Introduccion

= CROMATOGRAFIA: Separacién de los componentes de una mezcla disuelta en una “fase mévil” y al
ser desplazados por ésta a través de una “fase estacionaria”

Fase estacionaria - lecho cromatografico
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= Tipos de cromatografia
= Segun el estado fisico del eluyente

= Cromatografia de gases
= Cromatografia de liquidos
= Segun el estado fisico del lecho
= Liquido - Liquido
= Sélido - Liquido
= Segun las caracteristicas del lecho cromatografico
= Abierto: en papel, en capa fina
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= Segun la presion del eluyente
= Baja presion
= Alta presiéon
= Segun la composicion del eluyente
= Isocrética
= De gradiente
= Segun la polaridad de la fase estacionaria
= Fase normal
= Fasereversa
= Segun el mecanismo de retencion
De reparto
De filtracion en gel o de exclusion molecular
De adsorcion
De intercambio i6nico
De afinidad

tueduy

Mecanismos de Retencion

= Cromatografia de reparto
= Lecho liquido polar
= Eluyente liquido apolar (hidrofébico)
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= Cromatografia de exclusidn molecular (filtracién en gel)
= Retencidn dependiendo de la relacion tamafio molecularporosidad del gel
= Parametros importantes:
= Volumen de exclusién, Vp
= Volumen total de eluyente, V;
= Volumen de elucion, V,
= Coeficiente de repart| . _¥. Vs
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Gel Tipo de polimero Tamafio de poro
Sephadex G-25 Dextrano 2,500
Biogel P60 Poliacrilamida 30.000
Sepharose 6B Agarosa 2.000.000

= Cromatografia de adsorcién

= Interacciones reversibles especificas entre soluto y fase estacionaria
= Materiales adsorbentes: 6xidos de aluminio, silicatos, carbén activo, polisacaridos...
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= Cromatografia de intercambio iénico

= Interaccién de moléculas ionizadas con una matriz cargada
= Gel cargado negativamente = intercambio catiénico
= Gel cargado positivamente = intercambio aniénico
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= Cromatografia de afinidad
= Interaccidn especifica y reversible con ligandos inmovilizados en la fase estacionaria

= Purificacién de enzimas y anticuerpos

= Cromatografia en papel y en capa fina
= Cromatografia de reparto
= Coeficientes de reparto “a” y de retencidén “Rf’ caracteristicos para cada soluto en unas

condiciones dadas
= Deteccioén: precisa reacciones especificas de tincidon (ninhidrina en aminoacidos, etc)
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= Cromatografia liquida de baja presiéon
= Elucién por gravedad o por bomba peristaltica
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Métodos cromatograficos

= Cromatografia liquida de alta presiéon (HPLC)
= Elucién por alta presion (hasta 500 atmosferas)

= Altaresolucidn, rapidez y reproducibilidad
= Purificacién de moléculas biolégicas de gran variedad de propiedades y tamafios
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