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•separace molekul na základě molekulové hmotnosti, 

velikosti a tvaru molekuly 

•stacionární fáze – gel (obvykle prokřížený cukr)

•velké molekuly se eluují dříve, malé molekuly se eluují 

později

•možnost stanovení molekulových hmotností

•odstraňování nízkomolekulárních sloučenin (odsolování)
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Typický eluční diagram
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Vliv tvaru molekuly 
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Kalibrace

•eluční čas (eluční objem) standardů je vynesen v závislosti

na molekulové hmotnosti

•kolona by měla být pravidelně kalibrována

•stálý průtok

•kolona separuje podle velikosti ne molekulové hmotnosti,

proto je získaná molekulová hmotnost jen relativní
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Kalibrační křivka
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Vztah mezi velikostí částic a rozlišením

VELIKOST ČÁSTIC [mm]

Coarse 100–300

Medium 50–150

Fine 20–80

Superfine 10–40
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Vztah mezi velikostí částic a průtokem
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Vztah mezi rozlišením a objemem vzorku

Rozlišení
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objem nanášeného vzorku [% Vt]

ideální objem nanášeného vzorku ~ 1 - 2 %
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průtok
[ml/min]

výška kolony [cm]

Vztah mezi rozlišením, průtokem a délkou kolony
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krátká a silná

kolona

dlouhá a tenká

kolona

silná kolona nemá dostačující rozlišení

ale má lepší průtok a kapacitu

Tvar kolony
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Stacionární fáze

Sephadex glukosa (dextrosa)

Sepharose agarosa

Sephacryl glukosa + akryamid

Sephacel cellulosa

FPLC

Superose

Superdex

BioGel P akrylamid

BioGel A agarosa
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Dextrany - Sephadexy

http://nar.oxfordjournals.org/content/29/2/e4.full.pdf+html
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Vlastnosti Sephadexu

Nep
ihláš

en
ý host  

 (1
)



Dextran-N, N′-methylen-bisakrylamid

Sephacryl HR
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Ve [ml]
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Agarosa - Sepharose
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Sepharose CL

•lepší teplotní a chemická stabilita

•extrémě malé množství ionizovatelných skupin

rozsah ~ 10000 - 10000000
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Superose

prokřížená poresní agarosa 
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Bio-Gel P

Bio-Gel P gely – poresní polyakrylamidové částice vzniklé kopolymerací 

akrylamidu a N,N'-methylene-bis-akrylamidu.

•extremě hydrofilní

•nenabité

Nep
ihláš

en
ý host  

 (1
)



Bio-Gel A gely – agarosa

•minimalní nespecifické interakce

•výborné průtokové vlastnosti

Bio-Gel A
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Použití gelové permeační chromatografie

vysoké rozlišení skupinová separace

separace molekul na základě 

velikosti (tvaru)

odsolení

vhodná jako závěrečný krok 

purifikace

výměna pufru

separace polymerů od 

monomerů

odstranění 

vysokomolekulárních a 

nízkomolekulárních látek

separace denaturovaných 

forem proteinů od nativních
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Před purifikací:
•zkontrolujte viskozitu vzorku 

•zfiltrujte nebo odstřeďte vzorek

Pro zvýšení rozlišení: 
1. optimální frakcionační rozsah 

2. co nejmenší objem vzorku 

3. co nejmenší částice gelu (x průtok)

4. dvě kolony do série

5. snížit průtok

Nespecifická adsorbce
vzácně na agarosu a dextran

pokud Kav > 1 iontové nebo hydrofobní interakce 

•pufr  > 0.05M NaCl 

•Hydrofobní interakce - 25% acetonitrile, EtOH nebo isopropopanol, 10% etyleneglycol
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Ionexová chromatografie
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• Určena pro separaci 
látek nesoucích kladný 
nebo záporný náboj

• Afinita iontů k ionexu 
závisí na velikosti 
náboje

• V případě proteinů 
hraje zásadní roli pH !
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Princip ionexové chromatografie
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Ionexy

Selective Removal of Heavy Metal Ions from Waters and Waste Waters Using Ion Exchange Methods, By Zbigniew Hubicki and Dorota Kołodyńska DOI: 
10.5772/51040
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Eluční gradient

pH gradient
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Nosiče

•polystyren – Amberlit, Dowex

•celulosa – X-Sephacel

•dextran – X-Sephadex

•prokřížená agarosa – X-Sepharosa

•syntetické polymery – MonoBeads, MiniBeads (Q, S)
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velikost částic – 40-160 mm

X-Sephadex

prokřížený dextran – Sephadex G25 nebo G 50
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X-Sepharosa

Sepharose High Performance (34 mm), Sepharose Fast 

Flow (90 mm), Sepharose Big Beads (100 – 300 mm), 

Sepharose CL-6B (90 mm, lepší chemická a fyzikální stabilita)

Vzorek: 0,8 mg cytochrom C (pI 10,3)

0,8 mg lysozym (pI>11)

3 mg ribonukleasa A (pI 9,3)

Startovací pufr: 20mM fosfátový pufr pH 6,8

Eluční pufr: 20mM fosfátový pufr pH 6,8+0,5 M NaCl

Průtok: 1 ml/min

Kolona: 1ml

Průběh separace:

ekvilibrace – 20 ml startovacího pufru

aplikace vzorku – 2 ml

promytí - 5 ml startovacího pufru

eluce – 40 ml, lineární gradient, 0-100 % elučního pufru
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Vzorek: 0,8 mg a-laktoglobulin (pI 5,8)

0,4  mg conalbumin (pI 6,3)

1,2 mg trypsin inhibitor (pI 4,5)

Startovací pufr: 20mM Tris/HCl pH 7,4

Eluční pufr: 20mM Tris/HCl pH 7,4 + 0,5 M NaCl

Průtok: 1 ml/min (150cm/h)

Kolona: 1ml

Průběh separace:

ekvilibrace – 20 ml startovacího pufru

aplikace vzorku – 2 ml

promytí - 5 ml startovacího pufru

eluce – 40 ml, lineární gradient, 0-80 % elučního pufru
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Vzorek: 0,5 mg Leonardo (pI 4,8)

0,6 mg Raphael (pI 6,3)

1,0 mg Donatello (pI 4,5)

1,2 mg Michelangelo (pI 6,3)

0,6 mg Trhač (pI 8,0) 

rozpuštěno v 50 mM Tris pH 7,0

Stacionární fáze:

Startovací pufr: 

Eluční pufr:

Průtok: 1 ml/min 

Průběh separace: Nep
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Údaje od výrobce
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MonoBeads, MiniBeads (Q, S)

vysoké rozlišení

MiniBeads – mikropurifikace, analysa

vyšší pracovní tlak – FPLC/HPLC

MonoBeads -FPLC
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Rozlišení

Vzorek: pankreatin

Eluce:   gradient iontové síly
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Výběr vhodného pH pro ionexovou 

chromatografii
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gradient iontové síly – lineární x skokový
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Vliv strmosti gradientu
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Vliv elučního objemu
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Koncentrační efekt
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Experiment

vysoké rozlišení

(gradientová eluce)

skupinová separace

(kroková eluce)

stacionární 

fáze

silné ionexy 

velikost částic

10 - 30 mm – pro purifikaci 

3 - 5 mm – pro analytiku

silné ionexy 

velikost částic 30 mm nebo větší –

vyšší průtok

kolona dékla 1 - 10 cm nezáleží, krátká, silná lepší pro vyšší 

průtok

mobilní fáze pH pufru aspoň o 0,5 než pI 

Koncetrace pufru 20 - 50 mM

pH pufru aspoň o 0,5 než pI 

objem 

vzorku

na objemu nezáleží na objemu nezáleží

množství 

vzorku

5 - 10 % celkové kapacity kolony 

(dobré rozlišení)
40 % celkové kapacity kolony
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Chromatofokusace

• separace proteinů na základě jejich pI

• vysoké rozlišení

• není potřeba připravovat pH gradient

• zaostřovací efekt

• jednoduchost
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Polypufry - amfolyty

Polybuffer 96 - pH 9-6

Polybuffer 74 - pH 7-4

Pharmalyte - pH 8-10,5

Stacionární fáze

PBE94

PBE118
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Princip fokusace
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MonoP Beads – směs kvartérních a terciálních aminů

Nep
ihláš

en
ý host  

 (1
)



Dvoudimensionální chromatografie
Beckman Coulter – PF 2D
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Dvoudimensionální chromatografie

https://www.youtube.com/watch?v=BQ-JXIZCzbc
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Hydrofobní chromatografie
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Hydrofobicita proteinu
insulin

http://peptide2.com/N_peptide_hydrophobicity_hydrophilicity.php
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Stacionární fáze

vazba hydrofobních oblastí na povrchu proteinu

v H2O slabé interakcepřídavek soli

méně hydrofobní než RPC

vliv soli na protein

Mobilní fáze

H2O/sůl (~1 M) nejčastěji (NH4)2SO4
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Eluce

klesajícím gradientem soli (1 M – 0 M)

nejméně 

hydrofobní 

látka

středně 

hydrofobní 

látka

velmi 

hydrofobní 

látka

velmi 

hydrofobní 

kontaminace
stacionární 

fáze
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▪Phenyl, Butyl nebo Octyl Sepharose Fast Flow (FF), FPLC kolony Phenyl

Superose fy GE Healtcare na polysacharidové (agarosové) bázi

▪Macro-Prep t-Butyl HIC Support fy Bio-Rad na methakrylátové bázi

▪Spheron 100 (300, 1000) fy Lachema založené na bázi kopolymeru 

hydroxyethylmethakrylátu a ethylendimethakrylátu

▪ Separon HEMA-S 1000, Separon HEMA-Bio 1000 Phenyl fy TESSEK

jsou vyráběny na bázi hydroxyethylmethakrylátu

Přehled typů stacionární fáze
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Ether < Isopropyl < Butyl < Octyl < Phenyl

výběr ligandu
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efekt  ligandu na purifikaci

A B C

efekt  mobilní fáze
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typy gradientů
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Experiment

vysoké rozlišení

(gradientová eluce)

skupinová separace

(kroková eluce)

stacionární 

fáze

velikost částic 10-30 mm velikost částic 30 mm nebo větší –

vyšší průtok

kolona délka 1 - 10 cm 

(krátká kolona nevhodná pro 

pozvolný gradient)

nezáleží, krátká, silná lepší pro 

vyšší průtok

mobilní fáze 20 – 50 mM pufry v rozmezí pH 4-8 

(pH má malý vliv na selektivitu)

gradient soli (nejčastěji (NH4)2SO4)

20 – 50 mM pufry v rozmezí pH 4-8 

(pH má malý vliv na selektivitu)

gradient soli (nejčastěji (NH4)2SO4)

objem vzorku na objemu nezáleží na objemu nezáleží

množství 

vzorku

5-10 % celkové vazebné kapacity 

(bez ztráty rozlišení)
~ 40 % celkové vazebné kapacity
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použití hydrofobní chromatografie

vysoké rozlišení

(gradientová eluce)

skupinová separace

(kroková eluce)

separace proteinů na základě jejich 

hydrofobicity

koncentrace naředěného vzorku

vhodná jako první nebo střední 

purifikační krok

vhodná jako purifikační krok po 

precipitaci síranem amonným
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Jako první krok purifikace alkoholdehydrogenasy z Pseudomonas sp. jste 

zvolili srážení síranem amonným (Mr 132,14 g/mol). Při 50 % nasycení se 

ještě nesrážela, ale při 55 % nasycení se již srážela. Máte k dispozici 20 ml 

extraktu s alkoholdehydrogenasou. Jak byste postupovali, když jako další krok 

purifikace chcete zvolit hydrofobní chromatografii na koloně Butyl-Sepharose?
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