
METODI	CROMATOGRAFICI

metodi	chimico-+isici	di	separazione	di	miscele
numerosissime	applicazioni	in	campo	alimentare,	biologico,	

ambientale,	farmacologico	e	clinico	

Utilizzando	un	sistema	di	rivelazione:	

Può	essere	fatta	l’analisi	qualitativa	(individuando	le	sostanze)

Oppure	l’analisi	quantitativa	(valutando	la	concentrazione	sulla	base	
di	una	retta	di	calibrazione)	

Dal	greco	chroma :	colore,	graphein :	scrivere
1903	Mikhail	Tswett (pigmenti	vegetali	su	colonna	di	
carbonato	di	calcio)	



Tutti	i	sistemi	cromatogra.ici	consistono	in:

FASE		STAZIONARIA	immobilizzata

FASE	MOBILE	liquida	(LC)	o	gassosa	(GC)

Le	molecole	da	separare	devono	avere	
COEFFICIENTI	di	DISTRIBUZIONE		o	di	partizione	DIVERSI	nelle	

due	fasi

diversa	afBinità di	ogni	sostanza	per	due	fasi		

NON	MISCIBILI	tra	loro



Si	instaurano	interazioni	eterogenee:

Legami	a	idrogeno
Interazioni	dipolo-dipolo
Interazioni	dipolo-dipolo	indotto
Legami	di	Van	der Waals
Formazione	di	composti	di	coordinazione
Meccanismi	di	scambio	ionico
Interazioni	steriche

Ruolo	fondamentale	è	giocato	molto	spesso	dalla	POLARITA’

Quali principi chimico-fisici sono alla base della separazione?



Le	TECNICHE	CROMATOGRAFICHE	possono	essere	classi9icate:

In	base	alla	forma	del	letto	cromatogra9ico	
Cromatogra9ia	planare	(su	carta,	la	fase	stazionaria	aderisce	sulle	
2ibre	di	cellulosa,	su	strato	sottile	(TLC) la	fase	stazionaria	ricopre	
piastre	di	vetro,	plastica	e	metallo)	
Cromatogra9ia	su	colonna	(impaccata,	open-tubular)	

In	base	allo	stato	9isico	della	fase	mobile	
Cromatogra2ia	Liquida	(LC)	
Gascromatogra2ia	(GC)
Cromatogra2ia	2luida	supercritica	(SFC)	

In	base	al	meccanismo	di	separazione	
Adsorbimento	
Ripartizione	
Scambio	ionico	
Esclusione	
Af2inità



Quale tecnica cromatografica? Criteri di 
scelta



• riveste	un	ruolo	di	primo	piano	nel	campo	dell’analisi	qualitativa	
organica	per	l’identificazione	dei	composti

• è	una	tecnica	utilissima	nel	campo	della	ricerca,	nella	
separazione	di	isomeri	difficilmente	separabili

• È	una	tecnica	utile	per	seguire	l’andamento	di	una	reazione	
chimica	di	sintesi

• E’	possibile	utilizzarla	sia	come	analisi	qualitativa	(paragonando	
con	opportuni	std)	sia	quantitativa	(valutando	l’intensità	delle	
macchie)

Cromatografia su carta e cromatografia su strato so.le (TLC)



1)	CROMATOGRAFIA	PLANARE:	su	carta	o	su	strato	sottile	(TLC)

Gel	si	silice	

Allumina	(neutra,	basica	e	acida)	Al2O3
Kieselguhr : polevere di	diatomee
poliammidi	(polveri):	tipo	nylon	66	
silicato	di	magnesio	(3lorisil)	
fosfato	di	calcio,	solfato	di	calcio	ecc.	

…liquida	(ripartizione)
acqua
liquidi	lipoLili	supportati	su	cellulosa,	kieselguhr:	paraf3ine	>	C12	,	oli	minerali,	oli	al	
silicone	

La	fase	stazionaria	in	TLC:

solidi a(vi (adsorbimento), liquidi a(vi supporta6 su par6celle solide iner6 
(ripar6zione), cellulose modificate scambiatrici di ioni (scambio ionico) 
stra'fica' a spessori so.li su superfici piane (lastrine di vetro, fogli di alluminio, 
fibre di vetro, fogli o lastre di resine) che ne cos6tuiscono il supporto meccanico 

….solida	(adsorbimento)



Fase	mobile

in	genere	solventi	organici a	diversa	polarità

̀	n-esano,	eptano,	cicloesano,	CCl4,	benzene,	CHCl3,	etere	dietilico,	acetato	di	
etile,	piridina,	acetone,	metanolo,	acqua.	
Tali	solventi	possono	essere	usati	puri	o	in	miscela	tra	loro,	a	diverse	
proporzioni	

Camere	di	sviluppo:	
Permettono	la	separazione	a	sviluppo	

Ascendente
Orizzontale

Rivelazione	
fasi	stazionarie	addizionate	di	indicatori	di	Bluorescenza	sensibili	alle	
radiazioni	UV	comprese	in	un	certo	intervallo	di	lunghezze	d’onda,	
vengono	irradiate	con	lampade	che	emettono	in	una	banda	intorno	a	254	
nm	e	366	nm. 

rivelazione	chimica:	universale	o	speci9ica



Con le comuni fasi stazionarie solide gli 
idrocarburi non sono 
affa5o adsorbi6 e sono i primi ad essere elui6, 
l’affinità per tali 6pi di fasi stazionarie decresce 
nel seguente ordine: 

acidi, alcoli, ammine, 6oli, aldeidi, chetoni, 
esteri, eteri, alcheni, alcani; 
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FASE MOBILE
La polarità è fondamentale
per la scelta dell’eluente è
da essa che dipende l’entità
del trascinamento delle
sostanze lungo la lastrina in
una TLC
Potere eluente: capacità
relativa dei vari solventi di
far muovere una sostanza
su una fase stazionaria
Serie eluotropa: Il potere
eluente dei più comuni
solventi organici, puri ed in
miscele, ordinato secondo
polarità crescente

Miscele o solventi puri composizione

Benzene 
Benzene/cloroformio 1+1 
Cloroformio 
Cicloesano/acetato d’etile 8+2 
Cloroformio/acetone 95+5 
Benzene/acetone 9+1 
Benzene/acetato d’etile 8+2 
Cloroformio/dietiletere 9+1 
Benzene/metanolo 95+5 
Benzene/dietiletere 6+4 
Cicloesano/acetato di etile 1+1 
Cloroformio/dietiletere 8+2 
Benzene/acetone 8+2 
Cloroformio/metanolo 99+1 
Benzene/metanolo 9+1 
Cloroformio/acetone 85+15 
Benzene/dietiletere 4+6 
Benzene/acetato di etile 1+1 
Cloroformio/dietiletere 6+4 
Cicloesano/acetato d’etile 2+8 
Acetato di butile 
Cloroformio/metanolo 95+5 
Cloroformio/acetone 7+3 
Benzene/acetato di etile 3+7 
Acetato di butile/metanolo 99+1 

-
P

olarità       +

serie eluotropa su gel di silice.

Cromatografia TLC e 
Ripartizione

Quando la fase mobile sale lungo la silice, i composti in essa disciolti sono

in grado di interagire con i gruppi polari della silice. Le interazioni in gioco

sono principalmente dipolo-dipolo e formazione di legami ad idrogeno e

dunque quanti più polari sono i composti, tanto più verranno trattenuti dalla

fase stazionaria.

Fase Mobile
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polarità





CAM: Cerio-ammonio molibdato, generico
PMA: acido fosfomolibdico, generico
DNP: 2,4 dinitrofenilidrazina, aldeidi e chetoni
Vanilina: generico
KMnO4: Permanganato di potassio, olefine o gruppi ossidabili
Anisaldeide: generico, specialmente nucleofili
I2: iodio, composE organici aromaEci e insaturi 



hshA

Cromatografia su carta e cromatografia su strato so.le

B

A

hB

hs = distanza 
percorsa 
dall’eluente 

hA,B = distanza 
percorsa dai 
componen6 A e B

Rf = fa8ore di ritenzione = hA,B/ hS

Per un dato sistema 
cromatografico, il fa:ore di 
ritenzione di una sostanza è 
una costante cara:eris=ca 
della stessa in condizioni 
sperimentali riproducibili!!!



Il fattore di ritenzione dipende da:
• natura chimica e attività della fase stazionaria;
• struttura dei pori presenti nei granuli della fase stazionaria;
• spessore dello strato;
• temperatura e grado di saturazione dell'ambiente;
• composizione della fase mobile.

Per un dato sistema cromatografico, il fattore di ritenzione di
una sostanza è una costante caratteristica della stessa in
condizioni sperimentali riproducibili!!!
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- I valori di Rf possono essere usati per identificare una sostanza per
confronto con degli standard;

- Il valore di Rf non è una costante fisica ed il confronto DEVE ESSERE
FATTO SOLO tra macchie presenti sulla stessa lastrina e sviluppate
nello stesso modo e contemporaneamente;

- Due sostanze che hanno lo stesso valore di Rf, nelle medesime
condizioni cromatografiche, potrebbero essere identiche; invece quelle
che hanno diversi valori di Rf sicuramente non lo sono!

Cromatografia TLC e 
Ripartizione



I principali parametri con cui si valutano le prestazioni di una TLC sono:

• sele$vità
si valuta misurando i rispe8vi fa:ori di ritenzione (Rf) dei componen>; più 
sono diversi tra loro maggiore è la sele8vità

• efficienza
capacità delle macchie dei singoli componen>, di migrare compa:e. 
fa:ori che influenzano l’efficienza: 
-diametro medio dei granuli 
-omogeneità̀ dei diametri dei granuli 
-omogeneità̀ nell’ impaccamento dello strato 

• risoluzione
a8tudine  del sistema a dare alla fine della corsa macchie ben dis>nte

Cromatografia su carta e cromatografia su strato so$le

RISOLUZIONE (Rs): attitudine del sistema a fornire alla fine della corsa
cromatografica delle macchie ben distanziate.

selettività
efficienza  risoluzione
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Il materiale da cromatografare è posto su un angolo della
lastra come singola macchia, successivamente viene
sviluppato in una direzione e dopo essiccamento è sviluppato
con un altro eluente in una direzione perpendicolare alla prima

TLC bidimensionale
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Applicazioni

Vantaggi
9 Semplicità di esecuzione
9 Rapidità d’esecuzione
9 Tecnica molto economica
9 Richiede minime quantità di sostanza
9 Tecnica sensibile
9 Le lastrine possono essere trattate con una varietà

di sostanze chimiche che impartiscono alla fase
stazionaria un’ampia gamma di proprietà

Svantaggi

Numero di piatti teorici limitato

Usi più comuni della TLC

9 Per determinare il numero di componenti una miscela;
9 Per determinare l'identità di sostanze;
9 Per la messa appunto delle condizioni più adatte allo svolgimento di una

cromatografia su colonna;
9 Per controllare il progresso di una reazione chimica;
9 Per determinare l'efficacia di una purificazione;
9 Per monitorare l’andamento di una cromatografia su colonna;
9 Per svolgere analisi microanalitiche.
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GESTIONE DEI RIFIUTI

•Versare il solvente di scarto dei campioni TLC e quelli contenuti nelle camere

cromatografiche nei contenitore “Rifiuto Solventi Organici (TLC)”.

•Porre tutti i capillari usati per la TLC nel contenitore “Vetri rotti”.

•Le camere cromatografiche per la TLC, svuotate del solvente, devono essere

lasciate con il coperchio aperto sotto cappa e quando asciutte devono essere

riposte nel relativo scatolo. Non lavarle ne con acqua, ne con acetone e

neanche con sapone!
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2)	CROMATOGRAFIA	SU	COLONNA

La	miscela	da	separare,	caricata	sulla	
cima	della	colonna,	viene	trascinata	
all’interno	della	matrice	da	una	
aggiunta	continua	di	solvente	(fase	
mobile	o	eluente).

Le	varie	componenti	della	miscela	
sono	rallentate	in	misura	variabile	e	
quindi	tendono	a	separarsi.	

Le	varie	componenti	usciranno	in	
tempi	diversi	dalla	colonna,	e	
saranno	raccolte	in	frazioni	diverse	
di	ELUATO.

Contenitor
e

eluente

A B

Eluente

Colonna

Materiale
impaccato

EluentePompa

Lana di
vetro

Uscita eluato (al
rivelatore e/o al 

collettore di 
frazioni

Tappo

Tappo

Setti di nylon

Flusso per 
gravità

Flusso per 
azione di una 

pompa

La	colonna	può	essere	collegata	direttamente	con	un	sistema	di	rivelazione	e	un	registratore
(spettrofotometro..)

Le#o 
Cromatografico
(bed volume)



Tipologie di colonne 
cromatografiche per LC



Cromatografia	liquida	a	bassa	pressione	(LPLC) con	pressioni	inferiori	ai	
5	bar	(1	bar=	0.1MPa)

La	resistenza	opposta	dalla	fase	stazionaria	al	flusso	della	fase	mobile	è	minima	

Cromatografia	liquida	a	media	pressione	(MPLC) con	pressioni	tra	6	e	50	barcv

Cromatografia	liquida	ad	alta	pressione	(HPLC)	con	pressioni	superiori	ai	50	barcv

Vengono	utilizzate	le	stesse	apparecchiature	e	attrezzature

Sono	metodi	altamente	efficienti		in	termini	di	RISOLUZIONE



Principio	fondamentale
Coefficiente	di	ripartizione:	definisce	come	un	composto	si	
distribuisce	tra	due	fasi	non	miscibili

Coefficiente	effettivo di	ripartizione	o	fattore	di	capacità	:	
definisce	la	quantità	totale	di	sostanza	presente	nella	fase	
stazionaria	rispetto	a	quella	nella	fase	mobile

KD =
concentrazioneX  nella fase S
concentrazioneX  nella fase M

k 'D =
[X]S  VS

[X]MVM
= KD

VS
VM

Permette di valutare l’interazione 
con la fase stazionaria



Che	cosa	vuol	dire?

• Se	KD=1	vuol	dire	che	la	concentrazione	del	composto	
nella	fase	A	e	B	è	uguale

ma	se
VS	=	10cm3 e	VM =	1cm3

la	quantità	totale	di	composto	presente	nella	fase	S è	
10	volte	maggiore	della	quantità	di	sostanza	in	fase	M

k 'D =
[X]S  VS

[X]MVM
= KD

VS
VM

k 'D =1
10
1
=10



Principio di separazione cromatografica



Schema del processo

A: tampone di eluizione
B: miscelatore o formatore di gradiente
C: sistema di pompaggio
D: colonna cromatografica
E: rivelatore
F: plotter per cromatogramma
G: raccoglitore di frazioni
H: rubinetto a tre vie o loop di 
iniezione

H



Tutti	i	tipi	di	cromatogra.ia	(tranne	quella	planare)	sono	caratterizzati	alla	.ine	
da	un	CROMATOGRAMMA

ttRR
ttMM

Tempo di ritenzione (tR): tempo necessario alla sostanza iniettata
per essere eluita dall’inizio all’uscita della colonna.
Tempo morto (tM): tempo di ritenzione di un composto che non èTempo morto (tM): tempo di ritenzione di un composto che non è
trattenuto e che passa attraverso la colonna alla stessa velocità
con cui fluisce la fase mobile lungo la colonna.

Analogamente si definiscono i corrispondenti:
Volume di ritenzione (VR): volume di fase mobile necessario ad( R)
eluire l’analita dall’inizio all’uscita della colonna.
Volume morto (VM): il volume di ritenzione di un composto che non
è t tt t ( i d l l di f bil h lè trattenuto (corrisponde al volume di fase mobile che occupa la
colonna).

Tempo morto (tM): tempo di ritenzione di un composto che non è tra3enuto e che passa 
a3raverso la colonna alla stessa velocità con cui fluisce la fase mobile lungo la colonna 
(oppure volume morto (VM= tM.velflusso)

Tempo di ritenzione (tR): tempo necessario alla sostanza inie3ata per essere eluita dall’inizio 
all’uscita della colonna (oppure volume di ritenzione (VR = tR.velflusso).

Tempo di ritenzione corre:o (t’R): tempo speso da ogni sostanza eluita in virtù delle 
interazioni chimico-fisiche con la fase stazionaria (tR – tM)

Larghezza della base (wb): assumono di solito la forma di una gaussiana (= 4σ) 

Altezza del picco (h): distanza tra il punto massimo e la linea di base

Ampiezza del picco a metà altezza (w1/2 = 2,35σ)

area

t’R

h



Parametri relativi al cromatogramma



Rapporto	di	ripartizione	o	rapporto	di	capacità,	k’

Il	rapporto	di	capacità	è	una	misura	del	tempo	effettivo	che	un	analita impiega	ad	
eluire	dalla	colonna	confrontato	con	quello	di	un	analita escluso	o	non	ritenuto	
(non	si	ripartisce	nella	fase	stazionaria	perciò	k’	=0)

k’	è tanto	più	elevato	quanto	più	a	lungo	è trattenuto	il	soluto		
0	<	k’	<	10

Può	essere	ricavato	dai	
parametri	del	
cromatogramma

Mi	permette	di	valutare	l’interazione	dell’analita con	la	fase	stazionaria

k’ = ------------- = ------------ =--------- = KD x ---------
tR -tM

tM

t’R

tM

MS

MM

VS

VM

Rapporto volumetrico delle fasi 



Quali	informazioni	posso	ottenere	da	un	cromatogramma?

SELETTIVITA’

Capacità	di	eluire	a	VELOCITA’
DIVERSE	le	diverse	specie	
chimiche	presenti	nella	miscela

Bande	distanziate	tra	i	
componenti	di	una	miscela

7S.PRATI
CHIMICA ANALITICA

MODULO DI CROMATOGRAFIA

La SELETTIVITA’ viene espressa dal FATTORE di SEPARAZIONE o	ritenzione	relativa	(a):

tR1-tM t’R1
tR2-tM t’R2a  = ------- = ------- = --------

k’1

k’2

Dipende dalle 
caraAerisBche chimiche 
delle fasi stazionaria e 
mobile



EFFICIENZA

Quali	informazioni	posso	ottenere	da	un	cromatogramma?

9S.PRATI
CHIMICA ANALITICA

MODULO DI CROMATOGRAFIA

Indica	la	capacità	del	sistema	
cromatografico	di	eluire	
molecole	della	stessa	specie	
con	la	stessa	velocità	in	modo	da	
favorire	la	formazione	di	picchi	
stretti

Il	parametro	più	semplice	con	il	quale	valutare	l’ef9icienza	di	separazione	è	la	
larghezza	del	picco		(wb)

• Dipende	dalla	specie	chimica
• Dipende	da	tR …..che	dipende	da	diversi	fattori…..

Poco efficiente efficiente



L’EFFICIENZA	può	essere	misurata	in	termini	di	“PIATTI	TEORICI”	o	di	
“ALTEZZA	EQUIVALENTE	del	PIATTO	TEORICO	(HETP)

Piatto	teorico: sezione	o	strato	di	colonna	sui	quali	si	instaura	
l’equilibrio di	ripartizione	dell’analita tra	la	fase	stazionaria	e	la	fase	
mobile

Maggiore	è	il	numero	dei	piatti	teorici	(N),	maggiori	gli	equilibri	a	
cui	l’analita è	sottoposto

N =
tr
2

σ 2 =16
tr
2

w2 = 5.54
t
w1/2

⎛

⎝
⎜

⎞

⎠
⎟

2

H	=L/N

IL	NUMERO	di	PIATTI	TEORICI	E	L’ALTEZZA	RELATIVA	DEL	PICCO	possono	essere	
calcolati	valutando	il	picco	cromatograEico



Il	valore	di	HETP	e	quindi	la	forma	del	picco	cromatografico	è	determinato	da	diversi
fattori:

Eq.	di	Van	Deemter HETP:	A	+	B/u	+	C	u

u	=	velocità	media	della	fase	mobile

A,	B,	C		fattori	che	contribuiscono	all’allargamento	del	picco

A - è una costante che dipende dalle dimensioni e forma dei granuli della fase stazionaria 

(influenza i diversi possibili percorsi del soluto) è un parametro di diffusione (m);
B - coefficiente di diffusione longitudinale: 

(esprime la tendenza delle molecole di soluto a diffondere nella fase mobile, che è maggiore 

a basso flusso)

C - resistenza al trasferimento di massa, (esprime la difficoltà a raggiungere l’equilibrio tra 

fase mobile e fase stazionaria deFato dal coefficiente di parGzione, e la sua importanza 

aumenta all’aumentare della velocità di flusso). 



Parametri	da	considerare	per	valutare	una	separazione	cromatogra4ica:

RISOLUZIONE	di	una	COLONNA	(ef4icienza	e	selettività)

La risoluzione, R, è una misura quantitativa della La risoluzione, R, è una misura quantitativa della 
capacità di separare due analiti.capacità di separare due analiti.

Risoluzione

[ ]
BA

ARBR

WW
ttR

+
−

=
)()(2

(tR)A (tR)B

WA

R >1,5 W= 4σ



20S.PRATI
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MODULO DI CROMATOGRAFIA

Risoluzione 
= 0.5 Risoluzione 

= 0.75

Risoluzione 
= 1.00

Risoluzione 
= 1.50

In cromatografia la RISOLUZIONE fra 2 picchi è definita come:

wm = larghezza media dei 2 picchi    w1/2m = larghezza media a metà altezza dei 2 picchi 

m

r

m

r
w

t
w

t
2/1

589.0eRisoluzion ΔΔ
==

Per l’analisi quantitativa è preferibile una risoluzione uguale o superiore a 1.5

R = 2d / (w1+w2)



La	Risoluzione	(R s)	o	separazione	dei	picchi	cromatogra7ici	dipende	
da:
•Scelta	fase	stazionaria
•Scelta	fase	mobile
•Temperatura	•Lunghezza	colonna

L’	Ef7icienza	(N)	o	allargamento	dei	picchi	cromatogra7ici	dipende	da:

•Fattori	costruttivi
•Impaccamento	colonna
•Velocità fase	mobile



Variabili	che	in,luenzano	la	RISOLUZIONE	(separazione	dei	picchi)	di	una	
colonna	

Scelta	della	fase	stazionaria
Scelta	della	fase	mobile
Lunghezza	della	colonna
Temperatura



Effetto della selettività, dell’efficienza e del fattore di capacità
sulla risoluzione

risoluzione scarsa dovuta ad 
un basso fattore di capacità

buona risoluzione dovuta a 
buona efficienza

picchi strettipicchi stretti

buona risoluzione dovuta 
a buona selettività

picchi distantipicchi distanti

risoluzione scarsa



Dettaglio matrici cromatografia
CellulosaCellulosa:
E’ un polisaccaride lineare, formato da 
MONOMERI di GLUCOSIO con legame β
1-4. [figura 1].
La presenza di 3 GRUPPI IDROSSILICI 

per monomero rende la matrice MOLTO 
IDROFILA e facile da derivatizzare. 

AgarosioAgarosio:
E’ un polisaccaride ottenuto dall’agar 
(estratto da alghe).
E’ composto da catene del disaccarise 
AGAROBIOSO 
(D-GALATTOSO e 3,6-ANIDRO-1 
GALATTOSO). [figura 3]
Struttura: 
gel IDROFILO MOLTO POROSO ottenuto 
per raffreddamento di soluzioni 2% w/v. 
[figura 4].

Fig.1: Cellulosa: Struttura chimica

Fig.2: Trattamento della cellulosa asciutta (a) con 
NaOH: effetti (b)

Fig.3: Agarosio: Struttura chimica

Fig.4: Struttura del gel



Dettaglio matrici
DestranoDestrano
E’ un POLISACCARIDE 
EXTRACELLULARE prodotto dal batterio 
Leuconostoc mesenteroides.

E’ formato da catene di GLUCOSIO con 
legame α 1-6.
E’ meno stabile della cellulosa all’idrolisi 
acida ma regge il trattamento con 0.1 M 
di HCl fino a 2 ore. 
Stabile a pH 2-12.

Cross-linking: EPICLORIDRINA

PoliacrilamidePoliacrilamide

Si ottiene per polimerizzazione 
dell’ ACRILAMIDE. 
L’agente che permette il cross-linking è la N,N’ 
METILEN-BISACRILAMIDE. 
La matrice che si ottiene è adatta soprattutto 
alla gel-permeation. 
E’ autoclavabile e ha buona stabilità chimica  
tuttavia il monomero dell’acrilamide (tossico) può 
essere lentamente rilasciato. 

Unità ripetitiva Unità ripetitiva 
della della poliacrilamidepoliacrilamide



Le	resine posso	essere	porose	o	non	porose

 

(a) (b) (c) 

Figure 5. Schematic presentation of different matrix types (a) non-porous beads (b) microporous beads (c) macropo‐
rous beads

 

(a) (b) 

Figure 6. (a) Non-porous beads (b) Porous beads

Devono	essere:	

• (isicamente	stabili
• Chimicamente	resistenti	
anche	a	condizioni	
stringenti	di	lavaggio	

• Avere	bassi	livelli	di	
interazione	non-speci(ica

• Modi(icabili	per	essere	
speci(iche
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Ion Exchange Chromatography Resin Selection

Ion exchange chromatography resins are composed of positively or negatively charged functional groups that are
covalently bound to a solid matrix. Common matrices are cellulose, agarose, polymethacrylate, polystyrene, and
polyacrylamide. The latter three matrices allow higher flow rates.

Several factors inform resin choice:

Anion exchanger or cation exchanger
Weak vs. strong ion exchanger
Ionic form of the resin
Resin particle size
Permissible flow rate
Dynamic binding capacity

For many protein purification workflows, protein folding and stability is a concern. In these scenarios, the selection
of an anion or a cation exchanger depends on the protein of interest’s stability.

Some proteins are stable both above and below their pI. These proteins can be purified with either an anion or
cation exchanger. Other proteins are stable only above or below their pI. For these proteins, stability dictates resin
choice; if, for example, a protein is stable only above its pI, an anion exchange resin should be chosen. When
protein stability is not of concern, either an anion or cation exchanger can be used.

Ion exchange resins come in two types: strong and weak.

The number of charges on a strong ion exchanger remains constant regardless of the buffer pH. These types of
resins retain their selectivity and capacity over a wide pH range. Examples of strong ion exchangers are
quaternary ammonium (Q), sulfonate (S), and sulfopropyl (SP) resins.

Weak ion exchangers, in contrast, display pH­dependent function and so deliver optimal performance over only
a small pH range. When the pH of the buffer no longer matches the acid dissociation constant (pKa) of the resin
functional group, these resins suffer significant capacity loss. Weak anion exchangers function poorly above a pH
of 9 and weak cation exchangers begin to lose their ionization below pH 6. When working with weak ion exchange
resins such as diethylaminoethyl (DEAE) or carboxymethyl (CM) resins, it is important to work within the supplier­
provided working pH range.

Support DEAE High Q CM High S

Type of exchange Weak anion Strong anion Weak cation Strong cation

Functional group ­N+(C H ) ­N+(CH ) ­SO ­COO

pH Range* 5–9 0–14 5–9 0–14

* Check manufacturer’s instructions for pH range for each individual resin. Proteins of interest may not be stable over the full
pH range.

Strong ion exchangers are often preferred resins for many applications because their performance is unaffected
by pH. However, weak ion exchangers can be powerful separation tools in cases where strong ion exchangers fail
because the selectivities of weak and strong ion exchangers often differ.

The ionic form of a support refers to the counterion that is adsorbed onto the resin’s functional groups. This ion
can be changed by swapping the column equilibration buffer. Common counterions for anion and cation
exchangers are Na  and Cl , respectively.

The strength of the interaction with a given resin varies for different counterions. The lower the selectivity of a
counterion for the support, the more readily it can be exchanged for another ion of like charge (for example, the
protein of interest). Similarly, elution buffer containing a counterion with a relatively lower selectivity for the support
will displace proteins from the column resin less readily during elution. In some cases, this difference can be
exploited, and counterions such as Li , Br , and SO  are often used to improve resin selectivity.

Resin particle size refers to the size of the resin solid support. Particle size does not affect the selectivity of the
resin but it does impact resolution.

Fig. 6. Relationship between resin particle size, pressure, and resolution.

Smaller particles provide higher resolution but typically also require lower flow rates. High­resolution media are
commonly used for analytical and small­scale work as well as for the final polishing steps of preparative
chromatography. Very viscous samples such as cleared E. coli lysates or samples containing glycerol often
cannot be separated using small­particle IEX resins due to the increased backpressure of small­particle resins,
which can exceed the column’s operating pressure limit.

Larger particles permit higher flow rates but yield lower resolution. A method that yields sharp, distinct peaks
using a small­particle IEX resin will yield broader, less defined peaks when a larger­particle resin is used. Large­

2 5 2 3 3 3
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Deciding between an Anion Exchanger and a Cation Exchanger

Weak vs. Strong Ion Exchangers

Ionic Form of IEX Resin

Resin Particle Size
Relazione tra dimensione della par0cella, pressione e risoluzione



Le	TECNICHE	CROMATOGRAFICHE	possono	essere	classificate:

In	base	alla	forma	del	letto	cromatografico	
Cromatografia	planare	(su	carta,	la	fase	stazionaria	aderisce	sulle	
fibre	di	cellulosa,	su	strato	sottile	(TLC) la	fase	stazionaria	ricopre	
piastre	di	vetro,	plastica	e	metallo)	
Cromatografia	su	colonna	(impaccata,	open-tubular)	

In	base	allo	stato	Disico	della	fase	mobile	
Cromatogra:ia	Liquida	(LC)	
Gascromatogra:ia	(GC)
Cromatogra:ia	:luida	supercritica	(SFC)	

In	base	al	meccanismo	di	separazione	
Adsorbimento	
Ripartizione	
Scambio	ionico	
Esclusione	
Af:inità



Cromatogra(ia	di	af(inità

Tale	tecnica	permette	di	separare	proteine	sulla	base	di	un	legame	
reversibile	tra	una	proteina	e	uno	specifico	ligando	agganciato	alla	
matrice	cromatografica.

E’	caratterizzata	da	alta	selettività,	alta	risoluzione	e	alta	capacità	
permettendo	la	puri8icazione	e	la	concentraione di	proteine	anche	di	100	
volte

E’	l’unica	tecnica	che	permette	la	puri8icazione	di	biomolecole	sulla	
base	della	loro	funzione	biologica	o	sulla	sua	struttura	chimica	

Le	interazioni	tra	proteina	e	ligando	sono	di	natura	elettrostatica,	
interazioni	idrofobiche,	forze	di	van	der	Waals	o	ponti	idrogeno.
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the desired macromolecule, M, is allowed to percolate. There are many types
of molecules in the mixture, especially if it is a crude cell extract, but only
macromolecules that recognize and bind to immobilized L are retarded in
their movement through the column. After the nonbinding molecules have
washed through the column, the desired macromolecules are eluted by gentle
disruption of the L:M complex. Study Figure 5.17 for an illustration of affinity
chromatography.

Affinity chromatography can be applied to the isolation and purification of
virtually all biological macromolecules. It has been used to purify nucleic acids,
enzymes, transport proteins, antibodies, hormone-receptor proteins, drug-binding
proteins, neurotransmitter proteins, and many others.

Successful application of affinity chromatography requires careful design
of experimental conditions. The essential components, which are outlined in the
following subsections, are: (1) creation and preparation of a stationary matrix
with immobilized ligand, and (2) design of column development and eluting
conditions.

Chromatographic Media

Selection of the matrix used to immobilize a ligand requires consideration of
several properties. The stationary supports used in gel-exclusion chromatog-
raphy are found to be quite suitable for affinity chromatography because:
(1) they are physically and chemically stable under most experimental condi-
tions, (2) they are relatively free of nonspecific adsorption effects, (3) they
have satisfactory flow characteristics, (4) they are available with very large
pore sizes, and (5) they have reactive functional groups to which an appropri-
ate ligand may be attached.

Four types of media possess most of these desirable characteristics: agarose,
polyvinyl, polyacrylamide, and controlled-porosity glass (CPG) beads. Highly
porous agarose beads such as Sepharose 4B (Amersham-Pharmacia-LKB-Hoefer)
and Bio-Gel A-150 (Bio-Rad Laboratories) have virtually all of these characteris-
tics and are the most widely used matrices. Polyacrylamide gels such as Bio-Gel
P-300 (Bio-Rad) display many of the recommended features; however, their
porosity is not especially high.

B + A, C, D B : A + C, D

+ B B

1. Attach ligand B to gel:

2. Pack modified gel into column and adsorb sample containing a mixture
    of components A, C, and D: 

Gel Modified gel

B : A + Y B : Y + A

3. Dissociate complex with Y and elute A:
     

FIGURE 5.17
Purification of a
macromolecule,
A, by affinity
chromatography.
Ligand B, which has
a specific affinity
for A, is immobilized
on the gel. Y
represents an
eluting agent that
causes dissociation
of A.



Per	eluire	la	molecole	di	interesse,	l’interazione	può	essere	
interrotta	:

- Utilizzando	un	ligando competitivo
- Modificando	il	pH
- Modificando	la	forza	ionica	o	la	polarità
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Chapter 1
Affinity chromatography in brief
Affinity chromatography separates proteins on the basis of a reversible interaction between
a protein (or group of proteins) and a specific ligand coupled to a chromatography matrix.
The technique is ideal for a capture or intermediate step in a purification protocol and can be
used whenever a suitable ligand is available for the protein(s) of interest. With high selectivity,
hence high resolution, and high capacity for the protein(s) of interest, purification levels in
the order of several thousand-fold with high recovery of active material are achievable.
Target protein(s) is collected in a purified, concentrated form.

Biological interactions between ligand and target molecule can be a result of electrostatic or
hydrophobic interactions, van der Waals' forces and/or hydrogen bonding. To elute the target
molecule from the affinity medium the interaction can be reversed, either specifically using
a competitive ligand, or non-specifically, by changing the pH, ionic strength or polarity.

In a single step, affinity purification can offer immense time-saving over less selective multi-
step procedures. The concentrating effect enables large volumes to be processed. Target
molecules can be purified from complex biological mixtures, native forms can be separated
from denatured forms of the same substance and small amounts of biological material can
be purified from high levels of contaminating substances.

For an even higher degree of purity, or when there is no suitable ligand for affinity purification,
an efficient multi-step process must be developed using the purification strategy of Capture,
Intermediate Purification and Polishing (CIPP). When applying this strategy affinity chroma-
tography offers an ideal capture or intermediate step in any purification protocol and can
be used whenever a suitable ligand is available for the protein of interest.

Successful affinity purification requires a biospecific ligand that can be covalently attached
to a chromatography matrix. The coupled ligand must retain its specific binding affinity for
the target molecules and, after washing away unbound material, the binding between the
ligand and target molecule must be reversible to allow the target molecules to be removed
in an active form. Any component can be used as a ligand to purify its respective binding
partner. Some typical biological interactions, frequently used in affinity chromatography,
are listed below:

• Enzyme ! substrate analogue, inhibitor, cofactor.

• Antibody ! antigen, virus, cell.

• Lectin ! polysaccharide, glycoprotein, cell surface receptor, cell.

• Nucleic acid ! complementary base sequence, histones, nucleic acid polymerase,
nucleic acid binding protein.

• Hormone, vitamin ! receptor, carrier protein.

• Glutathione ! glutathione-S-transferase or GST fusion proteins.

• Metal ions ! Poly (His) fusion proteins, native proteins with histidine, cysteine and/or
tryptophan residues on their surfaces.



La purificazione prevede 3 passaggi:

- incubazione del campione grezzo con la resina immobilizzata con il ligando
- Lavaggio dalla colonna delle molecole non legate (aspecifiche)
- Eluizione  (distacco e recupero) della molecola di interesse dal ligando

a=raverso la modifica della fase mobile.

 
Affinity Chromatography 
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substrate. This manuscript discussed the influence of chloride on the enzymatic activity of 
liver ǂ-amylase and opened the door for the early beginnings of this approach by several 
researchers (Arsenis & McCormick, 1966; Bautz & Hall, 1962; Campbell et al, 1951; Sander et 
al, 1966). Later on, the term affinity chromatography introduced in 1968 by Pedro 
Cuatecasas, Chris Anfinsen and Meir Wilchek in an article that briefly described the 
technique of enzyme purification via immobilized substrates and inhibitors (Cuatrecasas et 
al, 1968). Other early articles described the activation of a Sepharose matrix using a 
cyanogen bromide (CNBr) reaction (Axen et al, 1967) and the use of a spacer arm to alleviate 
steric hindrance (Cuatrecasas et al, 1968).  

Affinity chromatography is still developing. It has played a central role in many “Omics” 
technologies, such as genomics, proteomics and metabolomics. The breakthrough 
development of affinity liquid chromatography has enabled researchers to explore fields 
such as protein–protein interactions, post translational modifications and protein 
degradation that were not possible to be examined previously. Finally, the coupling of 
reversed phase affinity chromatography with mass spectrometry has ultimately aided in 
discovery of protein biomarkers.  

3. Fundamental principles of affinity chromatography 
Separation of a desired protein using affinity chromatography relies on the reversible 
interactions between the protein to be purified and the affinity ligand coupled to 
chromatographic matrix. As stated earlier, most of the proteins have an inherent recognition 
site that can be used to select the appropriate affinity ligand. The binding between the 
protein of interest and the chosen ligand must be both specific and reversible.  

 
Fig. 1. Typical affinity chromatography purification 

A typical affinity purification is shown in Figure 1 and involves several steps. First, samples 
are applied under conditions that favor maximum binding with the affinity ligand. After 
sample application, a washing step is applied to remove unbound sustances, leaving the 
desired (bound) molecule still attached to the affinity support. To release and elute the 

www.intechopen.com
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The high selectivity of affinity chromatography enables many separations to be achieved in
one simple step, including, for example, common operations such as the purification of
monoclonal antibodies or fusion proteins. A wide variety of prepacked columns, ready to
use media, and pre-activated media for ligand coupling through different functional groups,
makes affinity chromatography readily available for a broad range of applications.

To save time, the HiTrap™ column range (Table 1) is excellent for routine laboratory scale
applications in which the risk of cross-contamination between samples must be eliminated,
for purification from crude samples or for fast method development before scaling up
purification. HiTrap columns can be operated with a syringe, a peristaltic pump or any
ÄKTA™design chromatography system. Several HiTrap columns can be connected in series
to increase purification capacity and all columns are supplied with detailed protocols for use.

Table 1. HiTrap and HiPrep™ affinity columns for laboratory scale purification.

Application HiTrap and HiPrep columns

Isolation of human immunoglobulins

IgG, fragments and subclasses HiTrap rProtein A FF, 1 ml and 5 ml

IgG, fragments and subclasses HiTrap Protein A HP, 1 ml and 5 ml

IgG, fragments and subclasses including human IgG3 HiTrap Protein G HP, 1 ml and 5 ml
strong affinity for monoclonal mouse IgG1 and rat IgG MAbTrap™ Kit

Avian IgY from egg yolk HiTrap IgY Purification HP, 5 ml

Mouse and human IgM HiTrap IgM Purification HP, 1 ml

Purification of fusion proteins

(His)6 fusion proteins HisTrap™ Kit
HiTrap Chelating HP, 1 ml and 5 ml

GST fusion proteins GSTrap™ FF, 1 ml and 5 ml
GSTPrep™ FF 16/10, 20 ml

Other Group Specific Media

Albumin and nucleotide-requiring enzymes HiTrap Blue HP, 1 ml and 5 ml

Proteins and peptides with exposed His, Cys or Trp HiTrap Chelating HP, 1 ml and 5 ml

Biotinylated substances HiTrap Streptavidin HP, 1 ml

DNA binding proteins and coagulation factors HiTrap Heparin HP, 1 ml and 5 ml
HiPrep 16/10 Heparin FF, 20 ml

Trypsin-like serine proteases including Factor Xa, thrombin and trypsin HiTrap Benzamidine FF (high sub),
1 ml and 5 ml

Matrix for preparation of affinity media. Coupling via primary amines HiTrap NHS-activated HP, 1 ml and 5 ml
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Table 2. Relative binding strengths of protein A and protein G to various immunoglobulins. No binding: –,
relative strength of binding: +, ++, +++, ++++.

Protein A Protein G
Species Subclass binding binding

Human IgA variable –
IgD – –
IgE
IgG1 ++++ ++++
IgG2 ++++ ++++
IgG3 – ++++
IgG4 ++++ ++++
IgM* variable –

Avian egg yolk IgY** – –
Cow ++ ++++
Dog ++ +
Goat – ++
Guinea pig IgG1 ++++ ++

IgG2 ++++ ++
Hamster + ++
Horse ++ ++++
Koala – +
Llama – +
Monkey (rhesus) ++++ ++++
Mouse IgG1 + ++++

IgG2a ++++ ++++
IgG2b +++ +++
IgG3 ++ +++
IgM* variable –

Pig +++ +++
Rabbit no distinction ++++ +++
Rat IgG1 – +

IgG2a – ++++
IgG2b – ++
IgG3 + ++

Sheep +/– ++

* Purify using HiTrap IgM Purification HP columns.
** Purify using HiTrap IgY Purification HP columns.

Single step purification based on Fc region specificity will co-purify host IgG and may even
bind trace amounts of serum proteins. To avoid trace amounts of contaminating IgG, consider
alternative techniques such as immunospecific affinity (using anti-host IgG antibodies as
the ligand to remove host IgG or target specific antigen to avoid binding host IgG), ion
exchange or hydrophobic interaction chromatography (see Chapter 6).

Both protein A and a recombinant protein A are available, with similar specificities for
the Fc region of IgG. The recombinant protein A has been engineered to include a C-terminal
cysteine that enables a single-point coupling to Sepharose. Single point coupling often results
in an enhanced binding capacity.

Genetically engineered antibodies and antibody fragments can have altered biological
properties and also altered properties to facilitate their purification. For example, tags can
be introduced into target molecules for which no affinity media were previously available
thus creating a fusion protein that can be effectively purified by affinity chromatography.
Details for the purification of tagged proteins are covered in the section Recombinant
Fusion Proteins on page 42 of this handbook. For information on the purification of
recombinant proteins in general, refer to The Recombinant Protein Handbook: Protein
Amplification and Simple Purification and the GST Fusion System Handbook from
Amersham Biosciences.
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Once the cysteine residue is introduced, the protein can be immobilized using a cysteine 
specific coupling reagent such as N-Ǆ-maleimidobutyryl-oxysuccimide ester. 

 
Fig. 8. Potential immobilization problems which can affect affinity ligand activity by a) 
multi-site attachment, (b) improper orientation, and (c) steric hindrance. 

Affinity ligands can be covalently immobilized, adsorbed onto a surface via nonspecific or 
biospecific interactions, entrapped within a pore, or coordinated with a metal ion as in 
metal-ion affinity chromatography (IMAC). Each of these methods has advantages and 
disadvantages and is briefly discussed below. 

Covalent immobilization is one of the most common ways of attaching an affinity ligand to 
a solid support material. There is a wide range of coupling chemistries available when 
considering covalent immobilization methods. Amine, sulfhydryl, hydroxyl, aldehyde, and 
carboxyl groups have been used to link affinity ligands onto support materials. More 
information about these specific reactions can be found in reference (Kim & Hage, 2006). 
Although covalent attachment methods are more selective than other immobilization 
methods, they generally require more steps and chemical reagents. While this may lead to a 
greater initial cost of preparation, the stability of these supports typically is greater and the 
support does not need to be periodically regenerated with additional affinity ligands as is 
typically the case when using adsorption techniques. As a result, covalent immobilization 
may be more economical in the long-term for the immobilization of costly affinity ligands. 

www.intechopen.com
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Elution volume, ml

Inefficient binding
target elutes during
binding and elution

5 10 15 200 25

A280

Efficient binding
target elutes in
a single peak

Elution volume, ml

A280

5 10 15 200 25

a) b)

If several functional groups are available, couple the ligand via the group least likely to be
involved in the specific affinity interaction. A range of pre-activated matrices for attachment
of the ligand through different functional groups is available (see Table 7).

Spacer arms
The binding site of a target protein is often located deep within the molecule and an affinity
medium prepared by coupling small ligands, such as enzyme cofactors, directly to Sepharose
may exhibit low binding capacity due to steric interference i.e. the ligand is unable to access
the binding site of the target molecule, as shown in Figure 56a. In these circumstances a
"spacer arm" is interposed between the matrix and the ligand to facilitate effective binding.
Spacer arms must be designed to maximize binding, but to avoid non-specific binding
effects. Figure 56 shows the improvement that can be seen in a purification as the spacer
arm creates a more effective environment for binding.

Fig. 56. Using spacer arms. a) Ligand attached directly to the matrix. b) Ligand attached to the matrix via a spacer arm.

The length of the spacer arm is critical. If it is too short, the arm is ineffective and the
ligand fails to bind substances in the sample. If it is too long, proteins may bind non-
specifically to the spacer arm and reduce the selectivity of the separation.

As a general rule, use spacer arms when coupling molecules Mr < 1 000. Spacer arms are
not generally needed for larger molecules. Table 7 shows the pre-activated media with
different types of spacers arms that are available from Amersham Biosciences.
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Couple a ligand through the least critical region of the ligand to minimize interference with
the normal binding reaction. For example, an enzyme inhibitor containing amino groups
can be attached to a matrix through its amino groups, provided that the specific binding
activity with the enzyme is retained. However, if the amino groups are involved in the
binding reaction, an alternative, non-essential, functional group must be used.

Avoid using a functional group that is close to a binding site or that plays a role in the
interaction between the ligand and target molecule.

If a suitable functional group does not exist, consider derivatizing the ligand to add a
functional group.
Table 8.

Chemical group Length of Structure of spacer arm Product
on ligand spacer arm

Proteins, peptides, amino acids

amino 10-atom HiTrap NHS-activated HP
NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow

None – CNBr-activated Sepharose 4B
CNBr-activated Sepharose 4 Fast Flow

10-atom ECH Sepharose 4B

carboxyl 11-atom EAH Sepharose 4B

thiol 4-atom Thiopropyl Sepharose 6B

10-atom Activated Thiol Sepharose 4B

12-atom Epoxy-activated Sepharose 6B

Sugars

hydroxyl 12-atom Epoxy-activated Sepharose 6B

amino 10-atom HiTrap NHS-activated HP

10-atom ECH Sepharose 4B

12-atom Epoxy-activated Sepharose 6B

carboxyl 11-atom EAH Sepharose 4B

Polynucleotides

amino None CNBr-activated Sepharose 4B
CNBr-activated Sepharose 4 Fast Flow

mercurated base 4-atom Thiopropyl Sepharose 6B

Coenzymes, cofactors, antibiotics, steroids

amino, carboxyl, use matrix with spacer arm
thiol or hydroxyl (see above)
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most useful when dealing with intermediate-to-high con-
centration solutes in clinical samples. However, it is also
possible to use direct detection with trace sample compo-
nents if the affinity column is combined with precolumn
sample derivatization and/or more sensitive detection
schemes, such as an off-line immunoassay or a suitable
postcolumn reactor (5 ).

A second potential limitation of the direct detection
mode is that samples and calibrators are analyzed sequen-
tially by the affinity column rather than in batch mode.
This makes the direct detection format most valuable in
situations where low-to-moderate numbers of samples
are being processed and/or fast turnaround times per
sample are desired. It should be noted, however, that
sequential analysis has the advantage of making affinity
chromatography easier to troubleshoot than batch-mode
techniques and easier to determine whether the assay is
operating satisfactorily before patient samples are tested.

boronate affinity chromatography

Affinity methods that use boronic acid or boronates as
ligands are one group of chromatographic techniques that
have been used successfully with clinical samples. This
group of methods, known collectively as “boronate affin-
ity chromatography”, includes one of the earliest reported
quantitative applications of affinity chromatography in
the clinical laboratory—namely, the determination of gly-
cohemoglobin for the assessment of long-term diabetes
management (Fig. 2) (7–15). At a pH above 8, most
boronate derivatives form covalent bonds with com-
pounds that contain cis-diol groups in their structure.
Because sugars such as glucose possess cis-diol groups,
boronates are valuable for resolving glycoproteins (e.g.,
glycohemoglobin) from non-glycoproteins (e.g., normal
hemoglobin).

The first use of a boronate affinity column for the
determination of glycohemoglobin was by Mallia et al. (8 )
in 1981, where a low-performance agarose gel was used as
the support and absorbance detection at 414 nm was used

to quantify the retained and nonretained hemoglobin
fractions in human hemolysate samples. Elution was
performed by passing through the column a soluble
diol-containing agent (i.e., sorbitol) that displaced the
retained glycohemoglobin from the column; alternatively,
a decrease in mobile phase pH could also be used for
elution (9 ). After the initial report by Mallia et al., similar
low-performance methods were reported or evaluated by
other groups (10–13). The same approach has since been
adapted for use in HPAC and HPLC-based systems
(9, 11, 14, 15).

In addition to hemoglobin, it is possible to use bor-
onate columns to look at other types of glycoproteins in
samples. For example, by monitoring the absorbance at
280 nm instead of 410–415 nm, the technique used for
glycohemoglobin can easily be modified to determine the
relative amount of all glycated proteins in a sample (14 ).
Alternatively, a particular type of glycoprotein can be
examined by combining a boronic acid column with a
detection method that is specific for the protein of interest,
such as is done by using absorbance measurements at
410–415 nm for the quantification of glycohemoglobin.
Examples of this later approach include the use of boronic
acid columns followed by an immunoassay for the detec-
tion of glycated albumin in serum and urine (16 ) or for
the determination of glycated apolipoprotein B in serum
(17 ).

lectin affinity chromatography

Lectins are another class of ligands that have been used
for the direct detection of clinical analytes by affinity
chromatography. The lectins are non-immune system
proteins that have the ability to recognize and bind certain
types of carbohydrate residues (18 ). Two lectins that are
often placed into affinity columns are concanavalin A,
which binds to !-d-mannose and !-d-glucose residues,
and wheat germ agglutinin, which binds to d-N-acetyl-
glucosamine. Other lectins that can be used are jacalin and
lectins found in peas, peanuts, or soybeans. These ligands

Fig. 2. Determination of glycohemoglo-
bin (Glc-Hb) by HPAC for 10-"L sam-
ples of diluted whole blood.
Adapted with permission from Singhal and
DeSilva (14).
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sepharose to create an affinity column. See Figure 6. This dye is capable of removing over 
90% of albumin in the sample (Travis et al, 1976).  

6.6 Lectin affinity chromatography 

Lectin affinity chromatography is one of the most powerful techniques for studying 
glycosylation as a protein post translational modification (Hirabayashi et al, 2002; Spiro, 
2002). Lectins are carbohydrate binding proteins that contain two or more carbohydrate 
binding sites and can be classified into five groups according to their specificity to the 
monosaccharide. They exhibit the highest affinity for: mannose, galactose/N-
acetylgalactosamine, N-acetylglucosamine, fucose, and N-acetylneuraminic acid (Sharon, 
1998). In this affinity technique, protein is bound to an immobilized lectin through its sugar 
moeities (N-linked or O-linked). Once the glycosylated protein is bound to the affinity 
support, the unbound contaminants are washed away, and the purifed protein eluted. 

Currently, many lectins are commercially available in an immobilized form. Among them, 
Concanavaline A (Con A) Sepharose and wheat germ agglutinin (WGA) are the most 
popular for glycoprotein purification. As shown in Table 3, several different types of lectin 
may be used in affinity chromatography. 

Acronym, 
Organism and 

source 

Metal ions 
required 

Sugar 
specificity

Elution 
conditions Useful for binding 

Con A (Canavalia 
ensiformis; jack bean 
seeds) 

Ca2+, Mn2+ 
ǂ-Man > ǂ-
Glc 

0.1–0.5 M ǂ-
MeMan 

High-Man, hybrid, and 
biantennary N-linked chains 

LCA or LCH (Lens 
culinarus; lentil 
seeds) 

Ca2+, Mn2+ 
ǂ-Man > ǂ-
Glc 

0.1–0.5 M ǂ-
MeMan 

Bi- and triantennary N-linked 
chains with Fuc ǂ1-6 in core 
region 

PSA (Pisum 
sativum;peas) 

Ca2+, Mn2+ ǂ-Man 
0.1–0.5 M ǂ-
MeMan 

Similar to LCA/LCH 

WGA (Triticum 
vulgaris; wheat 
germ) 

Ca2+, Mn2+ ß-GlcNAc 
0.1–0.5 M 
GlcNAc 

GlcNAc- and Sia- terminated 
chains, or clusters of O-GlcNAc; 
succinylated form selectively 
binds GlcNAc>Sia 

HPA (Helix 
promatia; albumin 
gland of edible 
snail) 

- ǂ-GalNAc 
0.1–0.5 M 
GalNAc 

Proteins with terminal ǂ-
GalNAc or GalNAcǂ-O-Ser/Thr 
(Tn antigen) 

UEA-I (Ulex 
europaeus; furze 
gorse seeds) 

- ǂ-L-Fuc 

0.1–0.5 M L-
Fuc or 
methyl-ǂ-L-
Fuc 

Sugar chains with terminal ǂ-
Fuc, especially in ǂ1-2 linkage, 
but much less with ǂ1-3 or ǂ1-6 
linkages 

LBA (Phaseolus 
lunatus; lima bean) 

Mn2+, Ca2+ 
Terminal ǂ-
GalNAc 

0.1–0.5 M 
GalNAc 

Proteins with blood group A 
structure GalNAcǂ1-3(Fucǂ1-
2)Gal– 

Table 3. Some examples of lectins used for glycoprotein purification modified from current 
protocols in protein science. 
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commonly are used in the isolation of many carbohy-
drate-containing compounds, such as polysaccharides,
glycoproteins, and glycolipids (2, 3).

One clinical application of lectin affinity chromatogra-
phy has been in the separation and analysis of isoen-
zymes. This is illustrated in Fig. 3, where an HPLC
column containing immobilized wheat germ agglutinin
was used to distinguish between the liver- and bone-
derived isoenzymes of alkaline phosphatase in human
serum (19 ). This method showed improved resolution of
the isoenzymes vs a low-performance affinity column (20 )
and gave good correlation for a variety of patient samples
when compared with a solid-phase immunoassay for
alkaline phosphatase (21 ).

A variety of other glycoproteins also have been studied
and quantified by the use of lectin affinity columns. For
example, low-performance columns based on concanava-
lin A have been used to separate apolipoprotein A- and
apolipoprotein B-containing lipoproteins in human
plasma (22 ), to study the microheterogeneity of serum
transferrin during alcoholic liver disease (23 ), and to
characterize the carbohydrate structure of follicle-stimu-
lating hormone and luteinizing hormone under various
clinical conditions (24 ). A combination of concanavalin A
and wheat germ agglutinin columns also has been used to
identify changes that occur in asparagine-linked sugars
on human prostatic acid phosphatase during prostate
cancer (25 ).

protein a or protein g affinity chromatography

A third class of ligands that have been used in direct
analyte detection by affinity chromatography are anti-
body-binding proteins such as protein A and protein G.
These are bacterial cell wall proteins produced by Staph-

ylococcus aureus and group G streptococci, respectively
(26–28). These ligands have the ability to bind to the
constant region of many types of immunoglobulins. Pro-
tein A and protein G bind most strongly to immunoglobu-
lins at or near neutral pH, but readily dissociate from
these solutes when placed in a buffer with a lower pH.
These two ligands differ in their ability to bind to anti-
bodies from different species and classes (3, 26, 29); for
example, human IgG3 binds much more strongly to
protein G than protein A, and human IgM shows no
binding to protein G but does interact weakly with
protein A (3 ). A recombinant protein known as protein
A/G, which blends the activities of these ligands, also is
available for use in affinity columns (3, 30).

The ability of protein A and protein G to bind to
antibodies make these good ligands for the analysis of
immunoglobulins, especially IgG-class antibodies, in hu-
mans. The first clinical uses of these ligands in an HPLC
system were methods based on immobilized protein A for
the analysis of IgG in serum samples (31, 32). A similar
method for the determination of IgG in serum has been
developed based on high-performance protein G columns
(33 ). Yet another study used a combination of two affinity
columns, one containing immobilized protein A and the
other containing anti-human serum albumin (HSA) anti-
bodies, for the simultaneous analysis of IgG and albumin
in serum for the determination of albumin/IgG ratios
(Fig. 4) (34 ). An additional application of protein A and
protein G has been as secondary ligands for the adsorp-
tion of antibodies onto supports to be used in immunoaf-
finity chromatography, as discussed in the following
section. This particular method can be used when high
antibody activities are needed or if it is desirable to

Fig. 3. Determination of liver and
bone-derived isoenzymes of alkaline
phosphatase by HPAC, using an im-
mobilized wheat germ agglutinin col-
umn for 50-!L injections of serum
from patients with liver (A) or bone (B)
disease, and healthy individuals (C).
The peaks at 5.6–5.7 min and 15.0–15.2
min are produced by the liver- and bone-
derived isoenzymes, respectively. Adapted
with permission from Gonchoroff et al.
(21).
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6.2.1 GST tagged purification 

Glutathione S-transferase (GST) is a 26 kDa protein (211 amino acids) located in cytosole or 
mitochondria and present both in eukaryotes and prokaryotes (e.g. Schistosoma japonicum). 
The enzymes have various sources both native and recombinantly expressed by fusion to 
the N-terminus of target proteins (Allocati et al, 2009; Allocati et al, 2011; Sheehan et al, 2001; 
Udomsinprasert et al, 2005). GST-fusion proteins can also be produced in Escherichia coli as 
recombinant proteins. Separation and purifcation of GST-tagged proteins is possible since 
the GST tag is capable of binding its substrate, glutathione (tripeptide, Glu-Cys-Gly). 

When glutathione is reduced (GSH), it can be immobilized onto a solid support through its 
sulfhydryl group. This property can be used to crosslink glutathione with agarose beads 
and, thus, can be used to capture pure GST or GST-tagged proteins via the enzyme-substrate 
binding reaction (Beckett & Hayes, 1993; Douglas, 1987). Binding is most efficient near 
neutral physiological conditions (pH 7.5) using Tris saline buffer and mild conditions to 
preserve the structure and enzymatic function of GST. As a result of the potential for 
permanent denaturation, denaturing elution conditions are not compatible with GST 
purification. In addition, upon denaturation or reduction, the structure of the GST fusion tag 
often degrades.  

Following a washing step to remove unbound samples, the bound GST-fusion protein can 
be recovered by the addition of excess reduced glutathione since the affinity of GST for free 
glutathione is higher than the affinity for immobilized glutathione. The free glutathione 
replaces the immobilized glutathione and releases the GST-tagged protein from the matrix 
allowing its elution from the column. 

 
Fig. 11. GST- tagged protein immobilization.  

6.2.2 His-tagged protein purification 

Recombinant proteins which have histidine tags can be purified using immobilized metal 
ion chromatography (IMAC). The His-tag can be placed on either the N- or C-terminus. 
Optimal binding and, therefore, purification efficiency is achieved when the His-tag is freely 
accessible to metal ion support (Dong et al, 2010).  
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