Tecniche CROMATOGRAFICHE - parte seconda



Effetto del diverso K sulla separazione
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Miscela Standard Campione
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Confronto dei tempi di ritenzione tra due cromatogrammi. A) miscela di standards
e B) campione. I picchi contrassegnati con asterisco indicano analiti con tempi di ritenzione
simili sia nel campione e sia nella miscela standard. ’
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ANALISI QUALITATIVA



ANALISI QUANTITATIVA
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La cromatografia di esclusione molecolare o Gel filtrazione puo essere
utilizzato per:

Purificazione di DNA o proteine

Modifica del tampone

Separazione di molecola in gruppi

Allontanare contaminanti a basso peso molecolare (per es. sali)

Allontanare prodotti, cofattori o inibitori dagli enzimi



Fiusso dell'eluente
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TABLE 5.2 Mesh Sizes of Adsorbents and Typical Applications

Mesh Sizes Applications

20D50 Crude preparative work, very high flow rate
50D100 Preparative applications, high flow rate
1009200 Analytical separations, medium flow rate

200D400 High-resolution analytical separations, low flow rate
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1"#$%& '%( E’ un polisaccaride derivante da particolari alghe rosse cosituito da residui alternati di
D-galattoso e 3,6-anidro-L-galattoso. Disponibile commercialmente come Sepharose, Sepharose CL
(cross-linking con 2,3-dibromopropanolo), Superose, Bio-Gel A. Limiti di esclusione 10-
40000 kD.

)*++,+%6&#{folimero di unita’ glucosidiche unito da legami B-1,4. Tramite epicloridrina vengono
ottenuti i legami crociati essenziali per |’ utilizzo come matrice in cromatografia, il numero dei quali
determina la dimensione dei pori.

-*&.$#/%( E’ un polimero di residui di glucosio uniti da legami -1,6 prodotto dal batterio
Leuconostoc mesenteroides. E' presente in commercio con il nome di Sephadex. La porosita’ dei gel
a base di destrano e’ controllata dalla massa molecolare del destrano usato e dall’ introduzione di
legami crociati ottenuti con epicloridrina. Limiti di esclusione 0.7-800 kD.

Il cosiddetto Sephacryl e’ destrano con legami crociati ottenuti con N,N"-metilene bisacrilamide. Limiti
di esclusione 1-8000 kD. Il Superdex e’ un gel composito costituito da destrano covalentemente
legato ad agarosio.

0%+ #1$+#2'3* E’ un polimero di acrilamide e N,N’-metilenbisacrilamide (questultimo
determina la formazione di legami crociati). E’ disponibile in commercio come Bio-GelP, con limiti di
esclusione tra 0.2 e 400 kD.

00

0%+'&. $** E’ un polimero di stirene legato con divinilbenzene.

4'+7* FE un polimero prodotto a partire dall’ acido ortosilicico. I molti gruppi silanolo (Si-OH)
rendono la matrice altamente idrofilica. Il loro eccesso puo’ essere eliminato derivatizzando con
triclorometilsilano.



Sephadex

Chemical and physical properties

Sephadex is a bead-formed gel prepared by cross-linking dextran with
epichlorohydrin (Fig. 22). Table § lists the different G-types of Sephadex

and their physical properties.
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Fig. 22. Partial structure of Sephadex.
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Table 5. Properties of Sephadex.

Fractionation  Fractionation range
Gel type Dry bead size range Dextrans Swelling
um Globular factor ml/g
proteins

Sephadex G-10 40-120 - 700 - 700 2- 3
Sephadex G-15 40-120 - 1500 - 1500 2.5-3.5
Sephadex G-25 Coarse 100-300 1000- 5000 100- 5000 4- 6
Sephadex G-25 Medium 50-150 1000- 5000 100- 5000 4- 6
Sephadex G-25 Fine 20- 80 1000- 5000 100~ 5000 4- 6
Sephadex G-25 Superfine 10— 40 1000- 5000 100~ 5000 4- 6
Sephadex G-50 Coarse 100-300 1500~ 30000 500- 10000 9-11
Sephadex G-50 Medium 50-150 1500~ 30000 500- 10000 9-11
Sephadex G-50 Fine 20- 80 1500~ 30000 500~ 10000 9-11
Sephadex G-50 Superfine 10- 40 1500~ 30000 500~ 10000 9-11
Sephadex G-75 40-120 3000~ 80000 1000- 50000 12-15
Sephadex G-75 Superfine 10— 40 3000- 70000 1000~ 50000 12-15
Sephadex G-100 40-120 4000-150000 1000-100000 15-20
Sephadex G-100 Superfine 10- 40 4000-100000 1000-100000 15-20
Sephadex G-150 40-120 5000-300000 1000-150000 20-30
Sephadex G-150 Superfine 10- 40 5000-150000 1000-150000 18-22
Sephadex G-200 40-120 5000-600000 1000-200000 30-40
Sephadex G-200 Superfine 10- 40 5000-250000 1000-150000 20-2§
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Fase mobile
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Cromatografia a scambio ionico

Tale metodo permette di separare le molecole sulla base della carica
netta superficiale

| carica totale
| densita di carica
| distribuzione della loro carica.

[ gruppi che contribuiscono alla formazione della carica netta di una
molecola, hanno diversi valori di pKa dipendenti dalla loro struttura e dal
microambiente in cui si trovano.

La loro carica e strettamente dipendente dal pH

La cromatografia a scambio ionico si avvantaggia del fatto che il

rapporto esistente tra la carica netta e il pH per una specifica proteina E’
UNICO.
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FIGURE 5.5 lllustration of the principles of ion-exchange chromatography. See text for explanation.
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FIGURE 5.6 The
effect of pH on the
net charge of a
protein.



a) At pH values above the
isoelectric point the protein is
negatively charged
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c) At pH values below the
isoelectric point the protein is
positively charged

T+

b) pH=pl, the number of negative
and positive charges is equal
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TABLE 5.3 lon-Exchange Resins

Name Functional Group Matrix Class
Anion Exchangers

AG 1 Tetramethylammonium Polystyrene Strong
AG 3 Tertiary amine Polystyrene Weak
DEAE-Sephacel Diethylaminoethyl Sephacel Weak
PEl-cellulose Polyethyleneimine Cellulose Weak
DEAE-Sephadex Diethylaminoethyl Dextran Weak
QAE-Sephadex Diethyl-(2-hydroxyl-propyl)-aminoethyl Dextran Strong
DEAE-Sepharose Diethylaminoethyl Agarose Weak
Cation Exchangers

AG 50 Sulfonic acid Polystyrene Strong
Bio-Rex 70 Carboxylic acid Acrylic Weak
CM-Sephacel Carboxymethyl Sephacel Weak
P-Cellulose Phosphate Cellulose Intermediate
CM-Sephadex Carboxymethyl Dextran Weak
SP-Sephadex Sulfopropyl Dextran Strong
CM-Sepharose Carboxymethyl Agarose Weak
SP-Sepharose Sulfonic acid Agarose Strong




® Large net positive charge
© Net positive charge
© Net negative charge
® Large net negative charge

Polyvmer beads
with negatively
charged {
functional groups |¢

Protein mixture is added
to column containing
cation exchangers,

Proteins move through the
column at rates determined
by their net charge at the
pH being used. With cation
exchangers, proteins with
a more negative net charge
move faster and elute earlier.
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L'optimum di selettivita si ottiene normalmente a valori di pH per i quali
sia massima la differenza tra le curve di titolazione 67899*/:0)1*,,0:0+.8)
*+);8:*,8)+0<<8= utilizzando uno scambiatore di ioni con una carica
opposta alla carica della proteina a quel particolare pH
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e Particle size 2-100pum

* Pore size 60-4000

* Surface area 1-500m?/g
* pH 2-7.5
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Nella fase diretta
Fase stazionaria: polare

Fase mobile: solvente organico o miscela meno polare "#$%&'()*"#,"5#
,00&-."#/-))%#+-00"%.(#1%.2-#(&3()*(4

Adatta per separare analiti con scarsa solubilita in solventi acquosi.

Cosa viene eluito per primo?
Gli analiti meno polari

Nella fase inversa

Fase stazionaria: apolare

Fase mobile: piu polare "#$%&'()*"#+()%#,%&-."#/-))%#+-00"%. (#1%.2-#
(&3()*(4

Cosa viene eluito per primo?

Gli analiti polari eluiscono per primi.

L'eluizione puo richiedere un gradiente con proporzioni crescenti di solvente a
bassa polarita.



Tabella 3-2: Gruppi funzionali interessati dalla cromatografia di adsorbimento in
ordine di polarita crescente.

Gruppo funzionale Struttura
Metile - CH,4
Fluoro = F
Cloro - Cl
Nitro - NO,
Aldeide - CHO
Acetile -0 - 8 - CH,4
Ossidrile - OH
Chetone 5 8_
Ammina - NH,
Carbossile - COOH

Ammide - NH - 8 -




Sostituenti utilizzati per modificare la fase stazionaria

| gruppi legati alla silice che pie frequentemente vengono utilizzati

SOoNno:.

ottadecil - —CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH,
CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH;,

ottil - CH, CH; CHy _CHj
—CH, CH, CH, CH,

CH,

etil - —CHs~

fenil - 4@

i i —CH C=N
cianoetil - .

2

idrossietil -~ O A FASE DIRETTA

amminoetil -—cH,. _NH,

H,

POLARITAC




ELUIZIONE pu™ essere ISOCRATICA

ELUIZIONE pu™ essere in GRADIENTE



EFFETTI DELLA FORZA DEL SOLVENTE SULLA SEPARAZIONE

SOLVENTE 3 .
DEBOLE ___/A\//\\_’//f\\\____//,\\\___
5
SOLVENTE 6
FORTE

SOLVENTE 4 5
INTERMEDIO




Tipologia sulla base di...

HPLC (high pressure liquid chromatography)

"HY&H (VS +Y0(&H, %, -.(/&HO+).1,(&HO, - #I)&*,(&2),3. #-," | #+# #
4, #$2- #(+" #5).%/.5.6

7 #8&)9,#/:+#5+)*+((+#,--"+-$+%(+#0.#'/&)) +)+#%+-- #/&+&% %,  #
),55)+'+%(,(,#0,--, # pressione /. +#+<55-./,(,#0,#3$% #5&*5 #.%#(+'(,#

- #&-&%% #+#.+#8&)9,#- #8,'+#*&4 .- +# #'[&))+) +#,--".%(+) Y% &#0+-- #8,"+
'(,9.&%,).,

Processo piu rapido * #5+)*+((+#,%/:+#0.#&((+%+)+#3$%#*,22.&)#
%$*+)&#0.#5.,((#(+&)./ #.-#/+#13&-#0.)+HBdbidre risoluzione.

=&%&#)./..+'(+#5)+".&%.#0.#5&*5,22.&#0.#0.1 ¢¢ntinaia di
atmosfere
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La risoluzione, R, * una misura quantitativa della
capacit” di separare due analiti.
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— contengono un supporto solido inerte, finemente
suddiviso (comunemente basato su terra di
diatomee), ricoperto di fase stazionaria liquida

"#'$$% &, *'0##*(0

— WCOT (Wall Coated Open Tubular), strato sottile
di fase liquida (1 um) depositato sulla superficie

— SCOT (Support Coated Open Tubular), strato
poroso creato sulle pareti della colonna per
trattamento o deposizione chimica

— PLOT (Porous Layer Open Tubular), strato poroso
polimerico o inorganico che funge da fase
stazionaria per una cromatografia di adsorbimento

-~

-/\
- .
o

Statonary Solid support coated Staticnary
liguic with liquid solid phase
phase stationary phase particles
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Solamente il 23% delle sostanze pu™ essere separato per GC
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