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LiteraturaLiteraturaLiteraturaLiteratura



Historie chromatografieHistorie chromatografieHistorie chromatografieHistorie chromatografie

1906 1906 TswettTswett ((CvětCvět))�� 1906 1906 TswettTswett ((CvětCvět))
Poprvé použit pojem chromatografie, Poprvé použit pojem chromatografie, Poprvé použit pojem chromatografie, Poprvé použit pojem chromatografie, 
chromatogramchromatogram zz řeckých slov řeckých slov χηροµαχηροµαχηροµαχηροµαχηροµαχηροµαχηροµαχηροµα (barva) a (barva) a 
γραφεινγραφεινγραφεινγραφεινγραφεινγραφεινγραφεινγραφειν (psáti).(psáti).γραφεινγραφεινγραφεινγραφεινγραφεινγραφεινγραφεινγραφειν (psáti).(psáti).

1931 Kuhn a Lederer1931 Kuhn a Lederer�� 1931 Kuhn a Lederer1931 Kuhn a Lederer
znovu objevení chromatografieznovu objevení chromatografieznovu objevení chromatografieznovu objevení chromatografie

19401940--49 Martin 49 Martin SyngeSynge�� 19401940--49 Martin 49 Martin SyngeSynge
Papírová a tenkovrstvá chromatografiePapírová a tenkovrstvá chromatografiePapírová a tenkovrstvá chromatografiePapírová a tenkovrstvá chromatografie



Historie chromatografieHistorie chromatografieHistorie chromatografieHistorie chromatografie

�� 1950 Aminokyselinový analyzátor1950 Aminokyselinový analyzátor

�� 19501950--19601960�� 19501950--19601960
SoberSober, , PetersonPeterson a a GutterGutter zavedli používání médií na zavedli používání médií na 
bázi bázi celulosycelulosy (iontoměniče).(iontoměniče).bázi bázi celulosycelulosy (iontoměniče).(iontoměniče).

PorathPorath a a FlodinFlodin poprvé použili média na bázi poprvé použili média na bázi PorathPorath a a FlodinFlodin poprvé použili média na bázi poprvé použili média na bázi 
dextranu pro gelovou filtraci.dextranu pro gelovou filtraci.

HjertenHjerten popsal použití separačních médií na bázi popsal použití separačních médií na bázi HjertenHjerten popsal použití separačních médií na bázi popsal použití separačních médií na bázi 
agarosyagarosy..



Historie chromatografieHistorie chromatografieHistorie chromatografieHistorie chromatografie

�� 19701970--79 79 HalaszHalasz, , HorvathHorvath, , KirklandKirkland
HPLC (“HPLC (“HighHigh Performance Performance LiquidLiquid Chromatography”)Chromatography”)HPLC (“HPLC (“HighHigh Performance Performance LiquidLiquid Chromatography”)Chromatography”)

19801980--1989 1989 PharmaciaPharmacia
Nová média sNová média s vyšší mechanickou odolností ( CLvyšší mechanickou odolností ( CL--Nová média sNová média s vyšší mechanickou odolností ( CLvyšší mechanickou odolností ( CL--
agarosaagarosa, “, “crosscross--linkedlinked”) umožňují použití vyšších ”) umožňují použití vyšších 
tlaků pro separaci; nový tlaků pro separaci; nový střednětlakýstřednětlaký systém “Fast systém “Fast tlaků pro separaci; nový tlaků pro separaci; nový střednětlakýstřednětlaký systém “Fast systém “Fast 
Protein Protein LiquidLiquid Chromatography” (FPLC) Chromatography” (FPLC) 

�� 2004 2004 WatersWaters�� 2004 2004 WatersWaters
UPLC (“Ultra Performance UPLC (“Ultra Performance LiquidLiquid Chromatography”)Chromatography”)



MikhailMikhail SemyonovichSemyonovich TsvetTsvetMikhailMikhail SemyonovichSemyonovich TsvetTsvet
Chromatographia 1906Chromatographia 1906



PodstataPodstataPodstataPodstata

„Při chromatografii dochází „Při chromatografii dochází „Při chromatografii dochází „Při chromatografii dochází 
k neustálému vytvářeník neustálému vytvářeník neustálému vytvářeník neustálému vytváření
rovnovážných stavů rovnovážných stavů rovnovážných stavů rovnovážných stavů 

separované látky mezi dvě separované látky mezi dvě separované látky mezi dvě separované látky mezi dvě 
fáze fáze –– stacionární a stacionární a 

mobilní.“mobilní.“



ChromatografieChromatografieChromatografieChromatografie



ChromatografieChromatografieChromatografieChromatografie

�� Mobilní fáze Mobilní fáze -- kapalina kapalina –– LCLC�� Mobilní fáze Mobilní fáze -- kapalina kapalina –– LCLC
plyn plyn –– GCGC

�� Eluce Eluce -- IzokratickáIzokratická –– stejná eluční sílastejná eluční síla�� Eluce Eluce -- IzokratickáIzokratická –– stejná eluční sílastejná eluční síla
Gradientová Gradientová –– rostoucí eluční sílarostoucí eluční síla

�� Použití Použití -- analytickáanalytická�� Použití Použití -- analytickáanalytická
preparativnípreparativní



Kapalinová chromatografieKapalinová chromatografieKapalinová chromatografieKapalinová chromatografie
LCLC

�� Mobilní fázeMobilní fáze -- kapalinakapalina

�� Stacionární fáze Stacionární fáze -- pevná fáze,   pevná fáze,   �� Stacionární fáze Stacionární fáze -- pevná fáze,   pevná fáze,   
kapalinakapalinakapalinakapalina



Provedení LCProvedení LCProvedení LCProvedení LC

�� Papírová PCPapírová PC�� Papírová PCPapírová PC

Tenkovrstvá TLCTenkovrstvá TLC�� Tenkovrstvá TLCTenkovrstvá TLC

�� Kolonová CCKolonová CC�� Kolonová CCKolonová CC



Teoretické aspekty Teoretické aspekty Teoretické aspekty Teoretické aspekty 
chromatografiechromatografiechromatografiechromatografie



Teorie Teorie Teorie Teorie 
„Ideální lineární chromatografie“„Ideální lineární chromatografie“„Ideální lineární chromatografie“„Ideální lineární chromatografie“

Martin, Martin, SyngeSyngeMartin, Martin, SyngeSynge



Martin             Martin             SyngeSynge

Nobelova cena za chemii Nobelova cena za chemii Nobelova cena za chemii Nobelova cena za chemii 
1952195219521952



Teorie Teorie Teorie Teorie 
„Ideální lineární chromatografie“„Ideální lineární chromatografie“

1.1. Nekonečně rychlé ustavení Nekonečně rychlé ustavení 
rovnovahrovnovahrovnovahrovnovah

2.2. Pístový tok mobilní fázePístový tok mobilní fáze2.2. Pístový tok mobilní fázePístový tok mobilní fáze
3.3. Nulová difuseNulová difuse3.3. Nulová difuseNulová difuse
4.4. Lineární sorpční isotermaLineární sorpční isoterma



ChromatografieChromatografieChromatografieChromatografie

DAV

DETDET



ChromatogramChromatogramChromatogramChromatogram

V

Vr

Vm

Vr’



Retenční Retenční –– eluční časeluční čas ttrr
� Doba od nástřiku vzorku po dosažení maxima 

eluční křivkyeluční křivky

Retenční – eluční objem Vr

• Objem mobilní fáze proteklý od nástřiku vzorku • Objem mobilní fáze proteklý od nástřiku vzorku 
po dosažení maxima eluční křuvky

FtV ⋅= mrr FtV ⋅=

Fm – objemová rychlost mobilní fáze



MrtvMrtvý objemý objemMrtvMrtvý objemý objem

'rmr VVV += 'rmr VVV +=

Vr – zdánlivý retenční objem

V - redukovaný (skutečný) retenční objemVr’- redukovaný (skutečný) retenční objem

Vm- mrtvý objem – mimokolonové příspěvky m

+ mimočásticový objem kolony



Kapacitní faktor kKapacitní faktor k’’Kapacitní faktor kKapacitní faktor k’’
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' k’= 1 – 10
M

D

mm V
K

VV
k ⋅===' k’= 1 – 10

Vs – objem stacionární fáze

VM – objem mobilní fáze

Sc
K =

VM – objem mobilní fáze

Distribuční koeficient
M

S

D

c

c
K =Distribuční koeficient

cs – rovnovážná koncentrace látky ve stacionární fázi

c – rovnovážná koncentrace látky ve  mobilní fázicM – rovnovážná koncentrace látky ve  mobilní fázi



SelektivitaSelektivitaSelektivitaSelektivita
Retenční faktor Retenční faktor αα
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Účinnost kolony (Účinnost kolony (izokratickáizokratická eluce)eluce)Účinnost kolony (Účinnost kolony (izokratickáizokratická eluce)eluce)
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Účinnost kolony Účinnost kolony ((izokratickáizokratická eluceeluce))Účinnost kolony Účinnost kolony ((izokratickáizokratická eluceeluce))
výškový ekvivalent teoretického patra Hvýškový ekvivalent teoretického patra Hvýškový ekvivalent teoretického patra Hvýškový ekvivalent teoretického patra H

l

N

l
H =

N

l – délka kolony



Účinnost kolonyÚčinnost kolonyÚčinnost kolonyÚčinnost kolony



Účinnost kolony (gradientová Účinnost kolony (gradientová eluceeluce))Účinnost kolony (gradientová Účinnost kolony (gradientová eluceeluce))
kapacita píku Pkapacita píku Pkapacita píku Pkapacita píku P
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tg – celková doba gradientu



Účinnost kolony (gradientová Účinnost kolony (gradientová eluceeluce))Účinnost kolony (gradientová Účinnost kolony (gradientová eluceeluce))
kapacita píku Pkapacita píku Pkapacita píku Pkapacita píku P



RozlišeníRozlišeníRozlišeníRozlišení
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R12=1.5 – nulové překrytí

R =1.0 – překrytí 2 %R12=1.0 – překrytí 2 %

Yr1 Yr2

Yr1 YYr1 Yr2



RozlišeníRozlišeníRozlišeníRozlišení



Vliv jednotlivých faktorů na Vliv jednotlivých faktorů na Vliv jednotlivých faktorů na Vliv jednotlivých faktorů na 
rozlišenírozlišení

k ⋅⋅−⋅= '11 α
N

k

k
R ⋅

+
⋅−⋅=

'1

'1
4

1
12

α
α

k+ '14 α

Selektivita            Kapacita       ÚčinnostSelektivita            Kapacita       Účinnost



Síly a efekty využívané Síly a efekty využívané Síly a efekty využívané Síly a efekty využívané 
při separacipři separaci

�� Iontové sílyIontové síly
Silné elektrostatické interakce mezi Silné elektrostatické interakce mezi Silné elektrostatické interakce mezi Silné elektrostatické interakce mezi 
stacionární fází a analyzovanou látkou stacionární fází a analyzovanou látkou ––stacionární fází a analyzovanou látkou stacionární fází a analyzovanou látkou ––
ionexováionexová chromatografiechromatografie

�� Polární sílyPolární síly�� Polární sílyPolární síly
interakce dipólů a interakce dipólů a protondonorníprotondonorní, resp. , resp. 
protonakceptorníprotonakceptorní vlastnosti (tvorba vodíkových vlastnosti (tvorba vodíkových protonakceptorníprotonakceptorní vlastnosti (tvorba vodíkových vlastnosti (tvorba vodíkových 
můstků) separovaných látek, mobilní a stacionární můstků) separovaných látek, mobilní a stacionární 
fáze fáze –– adsorpční chromatografieadsorpční chromatografiefáze fáze –– adsorpční chromatografieadsorpční chromatografie



Síly a efekty využívané Síly a efekty využívané Síly a efekty využívané Síly a efekty využívané 
při separacipři separaci

�� Nepolární Nepolární síly síly (disperzní(disperzní, van der , van der 
WaalsovyWaalsovy))WaalsovyWaalsovy))

Nejslabší, tyto interakce se vyskytují u látek, které Nejslabší, tyto interakce se vyskytují u látek, které Nejslabší, tyto interakce se vyskytují u látek, které Nejslabší, tyto interakce se vyskytují u látek, které 
nejsou permanentní nejsou permanentní dipóly dipóly –– adsorpční, reverzně adsorpční, reverzně 

fázové a hydrofobní chromatografiefázové a hydrofobní chromatografiefázové a hydrofobní chromatografiefázové a hydrofobní chromatografie

�� Efekt velikosti molekulEfekt velikosti molekul
Rozdíly ve velikosti a tvaru molekul Rozdíly ve velikosti a tvaru molekul –– gelová gelová Rozdíly ve velikosti a tvaru molekul Rozdíly ve velikosti a tvaru molekul –– gelová gelová 
permeačnípermeační chromatografiechromatografiepermeačnípermeační chromatografiechromatografie



Síly a efekty využívané Síly a efekty využívané Síly a efekty využívané Síly a efekty využívané 
při separacipři separaci

�� Sterické interakceSterické interakce
Komplexní specifická interakce ligand Komplexní specifická interakce ligand Komplexní specifická interakce ligand Komplexní specifická interakce ligand 
biomakromolekulabiomakromolekula kombinující všechny  výše kombinující všechny  výše biomakromolekulabiomakromolekula kombinující všechny  výše kombinující všechny  výše 
uvedené interakce a efekty uvedené interakce a efekty –– afinitní afinitní 
chromatografiechromatografiechromatografiechromatografie



Rozdělovací chromatografieRozdělovací chromatografieRozdělovací chromatografieRozdělovací chromatografie



Rozdělovací chromatografieRozdělovací chromatografieRozdělovací chromatografieRozdělovací chromatografie



Rozdělovací chromatografieRozdělovací chromatografieRozdělovací chromatografieRozdělovací chromatografie



Rozdělovací chromatografieRozdělovací chromatografieRozdělovací chromatografieRozdělovací chromatografie
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Použití – analytická PC, TLCPoužití – analytická PC, TLC



Papírová chromatografie AMKPapírová chromatografie AMKPapírová chromatografie AMKPapírová chromatografie AMK

�stacionární fáze: voda
�mobilní fáze: butanol-kyselina octová-voda (12:3:5�mobilní fáze: butanol-kyselina octová-voda (12:3:5)



Adsorpční chromatografieAdsorpční chromatografieAdsorpční chromatografieAdsorpční chromatografie
chromatografiechromatografie s normálními fázemis normálními fázemi



Adsorpční chromatografieAdsorpční chromatografieAdsorpční chromatografieAdsorpční chromatografie

�� Stacionární fázeStacionární fáze –– polárnípolární

nese aktivní centra, jejich počet, rozložení nese aktivní centra, jejich počet, rozložení a a nese aktivní centra, jejich počet, rozložení nese aktivní centra, jejich počet, rozložení a a 
schopnost poutat molekuly rozdělované směsi schopnost poutat molekuly rozdělované směsi 
závisí na charakteru adsorbentu, velikosti povrchu závisí na charakteru adsorbentu, velikosti povrchu závisí na charakteru adsorbentu, velikosti povrchu závisí na charakteru adsorbentu, velikosti povrchu 
a na vlastnostech separovaných a na vlastnostech separovaných láteklátek



Adsorpční chromatografieAdsorpční chromatografieAdsorpční chromatografieAdsorpční chromatografie
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Adsorpční chromatografieAdsorpční chromatografieAdsorpční chromatografieAdsorpční chromatografie

�� Stacionární fázeStacionární fáze
Silikagel SiOSilikagel SiO . n H. n H OOSilikagel SiOSilikagel SiO22 . n H. n H22OO
VysokýVysoký specifickýspecifický povrchpovrch aa relativněrelativně velkývelký objemobjemVysokýVysoký specifickýspecifický povrchpovrch aa relativněrelativně velkývelký objemobjem
pórůpórů.. HlavníHlavní součástísoučástí aktivníchaktivních centercenter jsoujsou
hydroxylovéhydroxylové ((silanolovésilanolové)) skupinyskupiny,, nana něžněž jejehydroxylovéhydroxylové ((silanolovésilanolové)) skupinyskupiny,, nana něžněž jeje
vodíkovouvodíkovou vazbouvazbou adsorbovánaadsorbována vodavoda.. ZahřátímZahřátím nana
150150ooCC dojdedojde kk odstraněníodstranění vodyvody →→ “aktivace“aktivace150150ooCC dojdedojde kk odstraněníodstranění vodyvody →→ “aktivace“aktivace
silikagelu”silikagelu”.. LabilníLabilní nadnad pHpH 88.. >> 200200ooCC rozkladrozklad..silikagelu”silikagelu”.. LabilníLabilní nadnad pHpH 88.. >> 200200 CC rozkladrozklad..

AdsorpceAdsorpce:: interakceinterakce sese silanolovýmisilanolovými skupinamiskupinami;;
povrchpovrch silikagelusilikagelu jeje slaběslabě kyselýkyselý (má(má protondonorníprotondonornípovrchpovrch silikagelusilikagelu jeje slaběslabě kyselýkyselý (má(má protondonorníprotondonorní
vlastnosti)vlastnosti).. LépeLépe jsoujsou zadržoványzadržovány bazickébazické látkylátky..



Adsorpční chromatografieAdsorpční chromatografieAdsorpční chromatografieAdsorpční chromatografie

�� Stacionární fázeStacionární fáze
Oxid hlinitý AlOxid hlinitý Al OO , , Oxid hlinitý AlOxid hlinitý Al22OO33, , 
Obdobné vlastnosti jako u silikagelu (povrch, póry). Obdobné vlastnosti jako u silikagelu (povrch, póry). Obdobné vlastnosti jako u silikagelu (povrch, póry). Obdobné vlastnosti jako u silikagelu (povrch, póry). 
Vyskytuje se vVyskytuje se v řadě modifikací, dle množství řadě modifikací, dle množství 
vázané vody, krystalické struktury. “Aktivace” vázané vody, krystalické struktury. “Aktivace” vázané vody, krystalické struktury. “Aktivace” vázané vody, krystalické struktury. “Aktivace” 
vysušením [Al(OH)vysušením [Al(OH)33 → → AlOAlO(OH)(OH) →→ AlAl22OO33]. ]. 

PřiPři vysokémvysokém obsahuobsahu vodyvody ((1515%%)) sese projevujíprojevujíPřiPři vysokémvysokém obsahuobsahu vodyvody ((1515%%)) sese projevujíprojevují
rozdělovacírozdělovací efektyefekty.. VedleVedle protondonorníchprotondonorníchrozdělovacírozdělovací efektyefekty.. VedleVedle protondonorníchprotondonorních
hydroxylůhydroxylů sese nana povrchupovrchu vyskytujívyskytují ii centracentra
ss protonakceptornímiprotonakceptorními vlastnostmivlastnostmi..ss protonakceptornímiprotonakceptorními vlastnostmivlastnostmi..



Adsorpční chromatografieAdsorpční chromatografieAdsorpční chromatografieAdsorpční chromatografie

�� MobilnMobilní fázeí fáze –– nepolárnínepolární

�� EluceEluce -- zvyšováním polarity mobilní zvyšováním polarity mobilní �� EluceEluce -- zvyšováním polarity mobilní zvyšováním polarity mobilní 
fázefáze

EluotropickáEluotropická řada:řada:EluotropickáEluotropická řada:řada:
uuhlovodíkyhlovodíky<<subst.usubst.uhlovodíkyhlovodíky<<ketonyketony<<uuhlovodíkyhlovodíky<<subst.usubst.uhlovodíkyhlovodíky<<ketonyketony<<

aldehydyaldehydy<<alkoholyalkoholy<<vodavodaaldehydyaldehydy<<alkoholyalkoholy<<vodavoda



Adsorpční chromatografie Adsorpční chromatografie Adsorpční chromatografie Adsorpční chromatografie 
chlorofylůchlorofylů



Adsorpční chromatografieAdsorpční chromatografieAdsorpční chromatografieAdsorpční chromatografie

�� Stacionární fázeStacionární fáze
HydroxyapatitHydroxyapatit [[CaCa (PO(PO )) OHOH]]HydroxyapatitHydroxyapatit [[CaCa55(PO(PO44))33OHOH]]
připravujepřipravuje sese zz CaClCaCl22..66HH22OO aa NaNa22HPOHPO44..1212HH22OO..připravujepřipravuje sese zz CaClCaCl22..66HH22OO aa NaNa22HPOHPO44..1212HH22OO..
JemnáJemná sraženinasraženina fosfátufosfátu vápenatéhovápenatého sese vařívaří ss 11%%
NaOHNaOH připři 9696--9898ooCC..NaOHNaOH připři 9696--9898ooCC..

Při interakci polární až iontové síly. Karboxylové Při interakci polární až iontové síly. Karboxylové Při interakci polární až iontové síly. Karboxylové Při interakci polární až iontové síly. Karboxylové 
skupiny bílkovin či fosfátové skupiny nukleových skupiny bílkovin či fosfátové skupiny nukleových 
kyselin reagují skyselin reagují s CaCa2+2+ na povrchu adsorbentu. Eluce na povrchu adsorbentu. Eluce kyselin reagují skyselin reagují s CaCa na povrchu adsorbentu. Eluce na povrchu adsorbentu. Eluce 
se provádí gradientem iontové síly se provádí gradientem iontové síly -- rostoucí rostoucí 
koncentrací fosfátukoncentrací fosfátu..koncentrací fosfátukoncentrací fosfátu..





HILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografie

HILIC HILIC �� HILIC HILIC 
Hydrophilic Interaction Chromatography (1990)Hydrophilic Interaction Chromatography (1990)Hydrophilic Interaction Chromatography (1990)Hydrophilic Interaction Chromatography (1990)
varivariantaanta chromatografie s normálními fázemi chromatografie s normálními fázemi 
nepoužívající rozpouštědla nemísitelná s vodounepoužívající rozpouštědla nemísitelná s vodounepoužívající rozpouštědla nemísitelná s vodounepoužívající rozpouštědla nemísitelná s vodou



HILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografie



HILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografie
�� Stacionární fázeStacionární fáze�� Stacionární fázeStacionární fáze
polarpolarníní -- silisilikkaagelgel, , 
kkyano, amino, diol,yano, amino, diol,kkyano, amino, diol,yano, amino, diol,
zwizwittteriontyterionty etc.etc.zwizwittteriontyterionty etc.etc.



HILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografie
�� Mobilní fázeMobilní fáze�� Mobilní fázeMobilní fáze
Velký obsah organického rozpouštědla ACN Velký obsah organického rozpouštědla ACN (>(>
80%) 80%) s malým množstvím vody nebo jiného s malým množstvím vody nebo jiného 80%) 80%) s malým množstvím vody nebo jiného s malým množstvím vody nebo jiného 
polárního rozpouštědlapolárního rozpouštědlapolárního rozpouštědlapolárního rozpouštědla



HILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografie



HILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografie



HILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografie



HILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografie



HILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografie

�� Nanášení vzorkuNanášení vzorku –– vzorek rozpuštěn v vzorek rozpuštěn v 
mobilní fázimobilní fázimobilní fázimobilní fázi

�� EluceEluce –– zvyšováním polarity mobilní zvyšováním polarity mobilní �� EluceEluce –– zvyšováním polarity mobilní zvyšováním polarity mobilní 
fáze fáze 

DioxanDioxan>>AcetonAceton>ACN>THF>IPOH>>ACN>THF>IPOH>EtOHEtOH>>MetOHMetOH>H>H OODioxanDioxan>>AcetonAceton>ACN>THF>IPOH>>ACN>THF>IPOH>EtOHEtOH>>MetOHMetOH>H>H22OO

PoužitíPoužití : analýza polárních látek: analýza polárních látek



HILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografie



HILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografieHILIC chromatografie



Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová 
chromatografiechromatografie

�� Stacionární fázeStacionární fáze –– nepolárnínepolární
CC ,, CCCC88,, CC1818

�� Mobilní fázeMobilní fáze –– polární polární –– vodné roztokyvodné roztoky
pH  pH  →→ potlačit disociacipotlačit disociacipH  pH  →→ potlačit disociacipotlačit disociaci

�� EluceEluce –– snižováním polarity mobilní fázesnižováním polarity mobilní fáze
ACN, ACN, MetOHMetOH, , ACN, ACN, MetOHMetOH, , 



Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová 
chromatografiechromatografie



Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová 
chromatografiechromatografie



Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová 
chromatografiechromatografie

H2OKartáčový typ stacionární fáze H2OKartáčový typ stacionární fáze

Použití : analytické – až 90 % analýz



Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová 
chromatografiechromatografie



Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová 
chromatografiechromatografie



Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová 
chromatografiechromatografie



Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová Reverzně fázová 
chromatografiechromatografie



Iontově párová chromatografieIontově párová chromatografieIontově párová chromatografieIontově párová chromatografie

analytiontově párující činidlo

+ - SDS, HClO44

- - tetrabutylamonium



Iontově párová chromatografieIontově párová chromatografieIontově párová chromatografieIontově párová chromatografie

sorbent C18 iontový pár

Stacionární, mobilní faze, eluce – RPCStacionární, mobilní faze, eluce – RPC

pH → plná ionizace analytupH → plná ionizace analytu



Iontově párová chromatografieIontově párová chromatografieIontově párová chromatografieIontově párová chromatografie



Hydrofobní chromatografieHydrofobní chromatografieHydrofobní chromatografieHydrofobní chromatografie

�� Stacionární fázeStacionární fáze –– -- CC88,, --fenylfenyl�� Stacionární fázeStacionární fáze –– -- CC88,, --fenylfenyl

�� Mobilní fázeMobilní fáze –– vodné roztoky (pufry) vodné roztoky (pufry) 
1.7 M (NH1.7 M (NH44))22SOSO441.7 M (NH1.7 M (NH44))22SOSO44

�� EluceEluce –– snižováním iontové síly snižováním iontové síly 

Použití : purifikace bílkovinPoužití : purifikace bílkovin



Hydrofobní chromatografieHydrofobní chromatografieHydrofobní chromatografieHydrofobní chromatografie
Stacionární fázeStacionární fáze ––�� Stacionární fázeStacionární fáze ––



Hydrofobní chromatografieHydrofobní chromatografieHydrofobní chromatografieHydrofobní chromatografie



Hydrofobní chromatografieHydrofobní chromatografieHydrofobní chromatografieHydrofobní chromatografie



Ionexová chromatografieIonexová chromatografieIonexová chromatografieIonexová chromatografie



Ionexová chromatografieIonexová chromatografieIonexová chromatografieIonexová chromatografie

elektrostatická interakce

+Vazba +Vazba

+ +Eluce + +Eluce



IonexyIonexyIonexyIonexy

�� Katexy Katexy -- -- vazba kationtůvazba kationtů
silné  silné  -- sulfosulfo(S), (S), sulfopropylsulfopropyl(SP) (SP) OSOOSO --silné  silné  -- sulfosulfo(S), (S), sulfopropylsulfopropyl(SP) (SP) OSOOSO33

--

slabé slabé -- karboxykarboxy(C), (C), karboxymetylkarboxymetyl(CM) (CM) slabé slabé -- karboxykarboxy(C), (C), karboxymetylkarboxymetyl(CM) (CM) 
COOCOO--

�� AnexyAnexy -- ++ vazba aniontůvazba aniontů�� AnexyAnexy -- ++ vazba aniontůvazba aniontů
slabé slabé -- dietylaminoetyldietylaminoetyl(DEAE)(DEAE)slabé slabé -- dietylaminoetyldietylaminoetyl(DEAE)(DEAE)
silné  silné  -- trietylaminoetyltrietylaminoetyl(TEAE)(TEAE)



Slabý ionexSlabý ionexSlabý ionexSlabý ionex

�� Vykazuje změny vazebné kapacity Vykazuje změny vazebné kapacity �� Vykazuje změny vazebné kapacity Vykazuje změny vazebné kapacity 
v závislosti na pHv závislosti na pH

�� Má pufrační kapacituMá pufrační kapacitu
COO-

%
COO-

COOHCOOH

pH



Slabý versus silný Slabý versus silný ionexionexSlabý versus silný Slabý versus silný ionexionex



Ionexová chromatografieIonexová chromatografieIonexová chromatografieIonexová chromatografie

c kapacitacS
kapacita

ionexu

cM



Volba podmínek Volba podmínek –– pH + typ pH + typ ionexuionexuVolba podmínek Volba podmínek –– pH + typ pH + typ ionexuionexu

pI bílkoviny je známpI bílkoviny je znám

- Katex                   Ionex                        Anex +
-1         +1

pI
OH-H3O

+
-1         +1

pI -+
0

Bílkovina

0

Bílkovina



Donanův efektDonanův efektDonanův efektDonanův efekt

H3O
+ H3O

+

OH- OH-

zvyšování pH snižování pHzvyšování pH snižování pH



Volba podmínek Volba podmínek –– pH + typ pH + typ ionexuionexuVolba podmínek Volba podmínek –– pH + typ pH + typ ionexuionexu

pI bílkoviny není známpI bílkoviny není znám
• Metoda pokusů a omylů• Metoda pokusů a omylů

• Metoda titračních křivek• Metoda titračních křivek



Ionexová chromatografieIonexová chromatografieIonexová chromatografieIonexová chromatografie

�� Nanášení vzorkuNanášení vzorku –– nízká iontová sílanízká iontová síla

�� EluceEluce –– gradientovágradientová�� EluceEluce –– gradientovágradientová
��Zvyšováním iontové síly Zvyšováním iontové síly 
��Změnou pHZměnou pH��Změnou pHZměnou pH
��Afinitní eluceAfinitní eluce

PoužitíPoužití –– purifikace, purifikace, zakoncentrovánízakoncentrování, , 
výměna pufruvýměna pufru



Ionexová chromatografieIonexová chromatografieIonexová chromatografieIonexová chromatografie



Ionexová chromatografieIonexová chromatografieIonexová chromatografieIonexová chromatografie



ChromatofokusaceChromatofokusaceChromatofokusaceChromatofokusace



ChromatofokusaceChromatofokusaceChromatofokusaceChromatofokusace



ChromatofokusaceChromatofokusaceChromatofokusaceChromatofokusace
dděj na koloněěj na koloně

N

R
N

R
HN

R

N

R

N

R
H N

R
HRRN

R

H N

R

HRR

pH = 9 pH = 4pH = 9 pH = 4



ChromatofokusaceChromatofokusaceChromatofokusaceChromatofokusace
chování vzorkuchování vzorku

pIpH >pIpH =pIpH <

-

pIpH >pIpH =pIpH <

-+



ChromatofokusaceChromatofokusaceChromatofokusaceChromatofokusace
chování vzorkuchování vzorku

9

pI

pH
9

44

Použití : analytické – stanovení pIPoužití : analytické – stanovení pI

preparativní – purifikace bílkovin



ChromatofokusaceChromatofokusaceChromatofokusaceChromatofokusace



ChromatofokusaceChromatofokusaceChromatofokusaceChromatofokusace



Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační 
chromatografiechromatografie



Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační 
chromatografiechromatografie



Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační 
chromatografiechromatografie

Princip - stérická exklusePrincip - stérická exkluse

- omezená difuse- omezená difuse

Pořadí eluce :Pořadí eluce :

MrA>MrB>MrC



Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační 
chromatografiechromatografie

Totální exkluseTotální exkluse

Selektivní permeaceSelektivní permeace

Totální permeace



Gelová Gelová permeačnípermeačníGelová Gelová permeačnípermeační
chromatografiechromatografie

Pharmacia LPCPharmacia LPC

•Sephadex dextran•Sephadex dextran

•Sepharose agarosa

•Sephacryl glukosa + akryamid

•Sephacel cellulosa•Sephacel cellulosa

Pharmacia FPLC

•Superose garosa•Superose garosa

•Superdex síťovaná agarosa a dextran



SephadexSephadexSephadexSephadex



SephadexSephadexSephadexSephadex



SepharosaSepharosaSepharosaSepharosa



SepharosaSepharosaSepharosaSepharosa



Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační 
chromatografiechromatografie

Bio-RadBio-Rad

•BioGel P akrylamid•BioGel P akrylamid

•BioGel A agarosa•BioGel A agarosa

Tosoh Bioscience

•Toyopearl a TSKgel hydroxylovaný methacrylát •Toyopearl a TSKgel hydroxylovaný methacrylát 



BioGelBioGel PPBioGelBioGel PP



Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační 
chromatografiechromatografie

�� Nanášení vzorkuNanášení vzorku –– objem vzorku objem vzorku < < 
2% objemu kolony2% objemu kolony2% objemu kolony2% objemu kolony

�� EluceEluce –– izokratickáizokratická�� EluceEluce –– izokratickáizokratická

PoužitíPoužití : stanovení : stanovení MrMr, odsolování, , odsolování, 
purifikacepurifikacepurifikacepurifikace



Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační 
chromatografiechromatografie



Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační 
chromatografiechromatografie



Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační 
chromatografiechromatografie



Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační Gelová permeační 
chromatografiechromatografie



Afinitní chromatografieAfinitní chromatografieAfinitní chromatografieAfinitní chromatografie



Afinitní interakceAfinitní interakceAfinitní interakceAfinitní interakce



Interakce mezi DNA a Interakce mezi DNA a Interakce mezi DNA a Interakce mezi DNA a 

endonukleasouendonukleasou



Afinitní páryAfinitní páryAfinitní páryAfinitní páry



Afinitní chromatografieAfinitní chromatografieAfinitní chromatografieAfinitní chromatografie
nanesení vzorkunanesení vzorku



Afinitní chromatografieAfinitní chromatografieAfinitní chromatografieAfinitní chromatografie
vznik interakcevznik interakce



Afinitní chromatografieAfinitní chromatografieAfinitní chromatografieAfinitní chromatografie
vymytí balastůvymytí balastů



Afinitní chromatografieAfinitní chromatografieAfinitní chromatografieAfinitní chromatografie
eluceeluce



Předpoklady pro vznik Předpoklady pro vznik Předpoklady pro vznik Předpoklady pro vznik 
komplexukomplexu

�� Sterické Sterické –– použití raménka použití raménka 
((spacerspacer))((spacerspacer))



Předpoklady pro vznik Předpoklady pro vznik Předpoklady pro vznik Předpoklady pro vznik 
komplexukomplexu

�� KonformačníKonformační

�� VazebnéVazebné

�� Optimální pH, iontová síla Optimální pH, iontová síla �� Optimální pH, iontová síla Optimální pH, iontová síla 



Stacionární fázeStacionární fázeStacionární fázeStacionární fáze

•velké póry umožňující průnik velkých molekul

•co nejnižší nespecifické adsorpce•co nejnižší nespecifické adsorpce

•nejčastěji agarosa (Sepharosa) 

•ligand kovalentně navázaný přes –OH skupinu 
cukerné jednotky nosiče cukerné jednotky nosiče 



ProvedeníProvedeníProvedeníProvedení

�� Nanesení vzorkuNanesení vzorku –– nízká iontová sílanízká iontová síla



EluceEluceEluceEluce

�� EluceEluce –– selektivní selektivní -- volným ligandem   volným ligandem   
nebo kompetičním činidlemnebo kompetičním činidlemnebo kompetičním činidlemnebo kompetičním činidlem



EluceEluceEluceEluce

�� EluceEluce –– neselektivní neselektivní -- změna pH, změna pH, 
iontové síly,                                iontové síly,                                iontové síly,                                iontové síly,                                
polaritypolaritypolaritypolarity



EluceEluceEluceEluce

�� EluceEluce –– pulsní pulsní xx gradientovágradientová



LigandyLigandyLigandyLigandy

Monospecifické 

•váží pouze jedinou biomakromolekulu•váží pouze jedinou biomakromolekulu

•nutné si připravovat individuálně•nutné si připravovat individuálně

Skupinově specifické

•váží biomakromolekuly s podobnými •váží biomakromolekuly s podobnými 
vlastnostmivlastnostmi

•komerčně dostupné



IImobilizace ligandůmobilizace ligandůIImobilizace ligandůmobilizace ligandů



IImobilizace ligandůmobilizace ligandůIImobilizace ligandůmobilizace ligandů

N-hydroxysukcinimid (NHS) -NH2

CNBr -NH22

Karbodiimid -NH2, -COOHKarbodiimid -NH2, -COOH

Epoxid -SH, -NH2, -OH



NN--hydroxysukcinimidhydroxysukcinimidNN--hydroxysukcinimidhydroxysukcinimid
((NHSNHS--SepharosaSepharosa))



CNBrCNBr ((CNBrCNBr aktivovaná aktivovaná CNBrCNBr ((CNBrCNBr aktivovaná aktivovaná 
SepharosaSepharosa))



N, N'N, N'--disubstituovaný disubstituovaný N, N'N, N'--disubstituovaný disubstituovaný 
karbondiimidkarbondiimid



Epoxid (Epoxid (EpoxyEpoxy--aktivovaná aktivovaná Epoxid (Epoxid (EpoxyEpoxy--aktivovaná aktivovaná 
SepharosaSepharosa 6B)6B)



Skupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandy



Skupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandy
Protein A   Protein A   aa Protein GProtein G



Skupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandy
Protein A   Protein A   aa Protein GProtein G



Skupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandy
„„dyedye ligand“ligand“

NAD+ NADP+NAD+ NADP+

Dependentní dehydrogenasy



Skupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandy
CibacronCibacron Blue F4GBlue F4G--AACibacronCibacron Blue F4GBlue F4G--AA



Skupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandy
lektinylektiny



Skupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandy
Con ACon A



Skupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandy
Con ACon A



Skupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandySkupinově specifické ligandy
Con ACon A



Využití AC pro purifikaci Využití AC pro purifikaci Využití AC pro purifikaci Využití AC pro purifikaci 
rekombinantních proteinůrekombinantních proteinů





Analytická afinitní chromatografieAnalytická afinitní chromatografieAnalytická afinitní chromatografieAnalytická afinitní chromatografie

Analýza vazby ligandu na biopolymerAnalýza vazby ligandu na biopolymer

Určení disociační konstanty komplexu biopolymer - zakotvený ligand

(K´) má význam zejména pro posouzení vhodnosti nosiče se zakotveným
afinantem z hlediska praktické použitelnosti. Hodnota K´ se musí nacházet
v intervalu (10-6; 5.10-3) v jednotkách mol.l-1. Vazba na immobilizovanýv intervalu (10-6; 5.10-3) v jednotkách mol.l-1. Vazba na immobilizovaný
ligand bývá zpravidla slabší než na ligand volný.

1 / (V - V ) = K´ / (V - V )* c1 / (VR - V0) = K´ / (V0 - VM)* cL
VM - mrtvý objem kolony
V - el. objem nezadržovaného analog. biopolymeru (Mr)VO - el. objem nezadržovaného analog. biopolymeru (Mr)
VR - eluční objem studovaného biopolymeru
cL - koncentrace vázaného ligandu



Analytická afinitní chromatografieAnalytická afinitní chromatografieAnalytická afinitní chromatografieAnalytická afinitní chromatografie

Analýza vazby ligandu na biopolymerAnalýza vazby ligandu na biopolymer

Určení disociační konstanty komplexu biopolymer - volný ligand (K)

vychází z předpokladu, že oba ligandy (volný i zakotvený) se vážou na
biopolymer kompetitivně (metoda kompetitivní eluce). Na kolonu obsahující
nosič s vhodným afinantem naneseme biopolymer, k eluci použijeme určitounosič s vhodným afinantem naneseme biopolymer, k eluci použijeme určitou
koncentraci kompetitivního ligandu (cL´) a změříme eluční objem
biopolymeru VR. Provedeme sérii pokusů s různými koncentracemi ligandu,R

získáme různé eluční objemy.

1 / (V - V ) = K´/ (V - V )* c ´ + [K´* c ] / [(V -1 / (VR - V0) = K´/ (V0 - VM)* cL´ + [K´* cL] / [(V0 -
VM)*cL´* K]



Kovalentní chromatografieKovalentní chromatografieKovalentní chromatografieKovalentní chromatografie
tiol .disulfidická výměnatiol .disulfidická výměna



Kovalentní chromatografieKovalentní chromatografieKovalentní chromatografieKovalentní chromatografie



Kovalentní chromatografieKovalentní chromatografieKovalentní chromatografieKovalentní chromatografie

�� Nanášení vzorkuNanášení vzorku –– mmoonniitorovtorováníání při při 
343 343 nmnm343 343 nmnm

�� EluceEluce –– redukční eluceredukční eluce�� EluceEluce –– redukční eluceredukční eluce
�� 1010--25 mM DTT25 mM DTT
2525--50 mM 50 mM ββ--merkaptoethanolmerkaptoethanol�� 2525--50 mM 50 mM ββ--merkaptoethanolmerkaptoethanol

�� Reaktivace Reaktivace –– reakce s reaktivním reakce s reaktivním �� Reaktivace Reaktivace –– reakce s reaktivním reakce s reaktivním 
disulfidemdisulfidem

�� 20 mM 20 mM 2,22,2’’--dipyriddipyridyldisulfidyldisulfid�� 20 mM 20 mM 2,22,2’’--dipyriddipyridyldisulfidyldisulfid

PoužitíPoužití : isolace bílkovin a peptidů : isolace bílkovin a peptidů 
obsahujících SH skupinobsahujících SH skupin



Kovalentní chromatografie GSTKovalentní chromatografie GSTKovalentní chromatografie GSTKovalentní chromatografie GST



Kovalentní chromatografie GSTKovalentní chromatografie GSTKovalentní chromatografie GSTKovalentní chromatografie GST



BoronátováBoronátová chromatografiechromatografieBoronátováBoronátová chromatografiechromatografie



BoronátováBoronátová chromatografiechromatografieBoronátováBoronátová chromatografiechromatografie



BoronátováBoronátová chromatografiechromatografieBoronátováBoronátová chromatografiechromatografie

�� Nanášení vzorkuNanášení vzorku –– vyšší iontová síla vyšší iontová síla 
(0,2 M pufr)(0,2 M pufr)(0,2 M pufr)(0,2 M pufr)

�� EluceEluce –– polyolypolyoly (200 mM sorbitol)(200 mM sorbitol)�� EluceEluce –– polyolypolyoly (200 mM sorbitol)(200 mM sorbitol)

PoužitíPoužití : purifikace : purifikace glykoglyko-- proteinů a proteinů a 
peptidů, stanovení peptidů, stanovení GlyHbGlyHbpeptidů, stanovení peptidů, stanovení GlyHbGlyHb



BoronátováBoronátová chromatografiechromatografieBoronátováBoronátová chromatografiechromatografie



ThiofilníThiofilní chromatografiechromatografieThiofilníThiofilní chromatografiechromatografie



ThiofilníThiofilní chromatografiechromatografieThiofilníThiofilní chromatografiechromatografie

�� Nanášení vzorkuNanášení vzorku –– pufr s vyšší iontovou pufr s vyšší iontovou 
silou (0,5 M Nasilou (0,5 M Na SOSOsilou (0,5 M Nasilou (0,5 M Na22SOSO44

nebo nebo NaClNaCl))nebo nebo NaClNaCl))

�� EluceEluce –– snižováním iontové síly, snižováním iontové síly, 
snižováním pHsnižováním pHsnižováním pHsnižováním pH

PoužitíPoužití : isolace : isolace polypoly-- a monoklonálních a monoklonálních PoužitíPoužití : isolace : isolace polypoly-- a monoklonálních a monoklonálních 
protilátek a jejich fragmentůprotilátek a jejich fragmentů



ThiofilníThiofilní chromatografiechromatografieThiofilníThiofilní chromatografiechromatografie



Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných 
kovových iontechkovových iontech

iminodiacetic acid (IDA)iminodiacetic acid (IDA)
nitrilotriacetic acid (NTA)nitrilotriacetic acid (NTA)
N, N, N0-tris-carboximethyl ethylene diamine (TED)



Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných 
kovových iontechkovových iontech

�� EkvilibraceEkvilibrace –– imobilizace kovového iontu imobilizace kovového iontu 
(50 mM)(50 mM)(50 mM)(50 mM)

�� Používané ionty Používané ionty -- používají se především používají se především Používané ionty Používané ionty -- používají se především používají se především 
ionty ionty CuCu2+2+, Zn, Zn2+2+, Ni, Ni2+2+, , 
FeFe33++, Co, Co2+2+, Mn, Mn2+2+ a Mga Mg2+2+, , FeFe33++, Co, Co2+2+, Mn, Mn2+2+ a Mga Mg2+2+, , 
preferující preferující dusík jako dusík jako preferující preferující dusík jako dusík jako 
koordinační koordinační ligandligandkoordinační koordinační ligandligand



Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných 
kovových iontechkovových iontech



Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných 
kovových iontechkovových iontech



Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných 
kovových iontechkovových iontech

�� Nanášení vzorkuNanášení vzorku –– pufr s vyšší iontovou pufr s vyšší iontovou 
silou (0.5 M silou (0.5 M NaClNaCl))silou (0.5 M silou (0.5 M NaClNaCl))

�� EluceEluce –– snížení pH (3snížení pH (3--4), 4), kompetitujícíkompetitující�� EluceEluce –– snížení pH (3snížení pH (3--4), 4), kompetitujícíkompetitující
látka (histidin, imidazol, glycin,  látka (histidin, imidazol, glycin,  
fosfát), EDTAfosfát), EDTA

PoužitíPoužití : purifikace normálních a : purifikace normálních a PoužitíPoužití : purifikace normálních a : purifikace normálních a 
rekombinantních bílkovinrekombinantních bílkovin



Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných 
kovových iontechkovových iontech



Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných Ch. na imobilizovaných 
kovových iontechkovových iontech



Dvoufázové separaceDvoufázové separaceDvoufázové separaceDvoufázové separace



Afinitní dvoufázové separaceAfinitní dvoufázové separaceAfinitní dvoufázové separaceAfinitní dvoufázové separace



Afinitní dvoufázové separaceAfinitní dvoufázové separaceAfinitní dvoufázové separaceAfinitní dvoufázové separace



Afinitní ultrafiltraceAfinitní ultrafiltraceAfinitní ultrafiltraceAfinitní ultrafiltrace



Afinitní ultrafiltraceAfinitní ultrafiltraceAfinitní ultrafiltraceAfinitní ultrafiltrace



Afinitní precipitaceAfinitní precipitaceAfinitní precipitaceAfinitní precipitace



Afinitní precipitaceAfinitní precipitaceAfinitní precipitaceAfinitní precipitace



Afinitní precipitaceAfinitní precipitaceAfinitní precipitaceAfinitní precipitace



Afinitní precipitaceAfinitní precipitaceAfinitní precipitaceAfinitní precipitace



Afinitní precipitaceAfinitní precipitaceAfinitní precipitaceAfinitní precipitace



Afinitní precipitaceAfinitní precipitaceAfinitní precipitaceAfinitní precipitace

60% recovery60% recovery

20 x enrichment


