f;,c¡~·e.:de cr.oínato-, 

grafía liquida de alta resolución FPLC. 
--,~ ::~:' . •. ·.: . 

Inmunoglobulina M Contra Rubeola. 

HO-Terry~L. y Terry,G. M. (42) reportan el aislamiento de IgM específjÍ::a .con. 

tra vi rus de rubeo 1 a; obtenida de suero de mujeres embarazada's·. ut·n i z~n-d.~<una 
columna preempacada con esferas de polieter de 10 um de diámetr:6 .sustit~i-_das: 
con aminas cuaternarias, columna Mono Q HR 5/5 intercambiador "anión\co cle'ial-

ta res o 1 uci ón FPLC. Los picos obtenidos de es ta co 1 umna fuéron' ''ident'i f{i:~'(JC:,'5 
. . . ~< ::~:- ... ·. ·:'· .. - . -.,;¡,,__: ' 

por e 1 método i nmunoenz imát i co de E ll SA in di recta, ~t il i zando';vJrus d~ r~tl'e~-
1 a como control e !gM anti-rubeola conjugada con fosfatasa éilcalii:á incubando 

··-
a 4°C durante 2 roras, ~idiendo la reacción 

•• 

z . 

... 

•.. 
= 

•• " 
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Cromatograma obtenido de·suero de mujeres embarazadas identificando pico No. 

1 IgG, pico No. 2 IgA y Pico No. 3 IgM columna Mono Q HR 5/5 eluida a pH 6.5. 

El uso de la cromatografía· líquida de alta resolución para la purif:i,cación 

de IgM es de surna iC>po.rtanci·a ·Ya que contribuye a que el diagnóstic:Ó:·:de:··ru

beo la en mujeres embar~za.das. sea. más eficiente. 

Factor Activador de MacrÓf~gós. (MAF). 

Schreiber, R. D. y va~¿~,{~./(~8) e +!i guchi, M. y Osawa~T- (40) (66 )'.reportun 

la purificación del faetor ''act iliadci'~ &é-·macr:Ma9os (MAF ),.i:froducidoi~or'Liria 
.-. , . • • .. •·• ~.,·, .· •. -· . ' '. - . ' . . , •' •. - .-. - :, . .. ~. .• ,, .;. , . o-· :., ,.,_ " 

::::ª m:::::~::ª d:e a ~:~'.~:tf ~{J~i]~tf if·~td~r;:·a~:lJ':: ~~l~ij}~J~ictl~m::,.~!~J'·i~:r~ 
cromatoenfoque de a""oe r:-{.sbÍu,:¿~.~~~··ca,flirit!ia Manó P HR5·)~b:·· Á lai fraccidnes 

obtenidas de ac:~as -::6',;;.;·.,as/~¡;::les pr:óbó .su actividad. de .MAF;, pon/~~~61~~ en 
·,.· >:'_:~.:~,._~+f '• :.<~--~~-· ._-:-._ .. ••. ·. •· ."· . ·•_ e-,:.·, ~:~i 

contacto con macró~ag~s '-::::;.t~f;·';°n proteasa de peptona, uÍ)a,::vez actf~.a;~os/ se 

les puso en CO'ltact~ 'J,~Q~:~:!ia: f;nea de c'éluJas de mastocitbin/ p SJS>~~~~~d~S 

con 5lcr, la iibe'º~'~/f:Ji:. 0!ú al medio es debida a que l~ f;;oacciéin co~ que 

se trató al macró-'e:;;:','.4tA'h 'a~·~.ividad de MAF. 

. ----- -·--' .. 

"' fPCI 
1 

t l tm 
' f _ ICC 

1 75 . 
- 50 j 

25 
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Cromatogramas que muestran la separación del factor activador de macrófagos 

(MAF). 
.• 

Fig. l. Columna Biosil TSK-250, Fig. 2. Columna Mono P HR 5/20 

tividad de MAF. ( •••• ) O.O. 280 r.m. 

(.-.-) ªf. 

Las técnicas de cromatografía líquida de alta resolución se utiliza·n.en:com

binación no solamente para separar componentes de una mezcla, sino también 

para caracterizar bioquímicamente a las biomoléculas, tal es el caso de este 

reporte (88) en donde se llega a la conclusión que la actividad de MAF y de 

interferón gama residen en una misma molécula. Por otra parte Higuchi,M. y 

Osawa,T. (40) (66) establecieron otro tipo de linea hibridoma de células T, 

la cual produce dos clases distintas de factor activador de macrófagos, uno 

responsable de activar macrófagos para consumir glucosa (MAF-G), y otro res-

pensable de activarlos para la formación del ión 02 (MAF-0), sin embargo es

tas dos moléculas carecen de actividad de interferón, repor"ado por Schreiber 

y Katz (88). 

Nuevamente para llegar a esta conclusión se tuvo que h.acer una separa.ción de 

estas dos moléculas de todo el sobrenadante del cultivo, siendo l.a ~rÓmato-
. . . ·. ·' 

grafía liquida de alta resolución de intercambio aniónico el méfodÓ.de elec-

ción. 

Factor de Diferenciación Cel.ular. 

Yoshizaki, K. y Kishimoto,T. (110) reportan la purificación cel factor de di

ferenciación de células B., secretsdo por una c~ona de una linea cel~lar lin 

foblastoide B, purificado directar..ente de un concentrado de sobrenadante de 

cultivo, utilizando las s1g~ien:e; columnas: 
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l. Columna de filtración molecular ACA 34 HPLC. 

2. Columna de cromatoenfoque Mono P HR 5/20 FPLC. 

3. Columna de intercambio aniÓnico Mono Q HR 5/5 FPLC. 

4. Columna de filtración molecular TSK G-2000 SW HPLC. 

s. Columna de filtración molecular I-125 HPLC. 

A las fracciones obtenidas de cada una de estas columnas _se -l1{sc;n1,i.d!ó.·su ,,.._ 

tividad biológica de linfocina incubando estas fracciones en<ú~:~2~j-~,~~·o·c:~·l11 
lar de células B. a 37°C durante 2-4 horas midiendo lá prod~cÚbn:·¿¡~ :iG~: ,. 

"''·>.·;·:·· ., 

IgM. . .~ 1: 

·· .. ·· ... , .o 

.PI 
1 

•.a 

,o 20 _30 

Fig. 1. Cromatograma del factor de diferenciación celular, cr,l1Jmna t·1ono P 

HR 5/20 ( - ) D.O. z;:r; r~. r :. 

con polybuffer 74 pP , -..... ,. 
actividad biológica ( •••• ~ ''" ,¡¡., 1rl.1 

Fig, 2. Cromatograf•a de intercambio aniónico de la fracci6n enfocad~ a .Pll 

5.1-5.2 por cro::;atce•""c~s: Colu"1ro;i Mono Q HP. 5/5 eluida e<:<•. ·1~r.:1 f)~-,)2 M 

pH 7.0. 

¡ 
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0.016 A 
0.008 

(x 102 ) Cx1a2> 
3 

10.01 •":" 0.006 1.5-.. ; . : 
1 2ll) 0.004 o.s-

u 0.00 ... 
o.. 

11¡¡ 0.002 1.0~ 

o 'o.. o o 
o .10 2_0 30 40 20 ....... -- 30 

Fig. 3. Cromatografía de filtración molecular de la fracción enfocada a pH 

5.1-5.2 por cromatoenfoque; Columna I-12.5 ( - ) O.O. 280 rm ( :::.1)actividad biQ. 

lógica. 

Fig. 4. Cromatografía de filtración molecular de la fracción enfocada a pH 

5.1-5.2: y fracciona.da en la columna Mono Q HR 5/5 de intercambio aniÓnico 

para remover el polybuffer; Columna TSK G-2000 SW. 

Todas las fracciones fueron caracterizadas por electroforesis en gel de SOS-

Poliacrilamida. Como puede observarse el an~lisis por cromatoenfocue mostró· 

una gran actividad biológica. la fracción enfocada a pH 5. 1-5.2. esta prime-

ra purificación sirvió ·para una segunda purificación por filtración molecu-

lar: además la utilización de la cromatografía de inter.cambio aniónico s_ir

vió para afinar aGn más el factor de diferenciación celular en un grado alta 

mente puro. 

Interleu cina 2. 

9e11, S.M. y Stern, P .. L. (3) reportan la caracte~ización por puntos isoeléctri_ 

cos de interleucina 2 producida por cilula~ T. llevando a cabo una preci~ita 

ción del sobrenadante del cultivo de cél~l~s de ~-i~ de rata con sulfato de 
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amonio, posteriormente el precipitado se redisolvi6 y se pasó a traves d~ una 

columna de hidroxiapatita para finalmente pasar las fracciones con actividad 

a una columna preempacada con esferas de polieter de 10 um sustituidas con n

minas terciarias; columna Mono P HR 5/20 de cromatoenfoq_ue de alta resolución 

FPLC; encontrando ci neo diferentes puntos i soe 1 éctri cos, 1 a actividad i nmu11.o

l ógi ca fue probada incubando estas fracciones con células derivadas de t·imo: ,, 

37ºC con metí l - 3 [H] -timidina; midiendo la incorporación _de nmrca>.' 

•• 

Cromatograma de interleuéip·a·í:'. .•. · ~-:ilizando:.una col.umnaMono P.HR 5/20 éie 

cromatoenfoque, pH 7.1 ~l~i~t'~-~~ };1§tift~? 74 · pH 5.0. 
··-·;:,. ·,- . 

..... y·· 

Este método no solamente ::>ara separar m;,léculas por puntos isoeléc· 

trices, sino q~e tambii~ 
'· . . . . 

·:.ara identificar diferentes moléculas co:o 

una misma actividad biológ;:a. 
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Factor de Crecimiento Mitogénico (MGF). 

Brockes1 J.P. (10) reporta el aislamiento del factor de crecimiento mitogéni

co de cerebro de un anfibio, dicho factor interviene en el proceso de regen~ 

ración celular cuando al organismo se le ha amputado uno de sus miembros. 

La purificación se llevó a cabo en una columna preempacada con esferas de PQ. 

lieter de 10 um de diámetro sustituidas con grupos sulfonato, c~lumna Mono S 

HR 5/5 intercambiador catiónico de alta resolución F.P.L.C. A las fraccio-

nes eluidas se les midió su actividad biológica incubándolas con un cultivo 

celular conteniendo 3 _H_ -Timidina, Y midiendo la incorporación de má.rca en 

núcleos celulares de células de Schuan, estas fracciones fuercin,caracteriza

das por electroforesis en gel de SOS-Poliacrilamida. 

Cromatograma dei' 

o 
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t;ónico resultó ser la mejor técnica para separar un factor de diferenciación 

celular producido por células nerviosas cont_ribuyendo as{ ."al conocimiento en 

el campo de las neurociencias. 

Interferon Gama. 

Stone-Wol~D. S. y VilcektJ• (98) reportan la pur1f1cac16n de interferon ga

nia y su interrelación con linfotoxinas producidas por monocitos humanos, uti 

lizando una columna preempacada con esferas de polieter de 10 µm de diimetro 

sustituidas con aminas cuaternarias, calumna Mono Q HR 5/5 intercambiador 

ani6nico de alta r.esoluci6n FPLC. Las fracciones que presentaron actividad 

biol6gica fueron subsecuentemente cromatografiadas en una columna preenipaca

da con esferas de polieter de 10µm ~e diimetro s~stituidas con grupos sulfg_ 

nato, colu111na Mono S HR 5/5, intercalllbiador cati6nico de alta resolución 

FPLC. La actividad biológica fue medida por la acci6n antiviral· del interf~ 

ron presente en las fracciones eluidas por alllbas columnas. observando inhibí 

c16n del efecto citopltico en un cultivo celular infectado con virus de la 

encefalomiocarditis. todas las fracciones fueron caracterizadas por electro

foresis en gel de poliacril .. ida; enfoque isoelectrico, pH 3.5-10 y por inmy_ 

noprecipitaci6n utilizando anticuerpos anti-interferon gama hullano. 

Nota: Esta referencia no muestra cromatograma. 

Con la utilización de la cromatografta 1.fquida de alta resoluci6n en combin~ 

c16n con las ticnicas .arriba seftalad~s. fue posible separar del sobrenadante 

de cultivo de cilulas adherentes (linfocitos), una molécula con activ~dad de 

linfotoxina y una con actividad de interferon. 
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Factor de Crecimiento de Fibroblastos de Pituitaria. 

Bohlen.P. y Gospodarowikz,D. (8) reportan la purificación del factor de cre

cimiento de fibroblastos producido por la glándula pituitaria utilizando.dos 

procedimientos: 

Procedimiento No. 1: 

El homogenizado se hace pasar por una columna preempacada con esferas de po-

lieter de 10 um de diámetro sústituidas con grupos sulfonato, columna Mono S 

HR 5/5 intercarnbiador catiónico de alta resolución FPLC, posteriormente se 

hace pasar por una columna preempacada con esferas de sílica de 5 um susti-

tuidas con cadenas alifáticas de 3 carbonos, columna C-3 de fase reversa de 

alta presión HPLC; y después por una columna preempacada con esferas .. de síli 

ca de 7 um de diámetro s<;stituidas con cadenas alifátic~s d~ ~ carbonos·, co

lumna Aquapore RP-300 fase reversa de alta presión HPLC. 

3 

ºº' 

. CMINl 

Fig. l. Cromatograme d<:l .:actor~d·~. creci;,;ie~tb/de•:p;{uitaria, column.a Mono 

S HR 5/5 eluida con uc. g~aai~rif~ d~ NaCl ~~j.Í)~J:.'.o.:Ss.Ú,_pH i;;o; ( - ) O.O. 

280 nm. (c.-=:) Acti·n::::: ~);!'~g~ih.:. ;~" ;.·· :/::~;·. ·. · ;;, .. 
':\'~ t~·.::· . .:-'~ ~::~~.-,_;:.: ~·>::'· ~,:.-.. ~·, .. ,~·:):'?' ·- . ·~'. ~, --- ... 

·.J _. 

Fig. 2. Material ·cor. ec':.iti<:.::l biológica de la· columna ti~no S HR 5/5 .recro-
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matografiado en una columna C3 eluida con un gradiente de acetonitrilo-ácido 

trifluoroacético. ( - ) O.O. 280 nm. ( ?:m ) Actividad biológica. 

Fig. J. La fracción de la columna. C30 con··actividad biológica se recromato

grafió en una columna Aquapore RP~300 eluida con un gradiente de acetonitri-

lo a 1 427.. - ) O.O. 280 nm •. {::·: ) Acti.vidad biológica. 

Procedimiento No. 2: 

El homogenizado de pituitaria se hizo pasar por una columna empacada con un 

gel de filtración molecular biogel P-10, y posteriormente por una columna 

preempacada con esferas de polieter de 10 um de diámetro sustituidas con gr~ 

pos sulfonato, columna Mono S HR 5/5; intarca~biador catiónico de alta reso

luci6n FPLC; después de este fraccionamiento se midió la pureza del factor 

de c.recimiento de fibroblastos de pituitaria tomando la fracción colectada 

en la columna Mono S .HR 5/5. con mayor actividad biológica y haciéndola pasar 

por una columna preempacada co~ esferas de sílica de 5 um de diámetro susti

tuidas con radicales alifátic.os de cuatro carbonos; Columna Vydac c4 de fase 

reversa de alta resolución HPLC. 

. . 
'2 

•• 
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Fig. l. Filtración en gel con Biogel P-10 e1uida a pH 9.2 ( • ) O.O. 280 nm. 

( o ) Actividad biológica. 

Fig. 2. Intercambio catiónico de una fracción obtenida con Bioge1 P-10; Co-

1 umna Mono S HR 5/5 FPLC eluida con un gradiente de formato de amonio de 

0.5-0.9 M, pH 6.0. 

Fig. 3. Fracciones 40-50 de la columna Mono S HR 5/5, recromatografiada en 

la misma columna Mono 5 HR 5/5 y eluida con un gradiente de NaCl 0.1-0.6 M, 

pH 8.3. 

Fig. 4. Alicuota de la columna Mono 5 HR 5/5 fracciones 53 y 54 cromatogra

fiada en una columna Vydac c4 de fase reversa eluida con ácido trifuoroacéti 

co/acetonitrilo. 

A todas las fracciones obtenidas por las distintas columnas utilizadas se 

les midió su actividad biológica de la siguiente forma: midiendo la habili

dad de estimular la proliferación de células endoteliales de aorta bovina y 

detectando el factor de crecimiento de fibroblastos por el método de radioi~ 

munoensayo, utilizando anticuerpos anti-factor de crecimiento de fibroblas

tos conjugados a un isotopo radioactivo, la caracterización se realizó ~or 

electroforesis en gel de SDS-?oliacrilamida. 

Como puede observarse en 'oz cromatogramas se pueden obtener diferentes per

files de actividad biológica debido a que la glándula pituitaria contiene 

múltiples especies moleculares en donde la combinación de diferentes técni

cas cromatográficas de alta resoiución. fue de gran ayuda para obtener los 

resultados Óptimos de ourific~ci6n del fac~or de crecimiePto de fioroblastos. 
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factor de Crecimiento Epidérmico Murino. 

Burgess, A. ~J. y Nice1 E. C. (12) reportan 1a purificación de1 factor de crec.i_ 

miento epidérmico murino presente en glándulas salivales, utilizando una co

lumna de filtración molecular, columna TSK 3000 SW de alta resolución HPLC, 

y una column~ de intercambio aniónico, colu.mna Mono Q HR 5/5 de alta .. esolu

ción FPLC y una columna de fase reversa, columna Ultrasphere OOS de alta 1·e-

solución HPLC. Todas las fracciones fueron detectadas por O.O. a 280 nm. U. 

V. y por fluorescencia de triptófano, la actividad biológica fue registrada 

en un cultivo de fibroblastos conteniendo suero fetal bovino y un pulso de ... 

3 ~ H~ -Timidina incubando a 37ºC durante dos horas, midiendo la incorporáci6n 

de marca en un contador de centelleo • 

.J& ,,., 
' 1. .u. 

'"'' fcr0 

..12 
1 • 
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1 ~' ' ;, 
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;;g. 1. Cromatograffa de intercambio aniónico. columna Mono íJ HP. 5/5 eluicfo. 

con un gradiente de NaCl. íJ-2. 5 M, pH 6,.5 

~-. :'. ·, . ' 

rig. 2. CromatograHa er. fase reversa •. columna Ultrasoher,,·r¡:;: ~luidá'c~n 
... · 

C1-J3CtliAcetonit..-ilo-Agua, e-1 ~os:> de purificaciór. p•:fr fi lt""~'-.;;,. :--.·-=;.uiar· 

fue reemplazado por la colu!'lr.~ .. rle intercambio aniónico Mo.no r; ~.? -:i/.5. 
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Todas las fracciones fueron caracterizadas por enfoque isoelectrico pH 4-6.5. 

El análisis del factor de crecimiento epidérmico por cromatografía liquida 

de alta resolución permitió encontrar dos subclases del factor llamándolos 

EGF-A1fa y EGF-Beta, permitiendo además la puri.ficación rápida para poder 

realizar posteriores estudios, como son: la cristalografía y la espectroscQ_ 

pi'a ya que también es posible utilizar este tipo de cromatografh a nivel 

preparativo. 

Factor Citostático. 

Nissen-Meyer1 l. y Andersen,O. !<. (65) reportan la purificación del facto.r ci 

tostático a partir de un sobrenadante de cultivo de monocitos humanos, utili 

zando una columna preempacada con esferas de polieter de 10 um de diámetro 

sustituidas· con grupos sulfonato, columna Mono S HR 5/5 intercambiador catiQ 

nico de alta resolución FPLC y una columna preempacada con esferas de ~olie-

ter de 10 um sustituidas con poliaminas, columna Mono P HR 5/20 crom~ 

toenfoque de alta resolución FPLC. A todas las fracciones se les midió su 

actividad biológica incubándolas con un cultivo de células K 562 en un medio 

conteniendo metil-3 ~H-· -Timidina y midiendo la incorporación de la r:iarca a 

las 10 horas de incubación. Además se les caracterizó por electroforesjs en· 

gel de SDS-Poliacrilamida y se reveló por autoradiografia. 
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Todas las fracciones fueron caracterizadas por enfoque isoelectrico pH 4-6.5. 

El análisis del factor de crecimiento epidérmico por cromatografía liquida 

de alta resol~ción permitió encontrar dos subclases del factor llamándolos 

EGF-Alfa y EGF-Beta, permitiendo además la puri.ficación rápida para poder 

realizar posteriores estudios, como son: la cristalografía y la espectrosc2 

pfa ya que también es posible utilizar este tipo de cromatografía a nivel 

preparativo. 

Factor Citostático. 

Nissen-Meyer1 l. y Andersen,O. K. (65) reportan la purificación del factor c:!_ 

tostático a partir de un sobrenadante de cultivo de monocitos humanos, ut1lj_ 

zando una columna preempacada con esferas de polieter de 10 um de diámetro 

sustituidas· con grupos sulfonato, columna Mono S HR 5/5 intercambiador cati~ 

nico de alta resolución FPLC y u·na columna preempacada con esferas de ¡:olie-

ter de 10 um sustituidas con pofiaminas. columna Mono. P HR 5/20 crom~ 

toenfoque de alta resolución FPLC. A todas las fracciones se les ~idió su 

actividad biológica incubándolas con un cultivo de células K 562 en un medio 

conteniendo metil-3 ~H· -Timidina y midiendo la incorporación de __ la:· marca a 

las 10 horas de incubación. Además se les caracterizó p"o.r ele¿-troforesis en· 

gel de SDS-Poliacrilamida y se reveló por autoradiografia. 
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F;g. 1. Cromatografía de intercambio cat;ón;co del factor c;tostático, co-

lumna Mono S HR 5/5 eluida con un gradiente lineal de NaCl. 0-0.6 M, pH 5.7. 

Fig. 2. Cromatoenfoque de la misma muestra:que la Fig. l· columna Mono P HR 

5/20, pH 7.4 eluida con polybuffer 74, pH 4.0. 

En este estudio se encontró que el factor~itostático éstá constituido por 

una población heterogenea de proteínas que. difieren en sus puntos isoeléctr,i 

cos de pt! 6.0-5.0 determinado· por cromatoenfoque, además estas proteínas di

fieren en su carga dada por la composición de aminoácidos, determinada por 

intercambio catiónico. 

Inhibina Testicular. 

Dijk~S. V. y Van Der Molen, V. (20j !-<:portan:.:~,~ purificación de la hormona 

testicular inhibina de fluido f"olicular.béivi',;6 ~tilizándo una combinación de 

cromatografía de afinidad en rojo.de prciéio~(~~~·.:~ro~atografía de filtración 
.. ·.:.:-.•:=:-·?:;;,;:_::::: ..... ; 

en gel, en sephadex G-25 y una columna p·réeriípii'i::ada con esferas de polieter de 

10 um de diámetro sustituidas con ar.dn'ü•:'.~J.~f~:~~arias, columna r~ono O HR 5/5 
. . . ·. ~L;t:~::_~·-·· 

intercambiador aniónico de alta· resofoélón··~P.LC. La actividad biológica de 

las fracciones eluidas se midió. ~or :~:ihibición:.de la liberación de fol itropi

na, por células de pituitaria de rat~;. en.~n ~ultivo celular y se caracteriz• 

ron por electrofor.esis en gel de ;:oiia.:rflaini·d~, revelado por tinción de pla-

ta. 
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Perfil de elución de la hormona testicular inhibina utii;;~ndo.:un~<columna· 

Mono Q HR 5/5 eluida con un gradiente de NaCl. .de 0...,1.0-M,-. pH.'i' •. 9,:: 

' - : 

Estos resultados muestran que la hormona test i c~l ar<i nh i bi ~¡i .fJ~;i.dentifi cá~ 

:: :"::: ::':. :::, ::~:,:::::::, ::::; '"i:l:é:~m~l;;;,~f ~¡:fa}¡i~litir~'¡;~. 
: . .::,:-." :·.;/ .S~;~ f-:·~· '- -. .,::· '.'./ ·.-· '., - ,.·..,,·,¡-:':..~--~!-~:.-

,~--:·· -.,.\".,. . ·:-::·:_K-~·<,.,..,.; 
Inhibidor de Acrosina e_n Plas;,,a<s~m';~~-1 flufuanL/ . , ~ 'i\';~. /; 
Huhta i ª• M. L. (43) repo~ta::xª·/~:~r!.i'~"}iÚJin~d~- u~'. i nhibid~.::;~b~'s:f.~Ir~a a i sl~ 
do de una paciente con cáncer qe,'.o.vaf,:i~:f•ais_lado por'prir¡ier;a'~ézr.~~;:olásma 

seminal de individuos. sanos; í:ie_'.s~xo,'niasci.ilino. 

de técnicas cromatográficas}~p~CI so~::filtrac_ióne!'l gel/~'.~';áe~h'.~·d·~~;Gi75; 
cromatografía en fa se rev~rs2 ~¿~fum~'á- p :..ee~pac~cJa fie.; l eÜ'ip~:c;k;F;l; ~P~B. y 

cromatografía de intercambio caÓónlci:i, r.olumna r;1C1~0 s HR s/~:YA ~bd~s las '· .. <i·. . ¡'' .; .,,.,. :/:;-··':::-.~··-., ·.',-

=~a=c iones elü~~~~-:·~·:;; ·1~s ... ~·{d)~·.;:,:s:µ::.~:~~·~:1~~~·d.a~. i>1~~'.·~~·?f¿_g~ .. ~:~ ,.§-~? :.:~/~;~l;~~~\:6~o de 

~== ~·:. • :-:r-.Jr·oi:~.s..a:;~· '·?Et-~-:' :_;;.: '~-~,:;:~~:~ ;·::~·f~·~¿. ::i:.; o} .69_; ::.~·.~:'.:~_·'. .. ~·~1~c,~.·~:.~~r ~·~::_:.,?·~~-€:-:5 :;_ti 

; ; zar.do ~n sus~!<ª te/ ~.,.~~·i:;g·~.~~~~º'· ·. _:~,~; 'end.o .. J ~~·, .. -~-~~~-~:~-6~; __ '.~:s:~:f=?(~·cff bt.ó~~tr~ :=are,: 
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Cromatograma de plasma seminal, identificando por métodos enzimá,ticos' e- inn1!!. 

no lógicos los inhibidores de acrosina y tripsina, columna•Morío, S:HR-, 5/5,eluj_ 

da con un gradiente de acetato de amonio de 0.1-1.0 M. 

Este es el primer reporte de el uso de la croinatograffa,-Hq-uida de alta resQ 

lución para separar compuestos con actividad biológica del plasma seminal 

como son el inhibidor de acrosina y el lnhibi~or de trip•ina. 

Inhibidor de Alfa Trtpsina. 

Jochu"' M. y Bitner, A. (44) re-portan la -;,·urificación del' inhibidor inter-alfa 
' - - ~I 

tripsina de suero humano, util iZando, una' cb\_üÍnna preempacada con esferas de 

polieter de 10 um de diámetro sustltui~a~;:co[ioaminas cuate~nar1as, columna 
--~- -·~ 

l:ono O HR 5/5 1ntercamb1ador aryi6~i::o:'det,~Jta :resolución FPLC. La actividad 

;:·::::::: '.~::::::: · .:::;;¡:~¡J;¡~~~lllltr:: ::: .~i'.~~~;l:tl:líI:t{i:••· · 
~o 1 imorofonucl ed1·ps ilumario~¿p?' :~F::<;;;;\;:¡;c};'.;( :_: : .,_ ,, ·:¡!;:,); :'> ·-• 

:,,,,',, ~;l:J'.{}}.i;{'.•/-~Ttf __ :._: .. ,.-,:a,_,n,';,:,,,',,',t·,',·,,,-,;,·,,,',:··:,:·,-,,.~,-,-~-----_,:u_,,.: •. _-,,,·-~,-,:_~_-',,_,·.~_·,-:--.-':o·,,_,_\.-:-,.,·,:m.·:,_~-,:-,-,:,_:~º •• ~_:i_.,~--,~---:,_;_~,--~,:~--~:_': -~\:,::~,,-.-_ 
~e recomienda ut 1J1;·,1í· ,i~i~--~~;:,.,_l;,·~3:t~.~J~i~~~t;·i :> - -> ~ ~- . , -¡;,~-,~~-tod~ 

... ;,.: ,.:·:f,~<'.Ln. ;-:''« :-~~-, :\-\ ·" ·:.~ : >·f? .:.}-:..''· ·'i; : ... ·:~·.:_ · . -· 

conveniente y ráp id,1 -pilt'a <?is1:ei"~: il1r:rB16éfF~'~)'.Játff1'e's ;~~"f~í~Jry~'e' acti VOS 'de 

S·.;-:ro humano siempr:-~ y:·~:Üd-~\~:; .... ·.·~:·~·:· e·.'.1.tsr¡ á~:::c~·n·tj;~~i.~n~s :::~~-t~h~{.·: 



74 

Nota: Esta referencia no muestra perfil cromatográfico. 

Jnhibidores de Proteasas. 

Kuenn y Reinauer~H. (53) reportan la purificación de tres distintos inhibidQ. 

res de Proteasa de suero de rata, C'<.l Pl, RP-l, RP-II, utilizando una combi-

nación de cromatografía de afinidad (Affi-Gel Blue)., intercambio iÓnico 

(Deae-Sephacel) y por último cromatografía líquida de alta resolución con 

una columna de intercambio aniónico Mono Q HR 5/5 FPLC, a las fracciones 

eluidas se les determinó su actividad inhibitoria contra quimotripsina, ela~ 

tasa y tripsina, utilizando SUC-ALA-ALA-PRO-PHE-NPh-N02 como sustrato, a las 

fracciones con. acti.vidad inhibitoria se les caracterizó por electroforesis 

en SDS-Poliacril~~lrla. 
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Fig. l. Separación de los inhibidóres :<1 ·p¡, y RPI, utilizando una columna 

Mono Q HR 5/5 aluida con u~ gradierite dé NaCl de 0-2.0.·M, pH 6.0 ( - ·) D.O. 

280 nm. ( • . ) Acti'.'idad Gradiente·. 

Mbno.0 UR S/5 ~ismas condi-

cienes de eluci6~~ 
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La relación entre estos tres inhibidores se hizo por inmunodifusión doble, 

encontrando que inmunológicamente difieren de los inhibidores de proteasa de 

origen ~umano, el uso de la cromatograffa l•quida de alta resolución en com

binación con otras técnicas cromatográficas enunciadas anteriormente fueron 

de gran ayuda a establecer estos resultados. 

Inhibidor ~e Alfa Cistein-Proteasa ( o<.CPI). 

Gounaris,A. D. y Barret,A. J. (35) reportan la purificación del inhibidor de 

alfa-cistein proteasa de plasma r.umano utilizando un gel de cromatografta de 

afinidad (CM-Papain-Sepharosa) :¡ una columna preempacada de cromatografía li. 

quida de alta resolución, de intercambio anióntco, columna Mono O HR 5/5 

FPLC. Las fracciones eluidas con mayor densidad óptica a 280 om se les deter 

minó la actividad inhibi~oria por titulación por fluorometría, utilizando 

amino metil cumarina corno sustrato en una reacción medida a 360 nm. Las 

fracciones con mayor actividad biológica fueron caracterizadas por electrof9 

resis en gel de SDS-Po 1 ,acrila~ida . 
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Cromatograma del inhibidor de alfa cistein-proteasa, columna Mono Q HR 5/5, 

eluida con un gradiente de cloruros de 0.18-0.25 M, pH B.O. El uso de esta 

metodología permitió encontrar dos tipos de inhibidores de diferente P.M. 

con la misma actividad, por otra parte al tener purificada el o<CPI fue 

posible obtener un suero hiperinmune, con el cual se corrieron ensayos inm~ 

noelectroforéticos para cuantificar CX:-CPI en e.l suero hu.mano. 

NADP. 
' ' 

Hansson,K (38) reporta la purificación .. de_:.ni.cotin-adenin-dinucleotido fas-
-. . -

forilado grado comercial, utilizando dos· columnas de··cromatografia líquida 

de alta resolución de intercambio aniónico, la primera a nivel preparativo, 

columna Polyanion SI-17 µm y la otra a ~ivel analítico, columna Polyanion 

SI-8 um. 

Fig. l. Cromatograma de NAOP, r.olumria Polyanion Sl-17 _.,m eluida con un gr~ 

dH>"':e de fosfatos de 0-0.5 M, pH 6.o:_ 

Cig. 2. Misma muestra columna Polyan~on ·sI-8 um, ·mi.smas condiciones, 
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Como podemos observar la mejor separación se hizo en la columna analítica. 

sin embargo. al utilizar cantidades mayores de muestra es conveniente utili~ 

zar primero la columna a nivel preparativo. con el fin de eliminar impurezas 

y posteriormente utilizar la columna analítica. Siendo sus aplicaciones 

principales. que pequeñas cantidades de muestra se pueden utilizar para opti 

misar el proceso y el uso de dos matrices similare::; simplifican el procedi

miento para llevarla a gran escala, otl'O dato irr¡portante es que al utiliza·r 

un ión eluyente como fosfatos, la concentración utilizada es d.e 0.5 \\1,. en. 

cambio cuando se utilizan iones acetato la concentración deberá de ser .aumeh 

tada hasta 3 M para obtener resultados reproducibles. 

Polímeros de Paraproteína. 

Cooper, E. H. y Crockson, R.A. (16) reportan la identificación y purificac~ón 

de poHmeros de paraproteina de !gA de pacientes con macroglobulinemia de 

Waldstroms. Utilizando una éolumna preempacada con esferas de agarosa de 13 

pm de diámetro, columna Superosa 6, de cromatografía líquida de filtración 

molecular de alta resolución FPLC, las fracciones eluidas con mayor densidad 

óptica a 280 nm ~ueron identificadas inmunológicamente con anti~uerpot mono-

clonales específicos por 
. ~ íl 

- 'I 

r 
i ~\ 

la técnica de i.nmunoprecipitación. 
l 

¡_;J \__ 
----

200 40C 



Fig.,l. Cromatografía de un mieloma de suero pico 

na columna Superosa 6, eluida con fosfatos -KCl • 

IgG3, pico 2 
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Albúm.i 

. . -Fig-.-2 •. Aislamiento de IgM pico lgM monomerica 2 = lgG, 3 = Albúmina. 

La separación de paraproteínas por filtración molecular de alta resolución 

es un paso adelante El·n la reproducibilidad para la purificación de este ti

po de moléculas, lo cual es de gran importancia para la valoración de pa

cientes neoplásicos. 

Proteína con Afinidad a Somatomedina. 

Povoa9 G. y Hall,K. ( 74 ) reportan el aislamiento y caracterización de una 

proteína con afinidad a somatomedina de líquido amniótico humano, realizan

do una precipitación con sulfato de amonio, el precipitado fue resuspendido 

y se hizo pasar a través de una columna de interacción hidrofóbica Útiliza~ 

do como soporte Phenyl Sepharosa, las fracciones obtenidas de esta columna 

con afinidad a somatomedina fueron recromatografiadas en una columna preem

pacada de intercambio aniónico de alta resolución, columna Mono Q HR 5/5 

FPLC. La caracterización de las proteínas separadas por los métodos señal~ 

dos anteriormente se realizó por cromatografía de·exclusión molecular de al 
ta res o 1 uci ón co 1 umna ACA 44, utilizando marcadores de peso. mo 1ecu1 ar par~ 

determinar el peso de la proteína con afinidad a somatomedina, también uti

lizaron una columna preempacada de cromatoenfoque de alta resolución, col u~ 

na Mono P HR 5/20, con el fin de conocer los puntos isoeléctricos de las 

proteínas presentes. A las fracciones eluidas se les caracterizó por elec

troforesis en gel di: poliacrilamida ~n condiciones desnaturalizantBs y n"; 

desnaturalizantes. Ademis se hizo el an¡lisis de secuenciación de aminoic.:L 

dos en su residuo H-Terminal; el enseyo de actividad se hizo utilizando u• 
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sistema de radioreceptor unido a ¡125, utilizando placenta humana como sis-

tema de identificación. 

i:"'""' 
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Fig. 1. •:romatografia de .exclusi6n :'.lalecular dii-ectámf;nt'e}dé'.Üuidci amnió

tico; r.olumna Ar.A 44 p!-1 7 •. 5 (_:)O.O. 280 nm. (.; ••• ) ~~di'oá<:Ú..;idad. 
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Fig. 3. Cromatografía de intercambio aniónico, columna Mono Q HR.5/5; de_ 

las fracciones obtenidas por Fenil Sepharosa. Fig. l.) Corrida original_; 

Fig. 3~ Corrida por segunda vez en la misma columna. 

o 10 20 

pH 

1

5.5 
5..0 
'-5 

'-º 
3.5 

30 m! {V:iL} 

Fig. 4. Cromatoenfoque, columna Mono P HR 5/20 pH inicial'd~-1~ columna 5.5 

e luida con polybuffer 74 pH 3. 5; el pico con actividad mci~tró un P. I~de 4. 3. 

Este estudio tiene cc:n:> objeto aislar una pr'Oteína con afinidad a ~r~.a~ina utilizando 

distintos tipos de cromatografía liquida con el fin de ob~enerla pura y con

servando su actividad biológica para posteriormente de5a~rollar una técnica 

de cromatografía líquida de afinidad especifica para el aislamiento de soma-

tomedina. 



'· 

81 

Trans ferrina. 

5oderberg1 L. y Fagerstam,L. ( 92 ) reportan la purificación de transferrina 

humana grado comercial al pasarla a través de' una columna de cromatografía 

de afinidad empacada con un gel de agarosa acoplada con neuraminidasa, con 

el fin de eliminar el ácido siálico contaminante, la eficiencia de este métQ 

do fue evaluada utilizando una columna preempacada de cromatoenfoque de alta 

resolución FPLC, columna Mona· P HR 5/20. 

;, 

l 
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1 
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·¡ 
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Fig. 1. Cromatoenfoque de transferrina antes de pasarla por la columna neu

raminidasa-sepharosa, pH t~icial. 7.0.eluida con polybuffer 74 pH 3.5, colum

~a Mono P HR 5/20. 

"°ig. 2. Misma columna, cor. la :"uest.re ·después de. pasarla por la columna ne!!_ 

~aminidasa-sepharosa, misr.~s condiciones de elución. 
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Como podemos observar el contenido de iones contaminantes es posible de de

tectar utilizando esta técnica cromatográfica; tal es el caso de la·transf~ 

rrina que cambia sus características debido al contenido de iones fierro o 

bien de su contenido en ácido sillico. 

Alfa-Fetoproteína Bovina. 

lfong,L. T. y Hsia7 J. C. ( 109) reportan la purificación de alfa-fetoproteina 

bovina utilizando una columna de afinidad que utiliza azul de cibacrón como 

ligando y una columna preei1)aCada de intercambio aniónico de alta resolución, 

columna Polyanión SI; a las fracciones eluidas se les determinó la cantidad 

total de proteínas por el método de Biuret y su actividad biológica por in-

mumodifusión radial, además fueron caracterizadas por electroforesis en gel 

de SDS-Poliacrilamida. 
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Crc.omatograma de alfa-fetoproteína '-ovir..~; aislada de suero fetai bov1ro, co-

lumna Polyanion SI, eluida con un gradiente de acetato de sodio ü-0.~ ~ 

pH 8.0. 
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La combinación de técnicas cromatográficas como son la crornatografia de afi

nidad y el intercambio aniónico han demostrado ventajas en la purificación 

de alfa-fetoproteína sobre métodos convencionales. Ya que el azul de ciba-

crón retiene selectivamente la álbumina y la alfa-fetoproteína, todas la de

más proteínas son eluidas ya que no tienen afinidad hacia el ligando, poste-

riormente en una segunda cromatografía las fracciones adsorbidas son separa-

das en base a su diferencia de cargas por cromatografía líquida de intercam-

bio aniónico de alta resolución. 

Neocarsinostatina. 

Denklau, D. y Stellmach, J. ( 18) reportan lá purificación de un antibiótico 

anti-tumoral llamado neocarsinostatina, secretado por Streptomyces ~zinos

taticus. Utilizando una columna preempacada de intercambio anión1co de alta 

resolución, c:o 1 umna Mono Q HR 5/5 FPLC, a las fracciones obten idas se 1 es 

probó su actividad de antibiótico, impregnando discos de papel filtro de 6 -

mm de diámetro con 1 as fracciones obtenidas y determinando .una zona de i nhi-

bición de crecimiento bacteriano de una placa de agar ~ob~~·la cual se sem-

bró ur.a cepa de Bacillus subtilis. 
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Fig. 1. Cromatograma de homogenizado de Streptomices carsinostat1cus; Colum 

na Mono Q HR 5/5 eluida con un gradiente de NaCl de 0-0.8 M pH 5,0 ( - ) O.O. 

280 nm. ~llJ ) actividad biológica de antibiótico. 

Fig. 2. Pico con actividad biológica recromatografiado por segunda vez en 

la misma columna y bajo las mismas condiciones, 

El uso de este tipo de columnas para la separación de protefnas de extractos 

crudos del tipo zinostatina permite la reproducibilidad de resultados y la 

hacen ideal para-su uso a gran escala en trabajos preparativos. 

Peptidos de Termolisina. 

Vita1 C. y Fontana,A. (104) reportan el aislamiento de grandes péptidos obt~ 

nidos por, fragmentación selectiva de termolisina en los residuos metionina 

por acción del bromuro de ci~nd'geno. Utilizando dos métodos cromatográficos: 

1) Cromatografía de intercambio aniónico de alta resolución, columna Mono Q 

HR 5/5. 

2) Cromatografía de intercambio catiónico de 61ta resolución, columna Mono S 

HR 5/5. 

Las fracciones eluidas de ambas columnas fueron caracterizadas por electrofQ 

resis en gel de SDS-Poliacrilamida, 
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Fig. l. Cromatograma de termolisina fragmentada con·bromuro·de cianógeno, 

columna Mono Q HR 5/5 eluida con un gradiente de NaCl 0-0. 15 M,· pH 6.0 urea 

7 M, E.O. T.A. 1 mM. 

Fig. 2. Cromatograma del pico No. 1 obtenido en la cromatografía anterior; 

Columna Mono S HR 5/5 eluida con un gradiente de acetato de sodio 0-0.15 M 

p~ 5.0. 

El uso de la cromatografía liquida de alta resolución de intercambio iÓnico 

puede ser orientado para el aislamiento de péptidos medianos y grandes obte

nidos por fragmentación de una proteína nativa con CNBr, los resultados pue

den ser anaHticos o preparativos. además, las fracciones obt.enidas son de 

tal pureza que pueden utilizarse para otro tipo de análisis· como secuencia

ción de aminoácidos. 

Proteínas de Pituitaria Humana. 

Staton. P.G. y Hearn, T.l•I. ( 94 ) reportan la separación de distintas proteí

nas de pituitaria humana rica en prolactina, utilizando una columna preempa

cada de intercambio aniónico de alta resolución, columna Mono q HR 5/5, las 

fracciones eluidas de esta columna con mayor densidad óptica a 280 nm fueron 
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identificadas por radioinmunoensayo competitivo, utilizando prolactina unida 

a iodo radioactivo, determinando al mismo tiempo si la prolactina obtenida 

era inmunoreactiva. 

i. 

Cromatograma de un extracto crudo de pi tui ta ria humana, columna Mono O HR 

5/5 eluida con un gradie·nte de NaCl de 0-300 mM pH 9.6. 

':J 

En este reporte se describe la separación rápida de mezclas complejas de prQ 

teínas, dicha rapidéz es debida a una combinación de la manipulación del pH 

con fuerza iónica del eluyente, la capacidad de la columna va desde un nano~ 

mol de muestra hasta niveles preparativos. 

Receptor de Progesterona. 

Heubner,A. Pollow, K. ( 39) reportan la purificación de receptores de proges-

terona uterina humana a partir de muestras de citosol de tejidos humanos, u-

tilizando una columna preempacada de intercambio aniónico de alta resolución, 

columna Mono O HP.. t:,/r;, y una columna preempacada de cromatoenfoque de alta 

resolución, columno Mono P HR 5/20: a los receptores presentes en el citosol 

se les marcó radiactivamente por medio de una reacción de afinidad con 

21-3 = H]-DehH:ko-Olg 2058 el cual es altamente específico hacia el receptor 
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de progesterona, por lo tanto las fracciones eluidas de ambas columnas con· 

~arca se identificaron co~o receptores de progesterona; y se caracterizaron 

por electroforesis en gel de poliacrilamida. 
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Fig. l. Cromatograma de 

eluida con un gradiente de 

1 Fic;. '2. Misma muestra el 

aluida con polybuffer 7é p~ 

Por esta metodología fue cos;~le 

de receptor de progestero~a. adem~s 

.¡ 

·función. 

en SDS-PQ 

1 iacri lamida aparecen d<>s :ia-,das, lo cual, .indié~ .que. ·Ja proteína está con.st.1_ 

tuida por dos péptidos. 

Proteínas de Membrana de óritrocitos Humanos. 

Lundahl. P. yr'lf'eijer·, (..(=-Ji,:::~ .• --=00...-..an la separación de las proteínas de mP.~ 

brana. de eritrocito~ humar0s ~~~enidas a partir de un lisado de eritrocitos-

en presencia da diversc~ ~~:~~;~~tes como: octilglL1cosido Berol 185, Mega 

9 entre otros. Utilizando un~ ~olurnna preempacada de intercambio aniónico 
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de alta resolución; columna Mono Q HR 5/5; las fracciones eluidas de esta CQ 

lumna fueron caracterizadas por electroforesis en geles de poliacrilamida. 
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Fig. 1. Cromatograma de prot~ínas membranales de eritrocitos humanos, colu!!! 

na Mono Q HR 5/5 equilibrada con 50 mM de etanolamina pH 9.0 en presencia de 

2mM de ditiotreitol, eluida con un gradiente de "aCl 0-1.0 M pH 9.0. 

Fig. 2. Aislamiento de glucosa transportasa a partir de una preparación par 

cialmente purificada de eritrocitos huma.nos; .misma columna y condiciones de 

elución que la figura l. 

El uso de este tipo de cromatografía permite una muy buena separación de prQ 

teínas membrana les de eritrocitos humanos en presencia de detergentes. no iÓ-

nicos, de tal forma que fue posible purificar la glucosa transportasa para 

llevar a cabo una secuenciación de aminoácidos. Además también fue posible 

separar adecuadamente glicoproteínas y la proteína transportadora de iones. 

Proteínas del Virus Sendai. 

~lelling,G. vi. y Welling-Wester9 S. (106) (107) rep..¡irtan 1~ separación de la 



protefoa de fusión (F) del virus sendai, utilizando primeramente una L-<.•lu-•11~ 

preempacada de fil trae i ón mo 1ecu1 ar de a 1 ta res o 1 ución, co 1 umna TSK 400l1 :;¡,, 

por otra parte un extracto de proteínas virales se hicieron pasar por un,, 

columna preempacada de intercambio aniónico de alta resolución, column,1 M,,,,,, 
Q HR 5/5; por último otro extracto de proteínas fueron cromatografiildils <''' 
una columna preempacada de fase reversa de alta resolución, columna c1 TMS-

250, a las fracciones eluidas de todas las columnas se les probó su activ1-

dad inmunológica por el mitodo ensayo inmunoenzim~tico (ELISA) utilizand~ ~ll 

ticuerpos anti-virus sendai unidos a peroxidasa, todas las fracciones. fut•1·,111 

caracterizadas pnr electroforesis en gel de poliacrilamida. 
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Fig. 2. Intercambio anfóriico del mismo extracto, columna Mono 

.::-• 
Fig. 3. CromatograHa er. ~ase rever·sa del mismo extracto,. columna ·.r..1::rw,-
250. 
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De los tipos de cromatografía realizados se concluye que la filtración mole

cular y el intercambio iÓnico son los adecuados para separar la proteína F. 

así como otras proteínas constitutivas del virus, ya que de la cromatografía 

en fase reversa se obtienen fracciones que no son inmunoreactivas, debido 

principalmente a los solventes utilizados para su elución. 

Proteínas de Superficie del Virus de la Diarrea Bovina. 

Karsñás, P. y Moreno-López (48 ) reportan la purificación de proteínas de su

perficie del virus de la diarrea bovina, utilizando una columna de cromato-

grafía de afinidad a base de un gel de agarosa unida a lectinas y una c:ilurn

na preempacada de intercambio aniónico de alta resolución, columna Mono Q HR 

5/5, 1 as fracciones e 1 u idas fueron caracterizadas por e 1 ectrofores is en gel 

de SDS-Poliacrilamida. 
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Fig l. Cromatograma de las proteínas de superficie del virus de la rharrea 

bovina separadas previamente por ~romatografía de afinidad a lectinas, colu~ 

na Mono O HR 5/5 eluida con un gradiente de NaCl D-1.0 M pH 7.0. 
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Fig. 2. Picos con actividad biológica de la figura 1 pasados por l~ misma c2 

lumna, e1uida con un gradiente de NaCl 0-1.0 M pH 6.0 en amortiguador de pip~ 

razina. .. º' c. pH 7 ?.. 
IH B. U2CI 
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Fig. 3 Cromatograma del material obtenido de la primera cromatografía 

en la columna Mono Q.HR 5/5 bajo las mismas condiciones de elución. 

En esta revisión podemos observar que el material purificado bajo unas prime-

ras condiciones de elución puede ser recromatografiado utilizando la misma c2 

lumna incrementando la resolución de las proteínas aisladas· sobre todo si el 

material con que se está trabajando contiene detergentes. La resolución será 

mayor si en la segunda corrida se varian las condiciones iniciales. 

Proteínas Ribosomales de Escherichia coli. 

En Technical Review Series, summer (1985) (80) se reporta la purificación de 

proteínas ribosomales de Escherichia coli utilizando primeramente una columna 

preempacada de intercambio catiónico de ·alta resolución, columna Mono S HR 

5/5 y posteriormente una columna preempacada de fase reversa de alta resolu

ción, columna P~O-RPC .HR 5/10, •odas las proteínas separadas fueron identifi 

cadas por electroforesis en gel de poliacrilamida en dos dimensiones. 



\ 

\ 
\ 

\ 
\ 

92 



Fig 1. Cromatografía de intercambio Catiónico de proteínas Ribosomales de 

f.: coli, columna Mono S HR 5/5 eluida con urea 6 M, Na H2P04 50 mM, 6mM-2-

Mercaptoetanol pH 6.5; añadiendo un gradiente de 10-45% con NaCl 1 M. 

Figs. 2 a 8. Picos de ~a figura 1, Columna RPC eluida con un gradiente de 

trietilamonio/acetonitrilo 18-45% pH 7.2. 
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Como se puede apreciar en este trabajo la combinación de estas dos técnicas 

cromatográficas dan resultados Óptimos para la separación y caracterización 

de proteínas ribosomales bacterianas; otra ventaja es que utilizando una CQ 

lumna de fase reversa relativamente corta (5 ·x 0.5 cm) los resultados obte-

nidos fueron aún mejores que en aquellos experimentos en donde se utilizan 

columnas más grandes. 

Enterotoxina de f... <;ili. 

Ronnberg, B. y Wadstrom, T. 

. ,: ·, 

85) reportan la pu~Jf-Í~ación de la enterotoxina 

de Escheri chia co 1 i estab 1 e a 1 calor ( ST) pa'sá.~i:la~·un ·sobrenadan te de cu 1t1 vo 

por una columna de cromatografía de i.rl.ter-a'.c:cfój1,h{drofóbica con octi 1-sepha

rosa CL-48. posteriormente se pa'só pór:Üna columna de filtración molecular 

empacada con biogel P-6, para fú•alrnénté utilizar una. columna preempacada de 
' .. · ... 

intercambio aniónico de alta re_sol.ué:iÓn; columna· mono Q HR 5/5, la acti·ddad 

biológica de las fracciones se ~e~~rmi~6 inoculand~ diluciones seriadas de .- . . 

1a enterotoxina purificada en r.atonés, lactantes y observando la dosis mínima 

efectiva que está reportada cor.:o i~ cant1dad mínima· necesaria de ·to1ina que 

~rovoca una respuesta positiva~ caracterizada por acumulación de liquides en 

el intestino del ratón lactant~~ 
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Cromatograma de la enterotoxina ST de ~· coli, columna mono Q HR 5/5 eluid_a 

con un gradiente de NaCl 0-400 mM, pH 7.6. 

Podemos decir que el uso de la cromatografía líquida de alta resolución es 

de gran ayuda ya que nos da una gran pureza de la enterotoxina sustituyendo 

así a métodos cromatográficos lentos y no tan eficientes como ia cromatogra-

fía líquida tradicional. 

Enterotoxina de Clostridium difficile. 

Rihn;B.y Monteil ( 83) reportan la purificación de una enterotoxina de..l:l.11.:;-

tridium difficile. Utilizando una columna preempacada de intercambio aniónj_ 

co de alta resolución, columna Mono Q HR 5/5 y una columna preempacada de 

cromatoenfoque de alta resolución, columna Mono P HR 5/20;a las fracciones e-
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luidas de ambas columnas se les probó su actividad enterotoxigénica por los 

siguientes métodos: 

1. Inoculando el intestino delgado de conejos por el método de asa ligada, OQ 

servando la acumulación de fluidos. 

2. Observando .el efecto citopático en un cultivo de células Mac Coy. 
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Cromatograma de proteínas de 1 a_ tóid ~a· de· ~<di Tfi cile, columna Mono O .HR 5/5 

e luida con un gradiente de ~JaCi. · 0-).'0 M, ;~H 7.4. 

,of 
j ,· -- -- t 

¡ •• 
E 

::1 
" i ... .. 

.; 
i 
i'º 

.. i. · .... ,, 

.. / ,_ 

:.~ :¡ 
¡ 
¡ 

·.--'IG 

º' ,•¡j 

/ 
._..=:_ ___ -· -

'º 
' -= :::-.:...-::-: ------ J ¡ -·-- ·;..,-·---, ----&O-·¡---= 

H•CI 2M 



96 

Cromatograma de las fracciones obtenidas en la columna Mono Q HR 5/5 que pre

sentaron actividad biológica, columna de cromatoenfoque, Mono P HR 5/20 deter 

minando la actividad enterotoxigénica por los mismos métodos. pH inicial de 

la columna 8.3; eluida con polybuffer 74 pH 5.0. 

Debido a la utilización de estas dos técnicas cromatográficas se pudo separar 

la enterotoxina de.f... difficile en 2 subunidades que la constituyen, para su 

posterior caracterización electroforética. 

Detección de Productos del Metabolismo de Cultivos Celulares. 

Frej,A. y Hedman1 P. ( 33) ( 37) reportan el análisis de los productos del me-

tabolismo de cultivos celulares, utilizando las columnas preempacadas de inter 

cambio <1niÓnico de alta r.esolución, columna Mono Q HR 5/5, y de intercambio 

catiónico de alta resolución columna Mono S HR 5/5; los productos de metabo-

lismo analizados fueron: la producción de anticuerpos monoclonales IgG 1 co~ 

tra Neisseria gonorrhoeae por cultivo de hibridomas; la producción de proteí

nas por un cultivo de E. S2.!1• y la identificación de beta galactosidasa pro~ 

ducida por fennentación. 
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Cromatogramas de los productos del metabolismo de un cultivo de E. coli, sep~ 

radas en la columna Mono Q HR 5/5 eluida con un gradiente de NaCl 0-0.6 M, 

pH 5.8. 

Fig. Comenzando la fermentación. 

Fig. 2 Tres horas de crecimiento. 

Fig. 3 Después de seis horas de crecimiento • 

.... 111'4":..1 

Análisis cromatográfico del sobrenadante de cultivo de hibridomas utilizando 

la columna Mono S HR 5/5 eluida con un gradiente de tJaCl 0-0.5 M, acetato de 

sodio 20 mM. pH 5.0. 

Fi~. Después de 16 horas de crecimiento. 

Fig. 2 Despues de 120 horas de crecimiento. 

F i ;;. 3 Después de 230 horas de crecimiento. 
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Como se puede observar el uso de la cromatografía liquida de alta resolución 

resulta ideal para el análisis de los productos de metabolismo de cultivos ce-

lulares. 

Partículas de 22 S de Oocitos de Ovario. 

Kleinschmidt, J. A. y Franke,w. ( 50} reportan la purificación de partículas 

con un coeficiente de sedimentación de 22 S de oocitos de ovario de Xenopus 

~· obtenidos por ultracentrifugación en gradientes de sacarosa. Las 

fracciones 22 S se purificaron haciéndolas pasar por una columna de Oeae-se

phacel y posteriormente por una columna preempacada de intercambio aniónico 

de alta resolución. columna Mono Q HR 5/5. Las fracciones obtenidas fueron 

analizadas por microscopia electrónica (ME) y caracterizadas por electrofore-

sis bidimensional. 

Cromatograma de partÍ!=ulas 22 S de Xenopus leavis, columna Mor.o Q HR 5/5 eluj_ 

da con un gradiente de KCl 0-0.06 M. 
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El uso de la cromatografía liquida de alta resolución permite la purificación 

de partículas 22 S presentes en células de ovario·s de Xenopus ~. por an.! 

lisis en electroforesis bidimensional se concluyó que aichas partículas están 

constituidas por doce polipéptidos y por M. E. se observó que su morfología 

es de cilindros de 10 nm de diámetro por 16 nm de altura. A pesar de tener 

una buena caracterización bioqufmica, se desconoce a la fecha la función de 

estas partículas. 

Hemoglobina Piridoxilada. 

Pri stoupi 1, T. I. y kramlova .V. (76 ) (52 ) reportan la purificación de hemoglQ 

bina copolimerizada con albúmina sérica, por medio de la acción de piridoxal 

5-Fosfato y gluraraldehido, utilizando una columna preempacada de intercam

bio aniónico de alta resolución, columna Mono O HR 5/5, 

r-- --- •. 
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Cl"'Omatogrnma de hemoglobina ¡:;iridoxilada separada en la c:>lumria !Íor.c lj úp 5/5 

eluida con un gradiente de u~cl 0-0.3 M, pH e.o. 

Las proteínas separadas fueron albúmina sérica, hemoglobina ¡;;~;.f:;n_:a.da. mo:-
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tahemoglobina y algunos otros picos que corresponden a la hemoglobina polime

rizada; además se comprobó que la cromatografía liquida de alta resolución 

muestra reproducibilidad en trabajos de rutina por lo que se aconseja el uso 

de este tipo de columnas para separar mezclas de hemoglobinas o bien mezclas 

complejas de proteínas. 

Hemoglobina Glicosilada. 

Stenman,U •. H. y Terama,K. (97) reportan la purificación rápida y cuantifica

ción de hemoglobina glicosilada humana a partir de un lisado de eritrocitos, 

utilizando una columna preempacada de intercambio catiónico de alta resolu

ción, columna Mono S HR 5/5. Las fracciones fueron identificadas espectrofo-

tométricamente por el método de Trivelli (101). 

1 ·'~ 
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Cromatograma de lisado de eritrocitos. identi+"icando Hb. Ale Hb 1~1!); %. Al~. 

"b F, Hb Ald, Hb Ao, Hb: A_2. Columna Mon.o S HR 5/5. 

los resultados obtenidos por cromatografía líquida de alta resól~¿~~n son com 

carables con la técr.ica dP. elección propuesta por Trivelli, la cual°· utiiiza 
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una matriz llamada Bio-rex para la separación, pero con la ventaja de que por 

cromatografía líquida de alta resolución los resultados se obtienen en 7 min~ 

tos contra 40 minutos que se lleva la técnica de elección. 

Id_entificación de Hemoglobinas Humanas Anormales. 

Robinet,D. y Funes,A. ( 84) reportan la identificación de hemoglobinas anorm.!!_ 

les en pacientes con hemoglobinopatía~ a partir de muestras de sangre hemoli

sadas y deslipidizadas utilizando las columnas de intercambio aniónico y cati~ 

nico de alta resolución, columna Mono Q HR 5/5 y columna Mono S HR 5/5; las 

----fracciones eluidas de ambas columnas fueron caracterizadas por electroforesis 

en acetato de celulosa utilizando hemoglobinas anormales de origen comercial 

como controles, además éstas fueron cromatografiadas por separado con el obj~ 

to de determinar su tiempo de retención. 

Cromatograma de un hemolisado proveniente de un paciente con hemoglobinopatia, 

utilizando la columna Mono S HR 5/5. 
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Se identificaron la presencia de las siguientes hemoglobinas Hb F, Hb Ale,· 

Hb Al, Hb Bd, Hb E, Hb S, Hb Cl. 

Con el advenimiento de la cromatografía liquida de alta resolución es posible 

separar las distintas variantes de hemoglobinas descritas en la literatura 

evitando t~cnicas como la electroforesis la cual sólo da resultados ~atisfac~ 

torios cuando 1 as concentraciones de hemoglobina son altas; el único _re:~~x:{;:_-.-:-
to indispensable es que las muestras que se van a aplicar a la coluriina·:éit~ri·-·--

.. ,--.. ,. 

saturadas de CO para obtener resultados reproducibles, sobre .todo -~n ~L:-~a-~·o 

de la Hb t\l. 

Trombospondina. 

Cleazardtn, P. y Clemetson,K. J. ( 15) reportan el aislami~~t_o __ de trombosp?ndi 

na de. un lisado de plaquetas humanas estimuladas con t:~ombi~a-:".-uti-lizan-do una 
. . ·:·. ' 

:col""""ª preempacada de intercambio aniónico de alta resoiución, -:::ilumna· Mono 

O HR 5/5; las fracciones e1uidas fueron identificadas por inniunoelectrofore-

sis en cohete (Laurell) y radiolnmunoensayo (R!A), caracterizadas por electr2 

foresis en SOS-Poliacrilamida. 



Fig. 1 Cromatograma de un extracto crudo de plaquetas humanas, columna Mono 

Q HR 5/5 eluida con un gradiente de NaCl 0-1.0 M, pH 6.0 (el pico 

con la flecha es la trmbospondina con actividad biológica). 

103 

F i g. 2· Separación de 1 a trombospondi na de otras proteínas contaminantes, co-

1 umna Mono Q HR 5/5 eluida con las mismas condiciones. 

Como se puede observar la cromatografía líquida de alta resolución de intercam 

bio ··aniÓnl-t:o puede -utilizarse para separar proteínas secretadas por pJaquetas 

humanas, y así l leva.r a cabo estudios posteriores para comprender mejor su fu.12 

ción evitando de esta manera la desnaturalizaG-1-0n de la muestra. Por otra Pª! 

te el proceso de separación es rápido (20 min.). Es importante señalar que 

esta proteina también se puede separar por cromatografia de afinidad emplean-

'· do Heparin-Sepharosa como soporte; sin embargo el .Pr.oceso no es tan rápido Cf?. 

mo el mencionado. 

Beta-Endorfina. 

Stenman,V. H. y Huhtala1M. L. ( 96) reportan la purificación de beta-endorfina 

en plasma de mujeres embarazadas en labor de.parto, primeramente las proteinas 

plasmáticas fueron eliminadas por un proceso de prec~pitación a pH ácido dejan 

do solubles a las beta-endorfinas presentes; el sobrenadante se pasó por una 

columna preemptlcada de intercambio catiónico de alta resolución. columna Mono 

S HR 5/5; las fracciones e1uidas fueron analizadas por radioinmunoensayo util.i 

¿ando anti-beta-endorfina acoplada a 125 ;:1 
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Cromatograma de beta-endorfina purificada de plasma humano en la columna Mono 

1, S HR 5/5 eluida con un gradiente de acetato de amonio 0.05-0.5 M conteniendo 

20% de acetonitrilo, pH S.S. 

El uso de esta metodología permite la separación de beta-endorfina en pl~sma 

de mujeres embarazadas, además de separación la técnica de intercambio iónico 

de alta resolución tiene un efecto de concentración el cu~l fue aprovechado 

oara hacer más sensible el método de análisis posterior a la cromdtografía. 

Separación de Proteínas del Plasma. 

Tomona, T. y Tokunaga,E. (100) reportan el anális de plasma humano por cromat~ 

grafía 1 Íquida de alta resolu"ción de i.ntercambio aniónico •. utilizando las co

lumnas pree:mpacadas Mono O. HR 5/5 y Polyanicn 'S. I. De::pu~~. de encontrar los 

factores ideale~ cara la separaci6n como son: composii16~ ~~1 ~olvente, pH. 
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varios picos, 1os cuales fueron caracterifuerza iónica, etc., se obtuvieron 

1 d SOS-Poliacrilamida y por inmunoelectrofor~ 
zados por electroforesis en ge e 

sis. 

(mini 
(mln) 

o.s3 
Q2S ~ 

o 
o ~ 

Fig. Cromatograma de plasma humano en la columna Mono Q HR S/S eluida con 

J un gradiente de NaCl 0-0. 5 M, pH 6. O. 

Fig. 2 Misma muestra columna Polyanion SI, mismas condiciones de elución. 

Se observó que en la columna Mono Q HR 5/5 se obtuvo mayor número de proteínas 

separadas que con la columna Polyanion SI; por lo que la hace ideal para el a

nálisis de plasma de pacientes con anormalidades como mielomas y leucemia; ad~ 

más las fracciones obtenidas conservaron su actividad biológica. 

Proteínas ~umanas Anormales. 

Hill' E. ( 41) reporta la detección de proteínas anormales presentes en suero y 

orina de pacientes con padecimientos renales, utilizando una columna de ínter-

cambio aniónico de alta resolución, columna Mono Q HR S/S, encontrando princi

palmente albúmina, beta-2-microglobulina, etc. 
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Cromatograma de una muestra de orina de un paciente con padecimiento renal y 

proteinuria, c;:iiumna Mono Q HR 5/5. 
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La ider.tificación de proteínas excretadas en orina han sido detectadas tradi-

cionalmente por técnicas electroforéticas; ahora utilizando la cromatografía 

líquida de alta resolución mezclas complejas de proteínas son separadas fácil 

mente, recomendando utilizar patrones para su id.entificación; el tiempo requ~ 

rido para la separación es mínimo en comparación con técnicas tradicionale$. 

Proteínas de Suero Humano. 

F agerstam, L. y }lah l s trom1 L. ( 28) ( 29 ) (105) reportan el análisis de protei 

nas de suero hu~ano por cromatoenfoque de alta resolución utilizando lo r.olu!!! 
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na preempacada Mono P HR 5/20; 1 os picos obtenidos· fueron caracteriza dos por 

enfoque isoelifctrico y por electroforesis en gel de poliacrilamida e identifi 

cados inmunológicamente por electro-inmunodifusión en cohete (Laurell). 

Cromatograma de suero humano en la c:olumna tfono P HR 5/5, pH inicial de la C.Q 

lumna 6.3 eluida con polybuffer 74 pH 4.0; se identificaron las proteínas al

fa-1 antitripsina y globulina Ge. 

El uso de cromatoenfoque permitió separar las proteínas de suero humano en un 

intervalo de pY de 4,3-3.8 realizado en menos de 60 minutos. ·Esta técnica 

tiene las mismas ventajas que el enfoque isoeléctrico, pero además puede ser 

utilizada con fines preparativos. 

r,n5lisis ~e Prot:P.inas del Liquido Cefalorraquídeo. 

Kjellln, K. G. y Ha11ander,L. B. ( 49) reportan el análisis de las proteínas 

que componen el liquido cefalorraquídeo, utilizando cromatoenfoque de alta rg 

solución. ~olumna preempacada Mono P HR 5/20, las fracciones el<Jidas fueron 



caracterizadas por inmunoelectroforesis e inmunonefelometría. 

o ... P,H 

7 

5 

Cromatograma de L.C.R. columna Mono P HR 5/20, pH inicial de la columna 7.4 

; e luida' con polybuffer 74, pH 4.0. 

lCB 

El uso del cromatoenfoque en cromatografía liquida de alta resolución permite 

el análisis de las proteínas de líquido cefalorraquideo por puntos isoeléctri 

cos, lo que puede ser utilizado para detectar proteínas anormales en L.C.R.; 

por otra parte la separación se obtiene en fcrma rápida y las fracciones elui 

das pueden ser analizadas por otros métodos como 1os inmunoelectroforéticos. 

Proteínas en Orina. 

Lindblom H. y Turner R. ( 57) ( 56) reportan ei análisis de orina humana de 

pacientes con problemas renales utilizando una columna preempacada de ínter-

cambio aniónico de alta resolución, columna Mono O HR 5/5 y una columna preaQ 

;>acada de cromatoenfcque de alta resolución,· columna Mono P HR 5/20; a los Pi 

cos eluidos de a.~bas columnas se les identificó por inmunoelectroforesis y se 
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caracterizaron .por electroforesis en gel de poliacrilamida. 

pH • J1·2-microglobuhn 

7.0· 

6.0 

5.0 

_, 
!.~-. "": 'l~· ·••;'11 

4.0 

25 so 
EJulion volumer-

Fig. Cromatograma de orina de :pacientes con deficiencia renal ident.ifi.can-

do: 

1. Beta-'2-microglobulina. 2. Cadenas L de IgG, 3. Transferrina, 4. Al 

fa microglobuli.na, Alfa anti-tripsina y glicoproteína ácida,· 5. Albú

:;;ina columna Mono Q HR 5/5 eluida con un gradiente de NaCl 0-0.35 M, 

¡;H 9.5. 

Fig. 2 l-!isrna ·muestra separando Beta-2-microb 1obu1 i na, ca lumna Mono ·p ·HR. :5/ZO, 

;:>!i inicial de la cólumna 7. l e1uída con polybuffer .74, pH 

. • • 1 • 

El uso de estas dos técnicas cromatográficas resultall.:cornpléme~t'ar:ias para:el 
.:··:·· · .. -,'·"',,;·. ,_ 

análisis de prcteinurias en pacientes coc. defi~·íe'1ci{re·n~1i·por·otra parte. 

resulta muy !it il Que antes de 1 levar a cabo los corri~ient~s:; cromatográficos • 
. · .:-:-.::: .. < · .. ··''-. ._'.: .•, 

se efectúe Jl'la curva de titulación e1e::tro~orética, ·con el.fin de facilitar 
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la elección del pH al cual se lleva a cabo el intercambio iónico. 

Venenos de Insectos de Origen Proteico. 

Einarsson} R. y Renck1 B. ( 23) ( 24) reportan la separación de las prott>Ínas 

presentes en venenos de insectos como abejas y véspidos utilizando una colum

na preempacada de intercambio catiónico; columna Mono S HR 5/5: previamente 

las condiciones de e lución se establecieron llevando a cabo una curva· de tit_!! 

lación electroforética de la muestra: a las fracciones obtenid.as se les .prob6 

las siguientes actividades: 

: '" 

1. Actividad de fosfatasa ácida· por hidrólisis. de·_un sÚstr.atc>. c~Ómogén.ico. 
~-\} ·:~ ·~- ·' 

"·:::: ¡ ' : ' .• '. ·: ·::~ ;;;,~·~ -~'; : .:· .- • ;~~ : .. j~~-::: { 

2. Actividad de fosfolipasa medid~/por. Hitu~iéín/e.~,~·~~.r~s~}ü\ii'fz¿~do 
sustratos lecitina y lisoleci't,1~~~. ~:, ..... ., • ;.,· :.':/'', 

C01110 

. ·: ·.-.· .. ·:.· .· .. '. ":: ":,; 

3. Actividad de hialuronidasa Ji;iiia~do ácido hial~rónico como i~strilto. 

4. Actividad proteol ítica demostrada por difusión radial,. en ag-~rcís~ contenie!.1. 

do albúmina como sustrato. 

_. 
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T Ja FOSFOLIPASA A 
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Cromatograma de veneno de insectos; columna Mono S HR 5/5 eluida con un gra-

diente de NaCl 50 mM-350-mM, pH 8.4. 
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La cromatograffa lfquida de alta resolución es una herramienta Gtil en la ca

racterización de los componentes en ponzoña~ y venenos de insectos, y tomando 

en cuenta que el tiempo de corrida es muy corto. Este método es ampliamente 
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utilizado para el control de calidad en la preparación de alergenos con fines 

terapéuticos. 

Veneno de~ carinatus. 

Dyr, J. E. y Vodrazka, z. (22 ) reportan la separación de las protefoas presen

tes en el veneno de la serpiente~ carinatus, utilizando una columna pre

empacada de intercambio aniónico de alta resolución, columna Mono Q HR 5/5, a 

las fracciones eluidas se les detectó las actividades de: 

1. Acción coagulante. 

2. Hidrólisis de un sustrato cromogénico que se utiliza para la prueba de tro~ 

bina (TS-TOS-GLY-PRO-ARG-pNa-HCl). 

3. Actividad fibrinol1tica determinada por el aumento del tiempo de coagula-

ción de una muestra control. 
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Cromatograma del veneno de ~ carinatus identificando las proteínas que lo 

componen, columna Mono Q HR 5/5 eluida con un gradiente de NaCl 0-0.35 M, 

pH B.O. 

Con ~1 uso de la cromatografía líquida de alta resolución de intercambio aniQ 

nico se pudo no solamente fraccionar en sus diversos componentes el veneno de 

Echis carinatus, sino que también se comprobó que algunas fracciones tienen 

actividad·procoagulante (ecarina); y otras tienen actividad fibririolítica. 

Además las fracciones separadas pueden ser caracterizadas por otros métodos 

como .la electroforesis en SDS-Poliacrilamida. 

Compuestos Antibacterianos no específicos en leche. 

Ekstrancf. B. y Bjorrck, L. ( 25 ) reportan la separación de diferentes factores 

antibacterianos no específicos como lactoferrina, lactoperoxidasa, lisosima, 

utilizando una cromatografía previa con CM-cellulosa y posteriormente cromat~ 

grafía liquida de alta resolución en una columna preempacada de intercambio 

catiónico, columna Mono S HR 5/5, las fracciones eluidas se les midió su acti 

vidad de lactoperoxidasa utilizando un sustrato cromogénico (2.2-Az1no-Ol-J

etil-benzatiazolin sulfonato) (ABTS), y se les hizo un análisis de aminoáci

dos. 

l 
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Cromatogramas de proteínas antibacterianas presentes en leche, columna Mono S 

HR 5/5 eluida con un gradiente de NaCl 0-1.0 M, pH 7.0 en 0.01 M de imidazol.' 

Fig. 1) Lactoperoxidasa, 2) Lactoferrina, 3) Lisosima Humana, 4) Lactoferrina 

h<imana. Además se aplicaron a la columna muestras de lactoferrina bovina, li-

sosima humana, y lactoferrina humana purificadas y de origen comercial con el 

objeto de determinar los tiempos de retención de la columna. 

El uso de la cromatografia líquida de alta resolución da como resultado el te-

n~.r- un método rápido, cuantitativo o cualitativo para el análisis de proteínas 
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antibacterianas presentes en la leche, además permite el estudio de la varia

ción de estos componentes durante los distintos períodos de secreción de le

che. 



!V. CONCLUS.IONES 

De acuerdo a la revisión bibliográfica realizada se. puede concluir que; 

1. La cromatografív. líquida ele '1ltn resolución FPLC permite separar grandes 

biomoléculas sin afectar su estructura ni su función biológicá. 

2. Este método ofrece una gran versati.lidad en la separa.ción ya que podemos 

realizar técnicas cromatográficns como filtración:molecular. intercanbio 

iónico, cromntoenfoque y fase· reversa, bassndose en gran medida en la 

naturaleza intrinoeca de cada soporte, as! como tl.:L,bién dnl grupo funcio:ial 

con el cual estos hayan sido sustituidos, por ejemplo aminaD cuaternerieo, 

grupos sulfonatos, polisminas, etc. 
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3. La separación de biomoléculas por esta metodo~og!a está duda exclusivnmente 

por las matrices utilizadas y de éstas depende una buena recoluciór. e~ 

la separación. 

4. La cromatografía líquida de alta resolución FPLC ."lprovecha las ctJ.ract"er:!~cic.::.s 

f
0

isicoquíoicas de las moléculas tales como pH, punto isoeléct:riC:o, d.í!ns~dad. 

de carga, solubilidad, etc. para poder separarlas. 

5. La cromatografía líquida· de alta resolución FPLC es sin ciuda·):u:.a ii.Úernat.iva 

para la separación de biornoléculas de origen proteico - t·O.leo, c·~'m-~{~ -~~"i:i..~Bs«. 

=actores de crecimiento, hormonas, anticuerpos, . pr.o.C.P.:!ria.n- vir'á_le·~,:~>:::~' 

.. · 
separación tales corno ultracentrifugación pre~1pita~~~i:'~f:~.~~¡;ti.va pó,r. 

:.:=>::ice~tración de sales• precipitaciórl. con S~lvent:~·s>_O_r~~~·l.ié·~,s ' .. ·P~r~ >'~.t_P.~er 



mejores resultadoo y por otra parte pueden .complementarse con técnicas 

analíticas como la electroforesis, secuenciaciónde aminoácidos o bien 

secuenciación de ácidos nucleicos. 
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7. Por último se concluye que los resultados que se encuentran en esta 

revisión bibliográfica pueden servir como una guía para todos aquellos 

laboratorios de investigación y laboratorios clínicos interesados en separar 

una biomolécula dada debido a que se plantean diversas alternativas y 

se hace referencia. a la cita bibliográfica original para que ésta pueda 

ser consultada oportunamente. ayudando de esta manera a tener más clara 

la estrategia de purificación por parte del investigador. 
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