
Separační parametry 
využívané v purifikaci, 
preseparaci  a analýze 
bílkovin 



Separační metody 
• Chromatografické metody 

– 1-rozměrné 
• Reversed-phase (obrácená fáze) 
• Ion-exchange (iontově-výměnné, např. SCX) 
• Gel chromatography (gel-permeační chromatografie) 
• Hydrofilic (hydrofilní) 
• Affinity (afinitní) 

– More-dimensional (vícerozměrné) 
• 2D  – nejběžnější SCX+RP 
• Chromatofokusace – Beckman-Coulter 

• Elektromigrační metody 
– SDS PAGE 
– 2DE  

• IEF 
• SDS PAGE 

– Nativní elektroforéza  
– Kapilární elektroforéza 
– Elektroforéza ve volném toku 

 











Vliv průtoku a změny 
gradientu na dělení peptidů 
pomocí RP-HPLC 
 
Vlevo: vliv průtokové rychlosti 
(0,1; 0,2; 0,5 a 1 ml/min) při 
konstatntní změně gradientu 
(1% B/min) 
 
Vpravo: vliv změny gradientu 
(4; 2; 0,5% B/min) při 
konstantním průtoku (1 
ml/min)  









Large particles cannot enter gel 
and are excluded. 
They have less volume to 
traverse and elute sooner.  

Small particles can enter gel and 
have more volume to traverse. 
They elute later.  

Separace SEC – size exclusion chromatography 









(Bio)affinitní chromatografie  
 
Affinitní chromatografie je založena na selektivní nekovaletntní interakci mezi analytem a 
určitými molekulami. Je velmi specifická ale není robustní. Je často využívaná v biochemii pro 
purifikaci proteinů navázaných na tagy (značky). Tyto směsi proteinů jsou značeny látkami jako 
jsou His-tagy, biotin nebo antigeny, které se specificky vážou na stacionární fázi. Po purifikaci 
jsou většinou tyto tagy odstraněny a získáme čistý protein. 
 
Tato metoda je založena na unikátních vlastnostech biologicky aktivních látek tvořit specifické, 
robustní a reverzibilní komplexy s látkami obsahujícími komplementární místa.  
 
Některé specifické interakce:  protilátka x antigen; enzym x substrát)  
 
Kolony musí být často připraveny individuálně. Afinitní kolony jsou tradičně používány jako 
preparativní krok k odstranění nežádoucích biomolekul. 
 
Některé biospecifické komplexy: 
- Enzymy, jejich inhibitory, substráty, ko-faktory 
- Protilátky a jejich antigeny nebo hapteny 
- Lektiny s odpovídajícími sacharidy, polysacharidy a glykoproteiny  
- Komplexy nukleotidů a nukleových kyselin 
- Hormony a jejich receptory 
- Buňky a viruy s receptory nebo receptorovými proteiny 
 













Chromatographic methods 
• Multidimensional liquid chromatography 

 
• Ion exchange + reversed phase  
 SCX-RPLC, WAX-RPLC 
 
• Gel permeation + reversed phase  
 SEC-RPLC 
 
• Affinity + reversed phase  
 AC-RPLC 
 
• Reversed phase + capillary electrophoresis 
 RPLC-CE 
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