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Cromatografía de exclusión por tamaño
(SEC)
Determinación precisa de la agregación,
fragmentación y ligadura/modificación
química de biomoléculas
La cromatografía de exclusión por tamaño (SEC) es una técnica para separar proteínas, oligonucleótidos 
y otros biopolímeros complejos por su tamaño mediante eluyentes acuosos.

Aplicación de SEC a estudios de agregación
El tamaño, tipo y contenido de los agregados presentes en los productos biofarmacéuticos de proteínas
pueden afectar tanto a la eficacia como a la formulación, o peor aún, inducir una respuesta inmunológica.
La formación de agregados se produce por distintos mecanismos, incluida la formación de enlaces disulfuro
e interacciones no covalentes.

Debido a que el tamaño de los agregados de proteínas, incluidos los dímeros, es suficientemente diferente
del monómero de proteína, puede separar las distintas formas mediante SEC. De hecho, SEC con UV o
dispersión de luz es una técnica estándar para la cuantificación de la agregación de proteínas.

Aplicación de SEC a la cuantificación y determinación del
peso molecular
En el caso de proteínas y otras moléculas de peso molecular moderado se puede usar SEC para detectar 
y cuantificar monómeros, dímeros, agregados y fragmentos. SEC también puede separar mezclas de
oligonucleótidos.

Para biopolímeros de diferentes tamaños, como almidones y otros polisacáridos, SEC puede proporcionar
datos sobre la distribución del peso molecular y las ramificaciones (con los detectores apropiados).
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Como fabricante líder de columnas e instrumentos de SEC durante más de 30 años, Agilent desarrolla
continuamente nuevos productos de SEC que proporcionan separaciones aún más rápidas y de mayor
resolución. Esta sección destaca la amplia gama de columnas SEC de Agilent para el análisis de
biopolímeros de proteínas:

• Las columnas Bio SEC-3 y Bio SEC-5 están disponibles en diferentes tamaños de poro y están
indicadas para el análisis de proteínas, especialmente para determinar la presencia de dímeros 
y agregados en productos biológicos terapéuticos. Tenga en cuenta que las columnas Bio SEC-3 
de 3 µm proporcionan una resolución mayor que nuestras columnas estándar Bio SEC-5 de 5 µm.

• Las columnas ProSec 300S funcionan bien con proteínas globulares en condiciones de alta
salinidad.

• Las columnas ZORBAX GF-250 y GF-450 son más adecuadas para la SEC preparativa de
proteínas debido a su mayor longitud de columna y mayor velocidad de flujo.

• Las columnas PL aquagel-OH se pueden usar para analizar biopolímeros de diversos pesos
moleculares, como PEG, oligo y polisacáridos, almidones y resinas.

Cromatografía de exclusión por tamaño (SEC)

Accesorios Columnas Agilent Notas
Péptidos, proteínas Agilent Bio SEC-3 Mayor resolución y separaciones más rápidas, con partículas a partir 

de 3 µm y tamaños de poro de 100 Å, 150 Å y 300 Å.
Biomoléculas grandes y muestras
con componentes con varios pesos
moleculares

Agilent Bio SEC-5 Más opciones de tamaño de poro (100 Å, 150 Å, 300 Å, 500 Å, 1 000 Å y
2 000 Å) para cubrir un mayor rango de analitos.

Proteínas globulares, anticuerpos ProSEC 300S Opción de una sola columna para análisis de proteínas en condiciones de
alta salinidad.

Proteínas, proteínas globulares ZORBAX GF-250/450 Mayor capacidad de velocidad de flujo y mayor tamaño de columna para
preparación y semipreparación de SEC.

Polímeros y oligómeros de bajo
PM, oligosacáridos, PEG,
lignosulfonatos

2 o 3 PL aquagel-OH La serie analítica PL aquagel-OH tiene un rango de pH de 2 a 10, es
compatible con disolventes orgánicos (hasta un 50% de metanol), 
dispone de estabilidad mecánica de hasta 140 bares (2 030 psi) y de
presiones bajas de funcionamiento de columnas.

ü PL aquagel-OH; 8 µm
ü PL aquagel-OH 20; 5 µm
ü PL aquagel-OH MIXED-M; 8 µm

Biopolímeros polidispersos,
polisacáridos, derivados de la
celulosa

2 o 3 PL aquagel-OH
ü PL aquagel-OH MIXED-H; 8 µm
ü PL aquagel-OH 60/50/40; 8 µm

Polímeros con peso molecular 
muy alto, ácidos hialurónicos,
almidones, resinas

PL aquagel-OH 60/50/40; 15 µm; 
en serie
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Agilent Bio SEC-3
• Excepcional capacidad de carga, estabilidad y reproducibilidad en separaciones de biomoléculas por

tamaño
• Picos más marcados, mayor resolución y mejor recuperación de proteínas
• Separaciones más rápidas que con las columnas SEC de partículas grandes
• Compatibilidad con la mayoría de los tampones acuosos
• Magnífica estabilidad en condiciones con alto o bajo contenido en sal

Las columnas HPLC Agilent Bio SEC-3 cuentan con la más moderna tecnología para la cromatografía de
exclusión por tamaño (SEC). Están empaquetadas con partículas esféricas de sílice de 3 µm con una
estrecha distribución y  recubiertas de una capa hidrofílica patentada. Esta fina capa polimérica se une
químicamente a la sílice puro mecánicamente estable en condiciones controladas, lo que garantiza una
partícula de exclusión por tamaño muy eficaz.

Las columnas HPLC Agilent Bio SEC-3 están disponibles con tamaños de poro de 100Å, 150Å y 300Å para
acomodarse a la mayoría de las separaciones por exclusión de tamaños de proteínas y péptidos.

Especificaciones de columna

Tamaño de poro Tamaño de partícula Rango de PM Intervalo de pH Presión máxima Velocidad de flujo
100 Å 3 µm 100-100 000 2-8,5 240 bares, 3 500 psi 0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)

0,1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)
150 Å 3 µm 500-150 000 2-8,5 240 bares, 3 500 psi 0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)

0,1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)
300 Å 3 µm 5 000-1 250 000 2-8,5 240 bares, 3 500 psi 0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)

0,1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)

RECOMENDACIONES Y HERRAMIENTAS

Los viales desactivados o silanizados poseen superficies inertes que no interactuarán con metales, compuestos biológicos o proteínas, 
y no provocarán cambios de pH. Evite los viales de polipropileno convencionales para compuestos biológicos o sensibles a la luz.
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Curvas de calibración - Bio SEC-3
Columna: Bio SEC-3

7,8 x 300 mm, 3 µm
Fase móvil: Tampón de sodio, 150 mM, pH 7,0

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Detector: UV

Proteínas PMt 300 Å 150 Å 100 Å

Tiroglobulina 670000 6.34 5.50 5.63

Gammaglobulina 158000 8.03 6.24 5.74

Seroalbúmina bovina 67000 8.90 7.00 6.03

Ovoalbúmina 45000 9.57 7.70 6.41

Mioglobina 17000 10.12 8.50 7.10

Ribonucleasa A 12700 10.40 8.80 7.46

Vitamina B12 1350 11.90 11.40 10.20
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Separación de monómeros y dímeros de 
MAb intactos
Columna: Bio SEC-3, 300Å

5190-2511
7,8 x 300 mm, 3 µm

Tampón: Tampón de fosfato sódico, pH 7,0, 150 mM

Isocrática: Tampón A al 0-100% desde 0-30 min

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Muestra: Anticuerpo monoclonal de CHO humanizado,
5 mg/ml, intacto

Inyección: 5 µl

Detector: UV, 220 nm

Temperatura: Ambiente

Monómero

Dímero
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Comparación de Agilent Bio SEC-3 con una
columna de otro fabricante en el análisis de
un anticuerpo monoclonal
Columna: Bio SEC-3, 300Å

5190-2511
7,8 x 300 mm, 3 µm

Columna: Competidor 7,8 x 300 mm

Fase móvil: Fosfato sódico 150 mM + sulfato sódico 
100 mM (con sal)
Fosfato sódico 150 mM (sin sal)

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Detector: 220 nm

Muestra: MAb (2 mg/ml)
Mono_Dimer1
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Agilent Bio SEC-3 Columna del competidor

Monómero

DímeroCon sal

Sin sal

Análisis de monómeros y dímeros de anticuerpos monoclonales mediante 
Agilent Bio SEC-3 y una columna de otros fabricantes

Eluyente Columna
Relación resolución
monómero: dímero

Eficacia
monómero

Porcentaje
dímero

Con sal Agilent 2,04 7.518 0,59
Con sal Otros fabricantes 1,88 3.967 0,59
Sin sal Agilent 2,08 7.942 0,60
Sin sal Otros fabricantes 1,92 4.164 0,57

Monómero

Dímero
Con sal

Sin sal
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Selección de tamaño de poro
La selección del tamaño de poro del medio influirá en la resolución de la SEC. Puesto que la separación se basa en las diferencias de tamaño
molecular en disolución, la muestra debe ser capaz de penetrar la estructura porosa de las partículas. Si los poros son demasiado pequeños,
excluirán las muestras, que se eluirán en el volumen muerto de la columna; si son demasiado grandes, todas las partículas penetrarán y se
producirá muy poca separación.

Selección de tamaño de poro: proteínas
Columna A: Bio SEC-3, 100Å

5190-2503
4,6 x 300 mm, 3 µm

Columna B: Bio SEC-3, 150Å
5190-2508
4,6 x 300 mm, 3 µm

Columna C: Bio SEC-3, 300Å
5190-2513
4,6 x 300 mm, 3 µm

Fase móvil: Na2HPO4 50 mM, NaH2PO4 50 mM +
NaCl 0,15 M, pH 6,8

Velocidad de flujo: 0,35 ml/min

Detector: UV a 220 nm

Muestra: Mezcla de patrones de filtración por
gel BioRad
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Selección de tamaño de poro: 
IgG de ratón
Columna A: Bio SEC-3, 100Å

5190-2503
4,6 x 300 mm, 3 µm

Columna B: Bio SEC-3, 150Å
5190-2508
4,6 x 300 mm, 3 µm

Columna C: Bio SEC-3, 300Å
5190-2513
4,6 x 300 mm, 3 µm

Fase móvil: Na2HPO4 50 mM, NaH2PO4 50 mM +
NaCl 0,15 M, pH 6,8

Velocidad de flujo: 0,35 ml/min

Detector: UV, 220 nm

Muestra: IgG de ratón

PoreSz_Mouse
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1. Dímero
2. Monómero
3. Fragmento de monómero
4. Azida

1. Agregados de tiroglobulina
2. Tiroglobulina
3. IgA
4. g-globulina
5. Ovoalbúmina
6. Mioglobina
7. Vitamina B12
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Longitud de la columna
Cuando el tiempo de separación es un parámetro crítico, se utilizan columnas más cortas rellenas con medios de 3 µm de la máxima eficacia.
En las columnas más cortas se utilizan velocidades de flujo mayores para reducir el tiempo de análisis sin comprometer la calidad de los datos
(cuantificación de monómeros y dímeros de anticuerpos monoclonales).

150 mm 300 mm

Dímero

1,5 ml/min 1,0 ml/min

Monómero

DímeroCon sal

Sin sal

Comparación de la longitud de columna de
Agilent Bio SEC-3, 150 mm
Columna: Bio SEC-3, 300Å

5190-2512
7,8 x 150 mm, 3 µm

Fase móvil: Fosfato sódico 150 mM

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min (56 bar), 1,5 ml/min (75 bar)

Detector: 220 nm

Muestra: MAb (2 mg/ml)

Comparación de la longitud de columna 
Agilent Bio SEC-3, 300 mm
Columna: Bio SEC-3, 300Å

5190-2511
7,8 x 300 mm, 3 µm

Fase móvil: Fosfato sódico 150 mM + sulfato sódico 100 mM
(con sal)
Fosfato sódico 150 mM (sin sal)

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Detector: UV, 220 nm

Muestra: MAb (2 mg/ml)

Monómero

Dímero

Monómero
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Agilent Bio SEC-3

Tamaño (mm)
Tamaño de partícula

(µm)

Bio SEC-3
100 Å
USP L33

Bio SEC-3
150 Å
USP L33

Bio SEC-3
300Å
USP L33

7,8 x 300 3 5190-2501 5190-2506 5190-2511
7,8 x 150 3 5190-2502 5190-2507 5190-2512
4,6 x 300 3 5190-2503 5190-2508 5190-2513
4,6 x 150 3 5190-2504 5190-2509 5190-2514
7,8 x 50, Precolumna 3 5190-2505 5190-2510 5190-2515
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Bio SEC-5 Agilent
• Recuperación máxima en una amplia gama de separaciones de biomoléculas por tamaño
• Magnífica reproducibilidad y vida útil de la columna
• Excelente estabilidad, incluso en condiciones de pH alto, y alto y bajo contenido en sal
• Compatibilidad con la mayoría de los tampones acuosos

Las columnas HPLC Agilent Bio SEC-5 se rellenan con partículas de sílice de 5 µm recubiertas con 
una capa hidrófila neutra patentada para lograr la máxima eficacia y estabilidad. El relleno especialmente
diseñado también suministra un gran volumen de poro, que mejora tanto la resolución y capacidad de picos.

Las columnas Bio SEC-5 están disponibles con partículas de 5 µm con unos tamaños nominales de poro 
de 100 Å, 150 Å, 300 Å, 500 Å, 1.000 Å y 2.000 Å.

Especificaciones de columna

Tamaño de poro Tamaño de partícula Rango de PM Intervalo de pH Presión máxima Velocidad de flujo
100 Å 5 µm 100-100 000 2-8,5 240 bares, 3 500 psi 0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)

0,1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)
150 Å 5 µm 500-150 000 2-8,5 240 bares, 3 500 psi 0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)

0,1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)
300 Å 5 µm 5 000-1 250 000 2-8,5 240 bares, 3 500 psi 0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)

0,1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)
500 Å 5 µm 15 000-5 000 000 2-8,5 240 bares, 3 500 psi 0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)

0,1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)
1 000 Å 5 µm 50 000-7 500 000 2-8,5 240 bares, 3 500 psi 0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)

0,1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)
2 000 Å 5 µm >10,000,000 2-8,5 240 bares, 3 500 psi 0,1-1,25 ml/min (7,8 mm d.i.)

0,1-0,4 ml/min (4,6 mm d.i.)
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Curvas de calibración - Bio SEC-5
Columna: Bio SEC-5

7,8 x 300 mm, 5 µm
Fase móvil: Tampón de sodio, 150 mM, pH 7,0

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Detector: UV
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Descripción comparativa

Separación de una mezcla de proteínas en una columna de HPLC
Agilent Bio SEC-5 y una columna Tosoh TSK-Gel. Se puede observar una
mayor nitidez y resolución en la columna de HPLC Agilent Bio SEC-5.

1. Tiroglobulina, 5,43 min
2. Dímero de seroalbúmina bovina, 

6,19 min
3. Monómero de seroalbúmina bovina,

6,93 min
4. Ribonucleasa A, 8,74 min
5. Poli-DL-alanina (1-5 kDa), 9,90 min
6. Uracilo, 12,13 min

1. Tiroglobulina, 5,64 min
2. Dímero de seroalbúmina bovina, 6,23 min
3. Monómero de seroalbúmina bovina, 

7,02 min
4. Ribonucleasa A, 9,22 min
5. Poli-DL-alanina (1-5 kDa), 10,02 min
6. Uracilo, 11,81 min

Agilent Bio SEC-5, 
150 Å

TSK G2000SWxl

Columna: Bio SEC-5
5190-2521
7,8 x 300 mm, 5 µm

Fase móvil: Tampón de sodio, 150 mM, pH 7,0

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Detector: UV

Proteínas
Peso
molecular

Volumen de retención

1 000 Å 500 Å 300 Å 150 Å 100 Å

Tiroglobulina 670000 10.07 8.23 7.03 5.82 5.77

Gammaglobulina 158000 10.88 9.80 8.57 6.55 5.79

Seroalbúmina bovina 67000 11.13 10.44 9.44 7.29 6.00

Ovoalbúmina 45000 11.28 10.83 9.89 7.90 6.40

Mioglobina 17000 11.44 11.28 10.42 8.66 7.05

Ribonucleasa A 12700 11.52 11.41 10.58 8.93 7.32

Vitamina B12 1350 12.00 12.59 11.78 11.49 10.30
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Reproducibilidad excepcional entre
lotes
Columna: Bio SEC-5, 150Å

5190-2521
7,8 x 300 mm, 5 µm

Fase móvil: Tampón de fosfato, 150 mM,
pH 7,0

1 
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Después de 
300 inyecciones

Tercer análisis

1. Tiroglobulina
2. Seroalbúmina bovina
3. Ribonucleasa A
4. Uracilo

La mezcla de cuatro proteínas presenta
una excelente reproducibilidad del tiempo
de retención en 300 inyecciones y en 
tres columnas de distintos lotes de
fabricación.

Comparación entre Agilent Bio SEC-3 y Agilent Bio SEC-5

Análisis de anticuerpo monoclonal
Columna: Bio SEC-3, 300Å

5190-2511
7,8 x 300 mm, 3 µm

Columna: Bio SEC-5, 300Å
5190-2526
7,8 x 300 mm, 5 µm

Fase móvil: Fosfato sódico 150 mM, pH 7

Velocidad de flujo: 1 ml/min

Detector: UV a 220 nm

Muestra: Anticuerpo monoclonal humanizado

1. Dímero
2. Monómero
3. Fragmento de monómero

La columna de 3 µm ofrece una separación mejor.

3 µm

5 µm

ReproducibilidadVida útil
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Bio SEC-5 Agilent

Tamaño 
(mm)

Tamaño de
partícula (µm)

Bio SEC-5
100 Å
USP L33

Bio SEC-5
150 Å
USP L33

Bio SEC-5
300 Å
USP L33

Bio SEC-5
500 Å
USP L33

Bio SEC-5
1 000 Å
USP L33

Bio SEC-5
2 000 Å
USP L33

7,8 x 300 5 5190-2516 5190-2521 5190-2526 5190-2531 5190-2536 5190-2541
7,8 x 150 5 5190-2517 5190-2522 5190-2527 5190-2532 5190-2537 5190-2542
4,6 x 300 5 5190-2518 5190-2523 5190-2528 5190-2533 5190-2538 5190-2543
4,6 x 150 5 5190-2519 5190-2524 5190-2529 5190-2534 5190-2539 5190-2544
7,8 x 50, Precolumna 5 5190-2520 5190-2525 5190-2530 5190-2535 5190-2540 5190-2545

Utilice el organizador de Agilent para optimizar su sistema LC 1290 Infinity con el fin de obtener una dispersión
ultrabaja y mejorar así el rendimiento de las columnas de alta eficacia. Encontrará información adicional en la
nota de aplicación 5990-9502EN que podrá encontrar en www.agilent.com/chem/library

RECOMENDACIONES Y HERRAMIENTAS
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ProSEC 300S
• Partículas de polímero mecánicamente resistentes que no destiñen durante su uso
• Columna única con rango de resolución lineal ampliado
• Dimensiones de columna para su uso con sistemas con detectores múltiples

La columna Agilent ProSEC 300S está específicamente diseñada como solución de columna única para el
análisis de proteínas globulares. La selección y optimización del tamaño del poro permite ampliar el rango
de resolución lineal, por lo que esta única columna se puede usar para analizar todo el rango de proteínas
globulares.

Las partículas son extremadamente resistentes y no se fragmentan durante su uso para el filtrado por
arrastre de sustancias particuladas. El resultado son unas líneas base excepcionalmente estables que 
hacen que esta columna sea la opción ideal para usar con detectores de dispersión de luz.

Dos dimensiones de columna, d.i. de 7,5 mm y d.i. de 4,6 mm, aptos para la cromatografía de exclusión 
por tamaño con detectores múltiples, ofrecen opciones para el análisis de pequeñas masas.

Especificaciones de la columna ProSEC 300S

Fase ligada
Tamaño 
de poro

Tamaño de
partícula

Rango de PM 
de proteínas

Intervalo
de pH Velocidad de flujo Presión máxima

ProSEC 300S 300 Å 5 µm 1 500-800 000 2-7,5 <1,5 ml/min (7,5 mm d.i.) 250 bares, 
3 700 psi<0,5 ml/min (4,6 mm d.i.)

ProSEC 300S
Tamaño (mm) Tamaño de partícula (µm) Referencia
4,6 x 250 5 PL1547-5501
7,5 x 300 5 PL1147-6501
Precolumna
4,6 x 50 5 PL1547-1501
7,5 x 50 5 PL1147-1501
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Calibración de la columna ProSEC 300S 
con proteínas globulares
Fase móvil: KH2PO4-K2HPO4 50 mM (pH 6,8) 

con NaCl 0,3 M

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Detector: UV, 280 nm

Muestra: Muestras de proteínas

Pesos moleculares de las proteínas
PM/Daltons Proteína
670.000 Tiroglobulina
155.000 g-Globulina
66.430 Seroalbúmina bovina
44.287 Ovoalbúmina
29.000 Anhidrasa carbónica
16.700 Mioglobulina
12.384 Citocromo C
1.423 Bacitracina

Análisis de seroalbúmina bovina mediante
dispersión de luz con el uso de columnas
ProSEC 300S
Columna: ProSEC 300S

PL1147-6501
7,5 x 300 mm, 5 µm

Fase móvil: Agua + 120 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 
10 mM NaH2PO4

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Detector: Índice de refracción diferencial + detector de
dispersión de luz de doble ángulo PL-GPC 50

Muestra: Seroalbúmina bovina

Pesos moleculares
Monómero 66.900 daltons, 88,5%
Dímero 134.900 daltons 

(2,02 x peso molecular del monómero), 9,8%
Trímero 197.000 daltons 

(2,94 x peso molecular del monómero), 1,2%
Tetrámero 279.300 daltons 

(5,17 x peso molecular del monómero), 0,5%
0

BovineSerAlb
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Superposición de un ejemplo de índice de refracción diferencial y dispersión de luz de doble ángulo.

Agregación

Tetrámero
Trímero Dímero

Monómero
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Superposición de radiación UV y dispersión de
la luz de 90° para una muestra de g-globulinas,
que ilustra los picos de monómeros, dímeros y
trímeros
Columna: ProSEC 300S

PL1147-6501
7,5 x 300 mm, 5 µm

Fase móvil: KH2PO4 0,1 M con NaCl 0,3 M, pH 8,0

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Temperatura: 5 °C

Detector: UV a 310 nm + detector de dispersión 
de luz de doble ángulo PL-GPC 50

Muestra: Proteínas
UV_Overlay
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Superposición de radiación UV y dispersión 
de la luz de 90° para una muestra de BSA, 
que ilustra los picos de monómeros, dímeros,
trímeros y agregados
Columna: ProSEC 300S

PL1147-6501
7,5 x 300 mm, 5 µm

Fase móvil: KH2PO4 0,1 M con NaCl 0,3 M, pH 8,0

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Temperatura: 5 °C

Detector: UV a 310 nm + detector de dispersión 
de luz de doble ángulo PL-GPC 50

Muestra: Proteínas

UV_Overlay_BSA
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Columnas de filtración en gel ZORBAX 
GF-250 y GF-450
• Alta eficacia y reproducibilidad un tiempo corto de análisis.
• Dimensiones de columna preparativa o semipreparativa.
• Compatible con modificadores orgánicos y desnaturalizantes.
• Amplio rango de pH utilizable (pH de 3 a 8).

Las columnas de exclusión por tamaño (filtración en gel) Agilent ZORBAX GF-250 y GF-450 son 
ideales para separaciones por tamaño de proteínas y otras biomoléculas. El rango de separación es de 
4.000 a 900.000 para proteínas globulares usando las columnas GF-250 y GF-450 en serie. Las columnas
de exclusión por tamaño GF-250/GF-450 tienen una fase ligada diol hidrofílica para conseguir una alta
recuperación de proteínas (generalmente >90%) y una exclusiva modificación con zirconio de la sílice para
ampliar el rango de pH de 3 a 8. Las columnas GF-250 y GF-450 están rellenas con microesferas porosas
de sílice de tamaño bien definido, con estrechas distribuciones de tamaño de poro y tamaño de partícula. 
El resultado es una columna de exclusión por tamaño altamente eficiente, robusta y reproducible para la
separación de proteínas con flujos de hasta 3 ml/min. Estas columnas son compatibles con modificadores
orgánicos (<25%) y desnaturalizantes añadidos a la fase móvil para impedir que se agreguen proteínas y
así conseguir una correcta determinación de tamaños. Entre sus aplicaciones habituales están las separa-
ciones de monómeros, dímeros y agregados proteicos, la desalinización, la estimación de pesos moleculares
de proteínas y separaciones de proteínas modificadas.

Especificaciones de columnas

Fase ligada
Tamaño de

poro
Tamaño de 
partícula

Rango de 
PM

Superficie
específica

Rango de
pH

Velocidad
de flujo

Presión
máxima

ZORBAX GF-250 150 Å 4 µm 4.000-400.000 140 m2/g 3,0-8,0 <3,0 ml/min 350 bares
ZORBAX GF-450 300 Å 6 µm 10.000-900.000 50 m2/g 3,0-8,0 <3,0 ml/min 350 bares

Las especificaciones solo representan los valores típicos.

Columnas de filtración en gel GF-250
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Volumen de retención frente a log (PM) 
para los patrones Bio-Rad separados 
en una columna Agilent ZORBAX GF-250
Columna: ZORBAX GF-250

884973-901
9,4 x 250 mm, 4 µm

Fase móvil: Fosfato sódico 200 mM, pH 7,0

Temperatura: Ambiente

Detector: UV (254 nm)

Retention volume (mL)
Lo

g 
(M

W
)

Tiroglobulina (670 kDa)

Gammaglobulina (158 kDa)

Ovoalbúmina (44 kDa)
Mioglobulina (17 kDa)

Vitamina B12 (1,35 kDa)
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6

5 10 15

0 5 10 15
Tiempo de retención (min)

ZORBAX GF-250

ZORBAX GF-450

1. Tiroglobulina
2. Catalasa
3. Seroalbúmina bovina
4. ß-lactoglobulina B
5. Mioglobina
6. Tir-Gli-Gli

Separaciones de proteínas en columnas
preparativas
Columna: ZORBAX GF-250

884973-901
9,4 x 250 mm, 4 µm

Columna: ZORBAX GF-450
884973-902
9,4 x 250 mm, 6 µm

Fase móvil: Na2HPO4 0,2 M, pH 7,0

Velocidad de flujo: 5,0 ml/min

Detector: 280 nm

Muestra: 200 µl
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Columnas de filtración en gel ZORBAX GF-250 (USP L33) y GF-450 (USP L35)

Hardware Descripción
Tamaño
(mm)

Tamaño de
partícula (µm) Referencia

GF-250, 150 Å 9,4 x 250 4 884973-901
GF-250, 150 Å 4,6 x 250 4 884973-701
GF-450, 300 Å 9,4 x 250 6 884973-902

Salvacolumnas (requieren soporte)
Pre-columna GF-250 Diol, 2/paq. 9,4 x 15 6 820675-111
Pre-columna GF-250 Diol, 4/paq. 4,6 x 12,5 6 820950-911
Pre-columna GF-450 Diol, 2/paq. 9,4 x 15 6 820675-111
Pre-columna GF-250 Diol, 4/paq. 4,6 x 12,5 6 820950-911
Kit de hardware de precolumna prep. 840140-901
Kit de soporte de la precolumna 820999-901

Columnas PrepHT
PrepHT GF-250, 150 Å 21,2 x 250 6 877974-901
PrepHT GF-450, 300 Å 21,2 x 250 6 877974-910
Conexione terminales PrepHT, 2/paq. 820400-901
Precolumna PrepHT GF-250, 2/paq. 17,0 x 7,5 5 820212-911
Precolumna PrepHT GF-450, 2/paq. 17,0 x 7,5 5 820212-911
Hardware de precolumna 820444-901
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Cromatografía por afinidad
La cromatografía por afinidad es una técnica eficaz que aprovecha las ventajas de las interacciones
moleculares de gran especificidad, con frecuencia entre proteínas específicas (por ejemplo, antígeno-
anticuerpo). Agilent ofrece varios productos especializados de afinidad, una columna de proteína A
monolítica para el aislamiento y la cuantificación de IgG, y una serie de varios sistemas de eliminación 
por afinidad múltiple para la eliminación de proteínas de alta abundancia en muestras biológicas.

Columnas para 
HPLC de proteínas A Agilent Bio-Monolith
• Diseñadas para la separación analítica de todas las IgG (humanas y de ratón), 

excepto la IgG de clase 3.
• Separaciones independientes del flujo; la ausencia de difusión, poros y volúmenes 

muertos hacen que el transporte entre las fases móvil y estacionaria sea muy rápido.
• Separaciones tremendamente rápidas que agilizan el tiempo de desarrollo de métodos 

y reducen los costes.
• La fijación de los parámetros del método requiere mucho menos tiempo y tampón.

Las columnas para HPLC de proteínas A Agilent Bio-Monolith forman parte de la familia 
de columnas Agilent Bio-Monolith. Las columnas para proteínas A Bio-Monolith son compatibles 
con sistemas de HPLC y LC preparativa, incluidos los sistemas HPLC Agilent 1100 y 1200.

RECOMENDACIONES 
Y HERRAMIENTAS
Para obtener información sobre
columnas de intercambio iónico 
Bio-Monolith, vaya a las 
páginas 412–415.

Columna Bio-Monolith proteína A, 5069-3639
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Bio-Monolith proteína A
Columna Descripción Aplicaciones clave Referencia
Bio-Monolith 
proteína A

La columna de proteína A por afinidad está
diseñada para la separación analítica de todos los
IgG (procedentes de humanos y de ratones),
excepto IgG clase 3.

ü Determinación cuantitativa de IgG 
(cálculo del valor cuantitativo de la fermentación)

5069-3639

RECOMENDACIONES 
Y HERRAMIENTAS

Encontrará más información en la
siguiente nota de la aplicación:

Rapid Human Polyclonal IgG
Quantification Using the Agilent Bio-
Monolith Protein A HPLC Column 
(n.º de publicación 5989-9733EN)

www.agilent.com/chem/library

Especificaciones de columnas
Dimensiones 5,2 mm x 4,95 mm
Volumen de columna 100 µl
Presión máxima 150 bares (15 MPa, 2.200 psi)
Valor mínimo/máximo de
temperatura

Trabajo: 4-40 °C
Almacenamiento: 4-30 °C

pH recomendado Rango operativo: 2-13
Limpieza in situ: 1-14

Materiales de construcción Carcasa: acero inoxidable 
Relleno: poli(glicidil metacrilato-co-etileno dimetacrilato) 
monolítico muy poroso 

Identificador del anillo de color Bio-Monolith proteína A: blanco
Fecha de caducidad Proteína A: 12 meses 
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Cuantificación rápida de la IgG policlonal humana
mediante la columna para HPLC de proteína A
Agilent Bio-Monolith
Columna: Proteína A

5069-3639
5,2 x 4,95 mm

Fase móvil: Tampón PBS, pH 7,4
Ácido acético 0,5 M, pH 2,6

Velocidad de flujo: 1 ml/min
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Análisis SDS PAGE de las fracciones resultantes de la separación.

Selectividad de la columna de proteína A Bio-Monolith para la IgG a partir de plasma humano. La IgG se enlaza a la proteína A, se aplica un gradiente gradual del 100% del
tampón B y se eluye la IgG en 1,5 min.

Clave:

Vía 1: suero completo antes de la separación

Vía 2: IgG estándar

Vía 3: pico 1 (fracción de flujo continuo)

Vía 4: pico 2 (fracción ligada a la proteína A; es decir IgG1 e IgG2)

Gradiente: Gradiente en el proceso completo: 100% del tampón
A-100% del tampón B-100% del tampón A (0,5 min cada paso)

Detector: Un sistema HPLC con gradiente a alta presión, 
Agilent 1200 - UV a 280 nm

Muestra: Plasma humano diluido con tampón de ligado 
(tampón PBS, pH 7,4)
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Reactivos proteómicos y sistema de
fraccionamiento de proteínas de Agilent
• Análisis mediante LC/MS de muestras biológicas
• Preparación para análisis electroforético
• Preparación de muestras para detección de biomarcadores
• Validación de instrumentos y flujos de trabajo
• Inmunodepleción económica
• Desalinización, concentración y fraccionamiento de muestras

Para poder aislar e identificar más fácilmente las proteínas de muestras biológicas, como suero, plasma 
y líquido cefalorraquídeo (LCR), se ha diseñado el sistema de eliminación por afinidad múltiple de Agilent
para eliminar cromatográficamente las proteínas de alta abundancia interferentes de las muestras biológicas.
La eliminación de estas proteínas abundantes mejora el análisis posterior de la muestra mediante LC/MS y
electroforesis porque amplía significativamente el rango dinámico.

Para el fraccionamiento y desalinización de muestras se ha diseñado la columna de alta recuperación de
proteínas Agilent mRP-C18, que desaliniza, concentra y fracciona simultáneamente en un sencillo paso, 
con una recuperación de muestras extremadamente alta en comparación con las columnas RP HPLC
convencionales, y es completamente compatible con el análisis de LC/MS.

Además hay disponible una gama de reactivos validados para la preparación de muestras en la detección
de biomarcadores y otras aplicaciones proteómicas, incluido un patrón complejo, tripsina de grado pro-
teómico y una solución de extracción de proteínas embebida en parafina fijada en formalina (FFPE). 
Para su comodidad, estos reactivos son completamente compatibles con los métodos de LC/MS de 
Agilent y no requieren tratamientos previos adicionales de las muestras. Nuestras configuraciones
personalizadas solucionarán sus necesidades para grandes volúmenes.

Requisitos de gran volumen o columnas con medidas especiales  también se pueden abordar con nuestras
configuraciones personalizadas.
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Sistema de eliminación por afinidad múltiple
El sistema de eliminación por afinidad múltiple Agilent permite identificar y caracterizar proteínas y
biomarcadores de baja abundancia y alto valor presentes en el suero, el plasma y otros fluidos biológicos.

El sistema de eliminación por afinidad múltiple elimina, de manera reproducible y específica, 14 proteínas
muy  abundantes en fluidos biológicos humanos y 3 proteínas muy abundantes en fluidos biológicos de ratón.

El sistema de eliminación por afinidad múltiple está disponible en diversos tamaños de columna LC y en
formato de cartucho centrífugo. Al combinarse con tampones optimizados Agilent, filtros centrífugos
adecuados y concentradores,el sistema de eliminación por afinidad múltiple Agilent crea una solución
automatizada, reducida e íntegra compatible con la mayoría de instrumentos de LC (columnas) y
centrifugadores compactos (cartuchos centrífugos).

Las muestras reducidas con el sistema de eliminación por afinidad múltiple están preparadas para 
realizar análisis posteriores, como electroforesis en gel 2-D, LC/MS y otras técnicas analíticas.

Sistema de eliminación por afinidad múltiple
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Guía para la selección del sistema de eliminación por afinidad múltiple

Producto Proteínas eliminadas
Proteína total

eliminada Dimensiones Capacidad de carga Referencia
MARS Human-14 Albúmina, IgG, antitripsina, IgA,

transferrina, haptoglobina, fibrinógeno,
macroglobulina alfa2, glicoproteína ácida
alfa1, IgM, apolipoproteína AI, apolipo-
proteína AII, complemento C3,
transtiretina

94% Cartucho 
centrífugo

8 - 10 µl 5188-6560

4,6 x 50 mm 20 µl 5188-6557
4,6 x 100 mm 40 µl 5188-6558

10,0 x 100 mm 250 µl 5188-6559
MARS Human-7 Albúmina, IgG, IgA, transferrina,

haptoglobina, antitripsina y fibrinógeno.
88-92% Cartucho centrífugo 12 - 14 µl 5188-6408

4,6 x 50 mm 30 - 35 µl 5188-6409
4,6 x 100 mm 60 - 70 µl 5188-6410

10,0 x 100 mm 250 - 300 µl 5188-6411
MARS Human-6 Albúmina, IgG, IgA, transferrina,

haptoglobina y antitripsina.
85-90% Cartucho centrífugo 7 - 10 µl 5188-5230

4,6 x 50 mm 15 - 20 µl 5185-5984
4,6 x 100 mm 30 - 40 µl 5185-5985

MARS Human-6
de alta capacidad

Albúmina, IgG, IgA, transferrina,
haptoglobina y antitripsina.

85-90% Cartucho centrífugo 14 - 16 µl 5188-5341
4,6 x 50 mm 30 - 40 µl 5188-5332

4,6 x 100 mm 60 - 80 µl 5188-5333
10,0 x 100 mm hasta 340 µl 5188-5336

MARS Human-2 Albúmina, IgG 69% Cartucho de centrífuga 50 µl 5188-8825
4,6 x 50 mm 100 µl 5188-8826

MARS Human-1 Albúmina 50-55% Cartucho de centrífuga 65 µl 5188-5334
4,6 x 50 mm 130 µl 5188-6562

MARS Mouse-3 Albúmina, IgG, transferrina. 80% Cartucho centrífugo 25 - 30 µl 5188-5289
4,6 x 50 mm 37 - 50 µl 5188-5217

4,6 x 100 mm 75 - 100 µl 5188-5218
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Ilustración de las proteínas de alta abundancia eliminadas por las columnas y cartuchos
centrífugos de eliminación por afinidad múltiple de Agilent

Transferrina

Fibrinógeno

IgA

Haptoglobina

a1-antitripsina

IgG

Albúmina

15%

Complemento C3

a1-Glicoproteína ácida

a2-macroglobulina

6% restante para análisis

Apolipoproteínas AI

Apolipoproteínas, todas

IgM

Transtiretina

RECOMENDACIONES 
Y HERRAMIENTAS
Obtenga más información acerca 
de la cartera completa de servicios en
www.agilent.com/chem/services
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Kit de iniciación de reactivos de columna de LC,
5185-5986

Kits de iniciación del sistema de eliminación por
afinidad múltiple
Los kits de iniciación de reactivos de columna de LC y de cartucho centrífugo incluyen todos los consumibles
necesarios para el sistema de eliminación por afinidad múltiple. Estos tampones proporcionan unas
condiciones óptimas para la vida útil de la columna y la reproducibilidad de la muestra.

• Los kits proporcionan suficiente Tampón A y Tampón B para, aproximadamente, 200 reducciones 
de muestras, utilizando columnas de LC de 4,6 x 50 mm y, aproximadamente, 100 reducciones de
muestras, con columnas de LC de 4,6 x 100 mm y 200 usos de cartuchos centrífugos.

• El Tampón A, tampón de carga, minimiza las interacciones de proteína a proteína, y permite 
que las proteínas de baja abundancia, con frecuencia enlazadas a proteínas de alta abundancia,
atraviesen la columna, mientras que las proteínas de alta abundancia diana quedan unidas a sus
anticuerpos asociados.

• A continuación, el Tampón B, tampón de elución, interrumpe la interacción entre anticuerpos 
y proteínas y eluye las proteínas de alta abundancia fuera de la columna.

Kits de iniciación del sistema de eliminación por afinidad múltiple
Descripción Referencia
Kit de iniciación de reactivos de columna de LC
Incluye: 

5185-5986

Tampón A, 1 l, para cargado, lavado y equilibrado, 5185-5987
Tampón B, 1 l, para elución 5185-5988
Acetato de celulosa de 0,22 µm, 25/paq, 5185-5990
Concentradores centrífugos, MWCO de 5 KDa, 4 ml, 25/paq 5185-5991

Kit de reactivos para cartuchos centrífugos de eliminación por afinidad múltiple
Incluye: 

5188-5254

Tampón A, 1 l, para cargado, lavado y equilibrado 5185-5987
Tampón B, 1 l, para elución 5185-5988
Filtros centrífugos, Acetato de celulosa de 0,22 µm, 25/paq, cantidad: 2 5185-5990
Concentradores centrífugos, MWCO de 5 KDa, 4 ml, 25/paq 5185-5991
Adaptadores de cierre luer, 2/paq. 5188-5249
Jeringas de plástico de 5 ml y cierre luer, 2/paq. 5188-5250
Microtubo, 1,5 ml, rosca, 100/paq, cantidad: 6 5188-5251
Tapones y cierres, 6/paq 5188-5252
Agujas de PTFE, cierre luer, 10/paq. 5188-5253

Tampón para dilución de muestras de alta concentración, 50 ml 5188-8283

Adaptadores de cierre Luer 5188-5249

Adaptadores de cierre luer 5188-5253
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Columnas de proteínas de alta recuperación 
mRP-C18
La columna de proteínas de alta recuperación mRP (fase inversa macroporosa) C18 está diseñada 
para una alta recuperación, alta resolución de separación y fraccionamiento y la desalinización simultánea
de muestras complejas de proteínas (como suero inmunorreducido o proteínas plasmáticas).

Columnas de proteínas de alta recuperación mRP-C18
Descripción Capacidad de carga de proteínas
mRP-C18, 0,5 x 100 mm 10 ng - 5 µg 5188-6510
mRP-C18, 2,1 x 75 mm 8 - 85 µg 5188-6511
mRP-C18, 4,6 x 50 mm 40 - 380 µg 5188-5231

Reactivos proteómicos para el análisis mediante
LC/MS
El patrón proteómico complejo de Agilent es un extracto de proteínas Pfu soluble que contiene más 
de 1500 proteínas. Junto con nuestra tripsina apta para proteómica, tratada con TPCK, constituye 
la combinación ideal para la validación del flujo de trabajo en la detección de biomarcadores 
mediante LC/MS y otros estudios proteómicos.

Reactivos proteómicos para el análisis mediante LC/MS
Descripción Referencia
Patrón proteómico complejo 400510
Tripsina apta para proteómica 204310

• Se ha observado una recuperación de muestra de proteína superior al 95-99% con suero
inmunorreducido utilizando la columna LC del sistema Agilent de eliminación por afinidad múltiple.

• Puede cargar hasta 380 µg de masa proteica total sin reducir la resolución cromatográfica de las
proteínas.

• Columna rellena con partículas de sílice de 5 µm ultrapura macroporosa ligada con C18 diseñadas
para reducir o eliminar la fuerte adsorción de proteínas.

• Presión máxima de funcionamiento de 250 bares (4.000 psi).
• Compatible con agua y disolventes orgánicos comunes.

Columna de proteínas de alta recuperación 
mRP-C18, 4,6 x 50 mm, 5188-5231

Referencia
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Fraccionamiento de proteínas de muestras complejas en la
columna mRP

MRPC18
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Lisado celular HeLa (352 µg)

"Top-6" reducción de suero humano Preparación de rafts de lípidos de membrana de cerebro humano
(500 µg)

Membranas preparativas de HeLa Máxima recuperación

mRP-C18, 4.6 x 50 mm

Lípidos

Columna de alta recuperación de proteínas mRP-C18, 0,5 x 100 mm, 5188-6510
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Desarrollo de métodos
Métodos para columnas ZORBAX
Esta estrategia de selección de columnas ZORBAX para proteínas y péptidos proporciona información crítica sobre el desarrollo de métodos para proteínas o
polipéptidos.

Péptidos, polipéptidos, proteínas
PM <50 kDa

Fase ligada inicial

StableBond 300SB-C8
Las columnas 300SB son columnas de poro extragrande con una vida
útil inigualable en fases móviles que contienen TFA. Esto las convierte
en la opción ideal para separaciones de péptidos y proteínas.

• C8 es una excelente opción de fase ligada inicial por su
hidrofobicidad moderada

• C18 y C8 suelen seleccionarse para péptidos y digestiones 
de proteínas, pero también se pueden usar para proteínas

• C3, C4 y CN suelen seleccionarse para proteínas y polipéptidos
hidrófobos más grandes, pero también se pueden usar para
péptidos

• PLRP-S cuando se necesita estabilidad química y térmica

Condiciones iniciales de la separación

Fase móvil: A: 95% de H2O: ACN al 5% con TFA al 0,1% 
B: 5% de H2O: ACN al 95% con TFA al 0,085%

Gradiente B al 0-60% en 60 min

Temperatura: 35-40 °C

Velocidad de flujo: 1 ml/min

Péptidos, polipéptidos, proteínas
PM >50 kDa

Elija la columna y las condiciones iniciales para péptidos, polipéptidos y proteínas

StableBond 300SB-C8
4,6 x 150 mm, 3,5 o 5 µm
883995-906
863973-906

Columna:

Poroshell 300SB-C18
Las columnas Poroshell 300SB utilizan una tecnología de partículas
innovadora para ofrecer separaciones de proteínas rápidas. Con las
columnas Poroshell se obtienen tiempos de análisis cortos con picos
eficaces.

• C18 es una buena opción de fase ligada inicial con Poroshell 
para la mayoría de péptidos, polipéptidos y proteínas gracias 
a su máxima retención

• C8 suele seleccionarse para proteínas de tamaño medio pero 
se puede usar con polipéptidos o proteínas muy grandes

• C3 suele seleccionarse para anticuerpos o proteínas grandes,
pero puede usarse para péptidos y polipéptidos

Columna: Poroshell 300SB-C18
2,1 x 75 mm, 5 µm
660750-902

Fase móvil: A: 95% de H2O: ACN al 5% con TFA al 0,1%
B: 5% de H2O: ACN al 95% con TFA al 0,085%

Gradiente B al 0-60% en 60 min

Temperatura: 35-40 °C

Velocidad de flujo: 2 ml/min
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Comience con un pH bajo con gradiente acuoso/orgánico simple
Normalmente se usa un gradiente de agua/acetonitrilo con TFA al 0,1% para eluir todos los componentes de interés. Un gradiente de alta resolución
típico en una columna con tamaño de poro de 300 Å requiere de 30 a 50 min. Una columna Poroshell requiere un tiempo de análisis menor y una
velocidad de flujo mayor y, aún así, proporciona una resolución excepcional. Para mejorar la resolución, aumente el tiempo de gradiente, reduzca 
la longitud de la columna o aumente la velocidad de flujo.

Optimice la solubilidad de la muestra
Para obtener una forma de pico y una recuperación mejores con cualquier pH, es importante solubilizar la muestra por completo. Con ZORBAX
300StableBond y Poroshell 300SB se pueden usar disolventes muy ácidos o neutros, mientras que con ZORBAX 300Extend-C18 se pueden usar
disolventes neutros y bases diluidas.

Opciones de disolvente para solubilizar proteínas y péptidos

Agua/tampón fosfato
Ácido diluido (TFA, ácido acético o HCI)
pH neutro, hidrocloruro de guanidina o isotiocianato 6-8 M
HOAc al 5%/urea 6 M
Ácido diluido + disolventes acuosos/orgánicos (ACE, MeOH, THF)
Base diluida (hidróxido amónico)
DMSO o 0,1-1% en DMSO
Formamida

StableBond 300SB, hasta 80 °C

El más débil

El más fuerte

Poroshell 300SB, hasta 80 °C

Aumente la temperatura
Las separaciones de proteínas y péptidos se ven influidas por la temperatura; una mayor temperatura de la columna puede mejorar drásticamente
tanto la resolución como la recuperación de proteínas y de péptidos hidrófobos y de agregación.

Optimice el pH de la fase móvil
Pruebe un pH medio o alto si el pH bajo no funciona

Si un método optimizado de pH bajo no proporciona una separación ideal, se puede usar una fase móvil con pH medio o alto. Con pH alto, 
la selectividad suele ser muy diferente porque los aminoácidos ácidos pasan a tener carga negativa y algunos aminoácidos básicos pueden 
perder su carga. ZORBAX 300Extend-C18 es una opción excelente para la separación a pH medio a alto.

Columna: ZORBAX 300Extend-C18
4,6 x 150 mm, 5 µm
773995-902

Fase móvil: A: NH4OH 20 mM en H2O

B: de NH4OH 20 mM en ACN al 80%

Gradiente B al 5-60% en 30 min

Temperatura: 25-30 °C (<60 °C)

Velocidad de flujo: 1 ml/min
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Opciones de columnas iniciales para la separación analítica de péptidos, polipéptidos y proteínas

pH bajo pH medio y alto

PM <50 kDa
ZORBAX 300SB-C8

4,6 x 150 mm, 3,5 µm
863973-906

PM <1 000 kDa
Poroshell 300SB-C18

2,1 x 75 mm, 5 µm
660750-902

PM <25 kDa
ZORBAX 300Extend-C18

2,1 x 150 mm, 3,5 µm
763750-902

Métodos de LC/MS de fase reversa
La LC/MS de proteínas y péptidos se usa para proporcionar información para la caracterización de proteínas, para identificar de forma precisa las
modificaciones posteriores a la traducción de las proteínas y para determinar el peso molecular de péptidos naturales y sintéticos. La LC/MS también se usa
para llevar a cabo la identificación de proteínas en separaciones 2D en aplicaciones proteómicas. Por consiguiente, la LC/MS de proteínas y péptidos es un
área de separación crítica que precisa algunas recomendaciones especiales en cuanto a las columnas y la fase móvil. Por lo general, para LC/MS se utilizan
los tamaños de columna más pequeños y normalmente no se usa TFA en la fase móvil debido a que, con este aditivo, se reduce la sensibilidad de la MS.

Opciones de columna iniciales para la separación de LC/MS de proteínas y polipéptidos

pH bajo pH medio y alto

Las columnas capilares se utilizan para aplicaciones con proteínas y péptidos de alta sensibilidad. Las columnas con d.i. de 0,5 mm se utilizan
para separaciones de proteínas y digestiones de proteínas, mientras que las columnas con d.i. de 0,3 mm se suelen utilizar para las digestiones
de proteínas. Estas se pueden analizar con pH alto con una fase móvil de hidróxido amónico. Las nanocolumnas (d.i. de 0,1 y 0,075 mm) suelen
utilizarse en sistemas de LC/MS 2D para aplicaciones proteómicas y la opción inicial es C18 de fase ligada.

Aplicaciones de LC/MS analíticas: las columnas con un d.i. de 2,1 mm proporcionan buena sensibilidad cuando el tamaño de la
muestra no está limitado. Con las columnas Poroshell, se utilizan columnas con un d.i. menor, 1 mm.

PM <50 kDa
ZORBAX 300SB-C8

2,1 x 150 mm, 3,5 µm
863750-906

PM <1 000 kDa
Poroshell 300SB-C18 

1,0 x 75 mm, 5 µm
661750-902

PM <25 kDa 300
ZORBAX 300Extend-C18

2,1 x 150 mm, 3,5 µm
763750-902

Aplicaciones de alta sensibilidad/proteómicas
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Métodos para columnas de intercambio iónico Bio

Anticuerpos monoclonales 
Bio MAb

Intercambio catiónico 
(SCX, WCX)

Anticuerpos monoclonales,
proteínas, péptidos y 

glicoproteínas

Condiciones iniciales recomendadas

Fase móvil: A: Fosfato sódico 
20 mM, pH 5,5

B: Tampón A más 
NaCl 400 mM

Gradiente B al 10-35% en 50 min

Tamaño de
muestra:

2 mg/ml; 
inyección de 5 µl

Temperatura: Ambiente

Detección: UV, 220 nm

Fase móvil: A: Fosfato sódico 
20 mM, pH 5,0 
para WCX o 
pH 6,0 para SCX

B: Tampón A 
más NaCl 500 mM

Gradiente B al 1-100% 
en 30 min para
columnas de 50 mm;
60 min para 
columnas de 250 mm

Tamaño de 
muestra:

2 mg/ml; 
inyección de 5 µl

Temperatura: Ambiente

Detección: UV, 220/280 nm

Fase móvil: A: Tampón Tris 10 mM, 
pH 8 para WAX o 
pH 9,0 para SAX

B: Tampón A 
más NaCl 400 mM

Gradiente B al 1-100% 
en 30 min para
columnas de 50 mm,
60 min para 
columnas de 250 mm

Tamaño de 
muestra:

2 mg/ml; 
inyección de 5 µl

Temperatura: Ambiente

Detección: UV, 220/280 nm

Intercambio aniónico 
(SAX, WAX)

Oligonucleótidos, proteínas

Seleccione la velocidad de flujo en función del diámetro de la columna y el tamaño de partícula

Columnas de 2,1 mm de d.i. Columnas de 4,6 mm de d.i.

Tamaño de partícula, µm Velocidad de flujo, ml/min Tamaño de partícula, µm Velocidad de flujo, ml/min
5 0,1-0,5 1,7 0,1-0,3

1,7 0,1-0,8 3 0,1-0,5
5 0,1-0,8

10 0,1-1,0
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Optimice las condiciones
Algunas separaciones podrían requerir un tampón, una fuerza iónica, un pH o una temperatura específicos

Fuerza iónica

Selección de tampones y pH

Los tampones juegan un papel clave en la optimización de las separaciones. Los tampones
de fosfato suelen utilizarse para anticuerpos y numerosas biomoléculas. Se recomiendan
también los siguientes tampones: MES, Tris y ACES. Utilice tampones con un pH 5,0-6,5.
Normalmente el pH se puede ajustar en +/- 0,2 unidades. Para algunas proteínas
específicas podrían ser necesarios tampones con un pH mayor (pH >6,5). Para ajustar 
el pH se puede utilizar ácido fosfórico, ácido acético, HCl y NaOH.

Para la elución también se pueden usar gradientes de pH.

Selección de tampones y pH

Para el intercambio aniónico se recomiendan
tampones de acetato y fosfato de pH 8,0-9,0.
Normalmente el pH se puede ajustar en +/- 0,2
unidades. Para algunas proteínas determinadas
podrían ser necesarios tampones con un pH
mayor o menor. Para ajustar el pH se puede
utilizar ácido fosfórico, ácido acético, HCl y
NaOH.

Para la elución también se pueden usar
gradientes de pH.

Aditivos

Disolventes orgánicos

Se puede usar acetonitrilo, etanol, metanol y
otros disolventes similares hasta el 50%.

Detergentes

Se pueden usar detergentes no iónicos,
aniónicos y zwitteriónicos. No se recomiendan
los detergentes catiónicos.

Aditivos

Disolventes orgánicos

Se puede usar acetonitrilo, etanol, metanol y
otros disolventes similares hasta el 50%.

Detergentes

Se pueden usar detergentes no iónicos,
catiónicos y zwitteriónicos. No se
recomiendan los detergentes aniónicos.

Temperatura

Las columnas Agilent Bio MAb e IEX son estables hasta 80 °C. Sin embargo, muchas proteínas y biomoléculas son termolábiles. 
Asegúrese de establecer la estabilidad de la temperatura de la muestra antes de usar altas temperaturas para la separación.

Se necesita una fuerza iónica determinada para mantener la función de las columnas. Normalmente se necesita una concentración mínima de sal
de 10-20 mM. Sin embargo, una fuerza superior a 20 mM podría impedir la adsorción de biomoléculas en la columna. Las sales que se utilizan
habitualmente son el cloruro sódico y potásico, y el acetato. Para la elución, la concentración típica de sal es de 400-500 mM.

Nota: no utilice nunca agua sola para lavar las columnas ya que provoca un aumento importante de la contrapresión.
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Métodos para columnas de SEC

Elija las columnas y condiciones iniciales para la separación basada en tamaño de biomoléculas, 
análisis de agregación: péptidos, polipéptidos y proteínas

Péptidos, polipéptidos, proteínas
PM >0,1-1.250 kDa

Seleccione la columna en función del rango de pesos moleculares y del tamaño de poro 

Péptidos, polipéptidos, proteínas
PM >0,1-10.000 kDa

Condiciones iniciales de separación recomendadas

Columna:

Fase móvil:

Gradiente

Temperatura:

Velocidad de flujo:

Agilent Bio SEC (3 µm y 5 µm)

Tampón fosfato, 150 mM, pH 7,0*

Isocrática en rango de 30-60 min

Recomendado: 10-30 °C, máximo: 80 °C

0,1-0,4 ml/min para columnas de 4,6 mm de d.i.

0,1-1,25 ml/min para columnas de 7,8 mm de d.i.

Tamaño de muestra: ≤ 5% del volumen total de la columna

*Se pueden usar otros tampones acuosos con alta o baja concentración de sal.

Para obtener más información, consulte la nota de aplicación: Defining the Optimum Parameters for Efficient Size Separations of Proteins
(n.º de publicación 5990-8895EN).

Agilent Bio SEC-3 (3 µm)

Tamaño de poro Rango de PM, kDa
100 Å 0,1-100
150 Å 0,5-150
300 Å 5-1.250

Agilent Bio SEC-5 (5 µm)

Tamaño de poro Rango de PM, kDa
100 Å 0,1-100
150 Å 0,5-150
300 Å 5-1.250
500 Å 15-5.000
1.000 Å 50-7.500
2.000 Å >10.000

www.agilent.com/chem/library
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Después del cromatograma inicial, puede ser necesario realizar cambios adicionales para mejorar la separación, mantener la solubilidad de las
proteínas o para reducir la interacción de la muestra con los medios cromatográficos. Se puede aumentar o disminuir la fuerza iónica de la fase móvil
para obtener una separación óptima. Normalmente también se puede ajustar el pH en + 0,2 unidades. Si fuera necesaria una mayor optimización,
debe ampliarse el rango hacia arriba o hacia abajo. También se puede modificar la temperatura o agregar un disolvente orgánico.

Estos son los tampones típicos para los protocolos que requieren sal adicional:

Cloruro sódico 100-150 mM en fosfato sódico 50 mM, pH 7,0.

Sulfato sódico 100-150 mM en fosfato sódico 50 mM, pH 7,0.

Urea 50-100 mM en fosfato sódico 50 mM, pH 7,0. 

También se pueden utilizar otras sales similares (como KCl) e hidrocloruro de guanidina.

Intervalo de pH:

2,0-8,5

Etanol al 5-10% (u otros disolventes similares) en fosfato sódico 50 mM, pH 7,0.

DMSO al 5% en fosfato sódico 50 mM, pH 7,0.

Temperatura:

Normalmente, las separaciones por SEC se realizan a 20-30 °C. La separación de proteínas y péptidos podría requerir temperaturas mayores
para mejorar tanto la resolución como la recuperación de proteínas y péptidos hidrófobos.

La temperatura máxima de las columnas Bio SEC es de 80 °C.

Las posibles adiciones de disolventes orgánicos incluyen:


