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Historie objevu chromatografie a Michail Semjonovi¢ Cvét

(1872-1912) rozdélil v roce 1903/1906 na sloupci
jemne praskovaného uhliCitanu vapenateho listovou zelen na nékolik slozek.
Poprvé od sebe oddélil a popsal chlorofyl a a chlorofyl b
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Obr. 1: Schéma prvniho chromatografu: 1 - tr, 2 - zsobnik tla- ; 3 g .
K, 5. mhilebly o rorfaky ki pe et — M. Tswert, “Physikalisch-chemische Studien iiber das Chloro-

esx-trlikf)lt:nlajs(:ll‘:sla:ll::;j[il::;iv:;z:;l:?i::?;:’fil%:;ﬁt:]f?'lyzpetroletherového phy”' ch Adsurpli ﬂn-“ Ber_ d[SCh. botﬂn. GES. 24, 316“323
* (1906). For English translation see ref. [20b].

M. 8. Tswett, “Fiziko-Khimicheskoe Stroenie Khlorofil'nogo
Zerna. Eksperimental’noe i Kriticheskoe [zsledovanie” (The
Physico-chemical Structure of the Chlorophyll Particle. Ex-
perimental and Critical Study). Trudy Obshchestva Est-
estvoispytatelei pri Imperatorski Kazanskom Universitet 35
(No. 3), 1-268 (1901). A summary of this thesis, written by
Tswett, was published in Botan. Centralbl. 89, 120-123
(1902).
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Planarni chromatogratie — vyhodnoceni dat
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Orptitmoam
Higwaikeate Figure 1.11 Van Deemter's curve in gas chromatography with the domaine of parameters A,
S B and C indicated. There exists an eguation similar to that of Van Deemter that considers

‘/\/\ temperature: H= A+ B/T +CT,
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Figure 1.11 Var Deemter's curve in gas chromatography with the domaing of parameters A,
B and C indicated. There exists an eguation similar to that of Van Deemter that considers
temperature: H= A+ B/T +CT,







Chromatographic
Process

B+A

Chromatogram




Typ Velikost Pocet pater/15 cm
m (pFiblizné
1950 100

1967 50 (Porézni povrch) 1,000

1972 6,000

1982 5 12,000
1992 3.0-3.5 22,000
1998 1.5-2.0 (Neporézni) 30,000

1999 5.0 (Porézni povrch) 8,000
2000 i 25,000

2003 ' 32,500

2007/2008 | . 32,000
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Kolonova chromatografie —- HPLC
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| Caffeine

Benzocaine
LSD

Lidocaine
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IGURE 6 - Chromatogram obtained atter injection of standards of caffeine (t, = 1.92 min), benzocaine
t,=4.33 min), LSD (1, =7.64 min), cocaine (t. = 12.77 min) and lidocaine (t, = 23.51 min).
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Fig 1. Amino Acid standard. Eluants: Na270, Na740, RGJ11, column
L134110T, temperature gradient from 30 °C to 70 °C.
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Kolonova chromatografie — HPLC
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omatografie — HPLC

Nitro Compounds

100X Methanol




omatografie — HPLC
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Nitro Compounds

80X Methanol

0.00 ' 1.25
RT in minutes




omatografie — HPLC

Nitro compounds (¢)
60X methanol
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s 1 R 1
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omatografie — HPLC

Nitro compounds

- 40% methanol

0,00 8.75
~ RT in minutes




omatografie — HP Nitro compounds

1 4 2 55X methanol
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0.00 2.8
RT in minutes
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Sample: 40 . .
ves 1280000 Molecular Weight vs. Retention Volume
2.P5 186,000
3PS5 42,800 0. x
4. PS5 10,200 n
5. P5 880
6. n-Propylbenzens 120

10,000

4

r|

Log (Molecular Weight)

15.0 20.0
Elution Volume (mL)

https://www.wikiskripta.eu/w/Gelov%C3%A1 permea%C4%8Dn%C3%AD chromatografie https://www.alfatest.it/tecniche/gpcsec/
https://www.shodex.com/en/dc/06/06/01.html










Kolonova chromatografie — HPLC

LI_\JTA- Ni - 6 His binding

4

Chromatografie na ionexech, obsahujicich
navazané dvojmocné ionty Co, Cu, Ni, Zn
s kladnym nabojem (2*); Porath et al. 1975.
Nejbéznéjsi vyuziti: pri purifikaci
rekombinantich proteinu, obsahuijicich tzv.

Afinitni chromatografie na ligandech

nebo iontech kovu
vhodna pro deleni makromolekul

Ni-NTA Agarose based Protein
Purification
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Kolonova chromatografie — chromatografie na cipech

Obr. 4: Elektronové mikroskopické snimky separac¢niho mikrocipu vyro- Obr. 5: Fotografie prototypu chipu ur¢eného k separaci ve tridimenzio-

beného na sklenéné desticce [11] (A), ¢ipu obsahujiciho sloupky s roz- nalnim prostoru (3D separace) vyuzivajici jeden separacni kanal v prvni
dimenzi, 64 ve druhé a 4096 kanalu ve treti [14].

tazenym Sestithelnikovym priirezem [12] (B) a komercéni mikrofluidni
separa¢ni HPLC jednotka 200 uPAC firmy PharmaFluidic (D-E).
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Elektroforéza

dlouhé fragmenty

kratke fragmenty

@ elektroforeticky o

Elektroforéza je soubor separacnich metod, které vyuZzivaji k déleni
latek jejich odliSnou pohyblivost ve stejnosmérném elektrickém poli.
Na principu rozdilnych elektroforetickych mobilit se pti ni d€li
molekularni biologie&lang=cz




Elektroforéza

.

»

{

]

[ Ay
AT




Elektroforéza

Obr. I - Profil elektroforeagramu

Kudlova Andrea
ELEKTROFOREZA BILKOVIN
KREVNIHO SERA (z eseje k
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Elektroforéza

dité matka otec c%?

elektroforéza

SN

Nejcastéji pouzivanymi typy gelové elektroforézy je elektroforéza DNA
v agaroze a elektroforéza proteint v polyakrylamidovém gelu pfi metodé SDS-
PAGE.




PCR (polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce)

slouzi k namnozeni DNA

First
cycle




PCR (polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce)

1. poéatecni denaturace DNA (separace retézcu) (94 °C, 2-5 min)

Vlastni retezova reakce: B tyto
2. denaturace (separace fetézcl) (94 - 95 °C, 20 - 45 s) kroky se
3. pripojeni (nasedani) primerd (55 - 65 °C, 30 - 90s) | cyklicky
4. polymeracni reakce (72 °C, 45 - 90 s) opakuji
(prodluzovani retézcu pomoci DNA-polymerazy, ktera (25-30
syntetizuje komplementarni retézce DNA z volnych cykld)
nukleotidu, noveé syntetizované retézce slouzi jako templaty

pro dalsi cyklus)

5. zavérecna extenze (72 °C, 5 min) .
(dosyntetizovani pripadné nedosyntetizovanych retézcu)




PCR (polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce)
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PCR zavedl do praxe v roce 1983 Kary Mullis (za objev této metody dostal Nobelovu cenu).

PCR = polymerazova retezova reakce (polymerdzova, protoze se pouziva enzym DNA polymeraza, retézova
reakce, protoze mnozstvi DNA roste behem jednotlivych cykli Fetezovou radou, tj. 2, 4, 8, 16, 32,...).
Jelikoz vysledkem polymerdzové retézové reakce je mnohondsobné zmnozZeni vybraného useku DNA, Ize
oznacit tento zpiisob za klonovani DNA.






