Cromatografia en Lecho Fijo

Purificacion de Proteinas

Tipode
Cromatogr afia

Propiedad Fisicoquimica o
Bioguimica

Caracteristicas

NO ADSORCION

Filtracion por Geles (GF)
0 Exclusion por Tamafio

Peso Molecular

Resolucién: Moderada
Capacidad: Baja
Velocidad: Baja

ADSORCION

Afinidad (AC)

Afinidad Biol6gica

Resolucién: Excelente
Capacidad: Alta
Velocidad: Alta

Intercambio | énico (EC)
(Ani6nico Catiénico)

Cargaadiferentes pH

Resolucién: Alta
Capacidad: Alta
Velocidad: Alta

Cromatofocusing

Punto | soeléctrico

Resolucién: Muy Alta
Capacidad: Muy Alta
Velocidad: Alta

Interaccién Hidrofébica
(HIC)

Hidrofobicidad Superficial

Resolucién: Alta
Capacidad: Alta
Velocidad: Alta

Fase Reversa (RPC)

I nter acciones hidrof 6bicase
hidrofilicas

Resolucion: Excelente
Capacidad: I ntermedia
Velocidad : Alta




CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO 1ONICO
(1EC)

CROMATOFOCUSING

CARGA

Cromatografia de Intercambio idnico

Teoria
Se basa en la interaccién electrostatica entre los grupos cargados

del soluto y los grupos cargados del adsorbente.
En el caso de una proteina globular tipica, ésta tiene alrededor de un

55% de residuos cargados en la superficie.
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Etapas

1. La proteina que contiene en mayor porcentaje
cargas negativas, se ve rodeada por iones
positivos. Esta proteina interaccionara con
una matriz que posea cargas positivas.

2. Se producen interacciones electroestaticas
entre la proteina y la matriz, por lo cual se
desplazan los iones positivos y negativos que
se encontraban interaccionando tanto con la
proteina como con la matriz.

3. Una vez que la proteina es adsorbida en la
matriz se lava la columna con un buffer que
permita eliminar los contaminantes que no
estan adsorbido.

4. Posteriormente se eluyen la proteinas
adsorbida en forma  diferencial
mediante cambios(Gradiente o en forma
isocratica):

- De fuerza ionica
- pH de la solucion eluyente

5. Finalmente se reacondiciona la matriz
para iniciar un nuevo ciclo. Dependiendo
del material se pueden realizar hasta
100 ciclos.




Tipos de Cromatogr afia de I nter cambio 1 6nico

Caracteristicas de las proteinas

A pH é&cidos, las proteinas se encuentran cargadas positivamente,
debido a la protonacién de los residuos amino;

A pH Dbésicos, las proteinas se encuentran  cargadas

negativamente, debido a la disociacion de los grupos carboxilo de
los aminoacidos que las componen.

Basando en esta caracteristica la cromatografia de intercambio
iénico puede ser de dos tipos:

e Intercambio Anib6nico
e (pH> pl, proteina cargada en forma negativa)

e Intercambio Cati6nico
e (pHc< pl, proteina cargada en forma positiva)

Intercambio Anidnico

Resinas Catidnicas
C2H5
-DEAE (débil) -O-CH,CH,N*-H
C2H5

Amina Cuaternarias  -CH,-N*(CH,)
Q (fuertes)

Intercambio Cationico

Resinas Anidnicas

Carboximetil -O—CHZCOO(')
(CM) débil
Sulfometil ‘CHz‘Sos(')

S (fuerte)




Ventajas

Con una misma columna se puede utilizar a diferentes
pH y obtener diversos perfiles de elucion

Desventajas

Las muestras deben estar desalinizadas antes de ser
aplicadas a este tipo de cromatografia.

Curvas de Titulacion (carga Neta Versus pH)

Diagrama de curvas de titulacion y su aplicacion en la
seleccion de estrategias de purificacion

Carga Heta




Curvas de Titulacion (carga Neta Versus pH)

Intercambio Cationico a pH 3.5

Canga Neta

Tempo

Perfiles de elucion de la mezcla de proteinas
bajo condiciones de una cromatografia de

intercambio cationico a pH 3.5.
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Perfiles de elucién de la mezcla de proteinas bajo
condiciones de una cromatografia de intercambio aniénico
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Reglas

e Las proteinas quedaran retenidas lo si tienen carga
opuesta a la matriz.

e Si se tienen proteinas retenidas, su tiempo de

rotancidn
LIAYA 5\ %3 TUT

e Existen correlaciones que permiten predecir los
tiempos de retencién en funcion de la densidad de
carga de las proteinas.

Formas de elucién

El objetivo es disminuir la interaccion entre las proteinas
cargadas y el adsorbente, para ello se pueden utilizar:

Cambio pH en un gradiente decreciente.

Al variar el pH de la fase mavil varia la carga superficial de
la proteina, siguiendo su curva de titulacion. Esta variacion
puede llegar a neutralizar la carga de la proteina retenida, lo
que produce la desorcion de la proteina. Esta metodologia
debe ser llevada a cabo cuidadosamente debido a que se
puede producir desnaturalizacion de las proteinas.

Cambios de pH se llevan a cabo mediante cambios graduales,
por medio de la mezcla de 2 buffer a diferente pH.




Formas de elucién

Cambio de fuerza i6nica con Gradiente creciente.

En este caso se produce una competencia entre las zonas
cargadas de la proteina, que se encuentran unidas a la
matriz, y los iones libres que se adicionan en la fase movil.
Cuando la concentracion de los iones libres es baja, la

proteina confinua unida a Ia columna, pero a medida que
aumenta su concentracion se inicia la desorciéon de las
proteinas, neutralizandose las interacciones entre la carga
de la proteina y la matriz.

Las formas de elucién pueden ser:
Isocratico
Gradiente Lineal
Gradiente escalonado

En el ejemplo se ven diferentes modos para la misma matriz.
Generalmente el gradiente se realiza adicionando una sal

- Concentralion . 7.

como NacCl, donde Na+ o Cl-, son los iones que interactuian
con la matriz.
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CROMATOFOCUSING

CROMATOFOCUSING

Este tipo de cromatografia es una extension de las
operaciones de Isoelectroenfoque a cromatografia, es decir:

1.- En una columna cromatografica se genera un
gradiente de pH, mediante “polybuffers”y,

2.- Debido a que la proteina presenta diferente carga a
diferentes pH, ésta dejara de migrar (dentro de la columna)
en la zona en la cual el pH es igual a supl.




Condiciones de operacion
Las matrices son de cromatografia de intercambio
anionicas.

Inicialmente la columna se ambienta a pH alto (pH 9), por
lo cual casi todas las proteinas quedan retenidas.

Posteriormente, se adiciona un polybuffer (ajustado a un
pH bajo, pH 6.0) que alteran las condiciones de la fase
movil, se genera un gradiente pH en la matriz y las
proteinas  eluiran en orden a su pl

Con esto se obtiene:
- Alta resolucion, se pueden separar proteinas de 0.1

unidades de pH.
- Muestras muy concentradas.
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Desventajas

Para aplicar Cromatofocusing a escala industrial, la principal
desventaja resulta ser la presencia de los “polybuffers”, los

cuales :

- Son muy caros

- No se pueden utilizar en productos de uso humano.

Comparacion entre Intercambio idnico con elucién por pH y

Cromatofocusing
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CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD
(AC)

Cromatografia de Afinidad

Se basa en una afinidad especifica que presenta la proteina
por
algun compuesto.

Es la técnica cromatografica mas poderosa y especifica.

Permite altos niveles de Concentracion y PuriTicacion.

Ligante

Proieina

/ : Especifica

] |
Mas Proteinas

. NO especificas

.I :
=

d BV

Spasrs
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Principales tipos de ligantes utilizados en
Cromatografia de Afinidad

Ligante Caracter isticas de |as Proteinas Tipos de Proteinas que se purifican
Quelatos Metélicos La proteina presenta afinidad por iones Proteinas con Residuos Superficiales de:
Inmovilizados (IMAC) metalicos. Los principales iones son: Histidina
«Cu*? -Cigteina
-Zn*? -Triptofano
Colorantes Las proteinas presentan afinidad a Proteinas del tipo:
compuestos de estructurasimilar aNAD*, | -Quitinasas
NADP". Los siguientes colorantes -Deshidrogenasas
presentan dicha similitud: -Fosfatasas
- Cibracron Blue™
- Procion Red™
Lecitinas Las proteinas deben presentar tendenciaa | Proteinas del tipo:
interactan con az(cares «Glicoproteinas
-Polisacéridos
+Proteina de Membrana
Inhibidores Las proteinas presentan afinidad especial
Sustratos aeste tipo de compuestos
Proteina A Proteinas con regiones especificas que -Anticuerpos
Proteina G interactian con inmunoglobulinas

Elementos Fundamentales en una Cromatografia de Afinidad

Soporte:
No debe reaccionar con la proteina
Debe ser resistente a la degradacién

quimica y microbiana = Jhwm

Debe poseer poros amplios

Ligante
Debe ser lo suficientemente especifico
Debe generar uniones estables
Debe atraparse en la matriz

Spacers
Debe mantener al ligante en la superficie
Posee, generalmente, grupos metileno
Son hidrofilicos

i
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Activadores

Compuestos quimicos que se adicionan

Cada ligante tiene asociado un activador y método de
activacién determinado
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Modo de Operacion

1. Se tiene solo el soporte.

2. Se adicionan los “spacers” que se localiza en la superficie
dela matriz.

3. Se adiciona el ligante especifico.

4. Se activan los ligantes mediante “activadores”, agentes
quimicos

5. Seinyecta la muestray se adsorben aquellos componentes

que presentan afinidad con el Tigante.

6. Se modifican las condiciones para permitir la desorcion del
producto de interés. Sélo por medio de estudios empiricos
se puede determinar las condiciones de elucion. Ejemplo
e Cambios de pH
» Cambios de fuerza lonica
e Adicion de detergentes, agentes como EDTA, Imidazole
e Solo hay que tener cuidado con las posibles

desactivaciones.

Tipos de Interacciones

1.- IMAC (Cromatografia de Afinidad por Metales Inmovilizados,

CH,COoQ, |DA: Acido Imidoacético
* - INTA: Acido Triacético
CH,CHCH,-N uz* (Zn*9)-Proteina
CcH,c001’
L 1

| DA: Agente Quelante
de los iones metdlicos

2-. Dimeros
O Dimero
@)
O Ligante




Tipos de Interacciones

3.- Diferentes Zonas de Afinidad )

‘ Proteina

an  Ligante

£
A

Ejemplos

Original 32 33 34 M 35 36 37 38

Gelesde SDS-PAGE, con tincién de Coomassie- Lafraccion “Original” muestrael estadoinicial dela
muestra antes deinyectar alacolumnalMAC. Se muestran | as fracciones col ectadas que presentaban
actividad de b-1,3-glucanasa (Fracciones 32-38)
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Ejemplo

Se presenta la siguiente mezcla de proteinas

Proteina Peso Molecular (Da) Punto Isoelédrico Hidrofobicidad
Tripsina 34.000 80 Media
Pepsina 35.500 2.7530 Media
Gelatinas 100.000 48-485 Baja
Insulina 40.900 5.305.35 Media

Con la informacién que cuenta:
Prediga (dibujando) los perfiles de elucién bajo las siguientes
operaciones cromatograficas
Intercambio Anidnico a pH 6.0
Intercambio Cati6nico a pH 6.0
Interaccion hidrofolica
Filtracién por geles

b) Plantee 2 procesos 6ptimos para purificar insulina de la
mezcla antes sefialada

(Indique tipo de columnay el pH de trabajo en el caso de ser
necesario).

Indique en cada paso que contaminante(s) se estaria

elimnando. Considere:
i) el siguiente ranking de eficiencias
Afinidad> Intercambio 16nico, HIC >Filtracion por gel

i) Adicionalmente considerando que cuenta con las siguientes
matrices
Q-sefarosa
SP-sefarosa
Fenil-sefarosa
Sephadex G-100
Proteina M (Especifica para Insulina)
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Respuesta

Intercambio Anidénico a pH 6.0

La tripsina tiene un pl de 8.0 por lo cual se encuentra
cargado positivamente a pH 6.0 y no seréd retenido en la
matriz. El resto de las proteinas si lo seran en diferente
intensidad dependiendo de su pl. Aquella que tiene menor
pl deberéa quedar retenida por mayor tiempo. Los perfiles
resultantes serian del tipo:

Lf : Tripsina Gelatina Peptina
Insulina )
0,8 N\
0,6 1 i (I
0,4 1 P
0,2 i
0 s . . .
0 200 400 600 800

Respuesta

Intercambio Cationico a pH 6.0
En este caso a pH 6.0 sdlo la Tripsina tiene carga positiva,
por lo cual sélo ella quedara retenida en la matriz
cationica no asi las otras proteinas que pasaran sin ser
retenidas. Seria un método adecuado para purificar
Tripsina. Los perfiles serian:

1,2 1 Insulina

1 Gelatina
081 Peptina ‘,.\ Tripsina
0,6 1 [

0,4 1
0,2 1

0 200 400 600 800




Respuesta

Interaccién Hidrofdbica

Dado que la gelatina presenta una baja hidrofobicidad no
quedaré retenida por mucho tiempo, mientras que las
otras lo haran medianamente. Razon por la cual es una
opcién adecuada para purificar gelatinas. Los perfiles
serian:

1,2 4 Gelatina

14 Tripsina

Peptina

0.8 1 \ Insulina
0,6 1
0,4 1
0,2 1

0 T T T T

0 200 400 600 800

Respuesta

Filtracion por Geles
La gelatina es la que tiene mayor peso molecular luego es
la primera en eluir, tripsina y peptina no tienen caso
diferencia en peso molecular motivo por el cual eluyen
juntas. Los perfiles serian:

1,2 1 Insul Tripsina
1 nsulina Peptina

Gelatina
0,8 1 ;

: I\
0,6 1 i [
0,4 1 iy [
0‘2 - "..I /l \ T T
600 800

0 T T
0 200 400
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Respuesta

Procesos ¢ptimos
Las alternativas son muy variadas. Una puede ser:
1 Etapa: Cromatografia de Intercambio cationico pH 5.0 (SP-

sefarosa). Sélo quedan retenidas Tripsina e Insulina,
peptina y gelatinas pasan de largo.

2 Etapa Cromatografia de Intercambio anionico pH 6.0 (Q-
sefarosa) Sélo queda retenida Insulina.

Cromatografia Liquida de Alto Desempefio

Cromatografia Liquida de Alta Presion

(HPLC)
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HPLC son la abreviaciéon de “High Perfomance Liguid
Chromatoaraphy” o “High Pressure Liquid Chromatoaraphy”.

Antecedentes

HPLC surgié debido a las limitaciones que presentaban las
cromatografias tradiciones, principalmente, debido a
Fendmenos Difusivos.

Como solucion a estos problemas se establecieron procesos

mas rapidos que mejoraban la resolucion.

Se debia trabajar con Flujos més rapidos, esto involucraba
particulas de adsorbente méas pequefias.

Las particulas méas pequefias provocaban altas presiones

Fue necesario disefiar:

* Bombas

* Matrices que soportan altas presiones
(2000 psia)

. Resinas mas rigidas

. Tamanos de poros pequenos

Surge el High Pressure Liquid Chromatography
(HPLC clasico).

Inicialmente sélo se aplicé a Cromatografia de Fase
Reversa, utilizando solventes orgéanicos.
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Posteriormente se crean nuevas resinas:
Con alta resistencia (alta presion)

Poros suficientes para permitir el paso y adsorcion
de grandes moléculas como las proteinas

Existen columnas HPLC para:
e Intercambio Iénico
e Interaccion Hidrofdbica
» Filtracion por Geles

Pero es esencialmente analitica.
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