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KOLUMNOWA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA  
W ROZDZIELANIU I ANALIZIE PEPTYDÓW  
I BIA EK  
 
 

Szybka ekspansja zastosowa  peptydów i bia ek w biochemii i w medycynie, 
stymuluje ogromny wzrost zainteresowania metodami rozdzielania peptydów. Elek-
troforeza elowa i kapilarna to najcz ciej dotychczas wykorzystywane metody roz-
dzielania peptydów i bia ek, w celach identyfikacyjnych i analitycznych. Metody te nie 
s  jednak przydatne do otrzymywania u ytkowych ilo ci tych substancji. Obecnie 
HPLC jest najistotniejsz  metod  oczyszczania i otrzymywania peptydów i bia ek. 
Ponadto techniki HPLC znajduj  coraz wi ksze zastosowanie w rozwijaj cej si  pro-
teomice. W pracy dokonano przegl du najwa niejszych technik chromatografii cie-
czowej, metod oraz procedur stosowanych do rozdzielania peptydów i bia ek jak 
równie  obecnych trendów w tym obszarze 
 
S owa kluczowe 
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WPROWADZENIE 
 

Peptydy i bia ka maj  ogromne znaczenie w organizmach ywych jako 
enzymy, hormony, przeciwcia a i inne sk adniki komórek, tkanek i p ynów fi-
zjologicznych. Niektóre peptydy wykazuj  tak e aktywno  antybiotyczn  
oraz jako ród o antybiotyków peptydowych znajduj  si  w obszarze zainte-
resowa  badaczy w ostatnich latach [1-4]. 

Potrzeba uzupe niania braków okre lonych peptydów i bia ek w orga-
nizmie, albo stosowania antybiotyków lub innych leków peptydowych, poci -
ga za sob  konieczno  otrzymywania tych substancji w formie biologicznie 
aktywnej. Najcz ciej, wymagana jest równocze nie, bardzo wysoka czy- 
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sto  izolowanych substancji. Peptydy i bia ka mo na otrzyma  w sposób 
tradycyjny, wyodr bniaj c je z tkanek zwierz cych (w tym ludzkich), a nie-
kiedy z ro lin. W ostatnich latach ro nie znaczenie chemicznych, a szcze-
gólnie biotechnologicznych metod syntezy peptydów i bia ek.  

Dobór metody rozdzielania peptydów i bia ek od zanieczyszcze ,  
a nast pnie takich warunków wyodr bniania, które zapewniaj  otrzymanie 
produktu o najwy szej aktywno ci biologicznej, stanowi z regu y trudny pro-
blem rozdzielczy i technologiczny. Najcz ciej atwiejsze jest opracowanie 
metodyki oznaczania zawarto ci izolowanych substancji w poszczególnych 
etapach syntezy, czy biosyntezy. Jednak, rozwi zanie ka dego z tych pro-
blemów wymaga z regu y znacznego nak adu pracy eksperymentalnej. 

W ród ró nych metod rozdzielania peptydów i bia ek, dominuj ce 
znaczenie identyfikacyjne oraz analityczne posiadaj  metody elektrofore-
tyczne [5]. Wa ne i rosn ce znaczenie posiada te  wysokosprawna chroma-
tografia cieczowa (HPLC). Dla przyk adu kolumnowa chromatografia cie-
czowa bardzo cz sto stosowana jest w przemy le farmaceutycznym do 
izolowania peptydów i bia ek na du  skale. 

Obecnie, do rozdzielania bia ek i peptydów metodami chromatografii 
cieczowej wykorzystywane s  praktycznie wszystkie uk ady chromatogra-
ficzne. Stosowana jest chromatografia elowa (GPC - gel permeation chro-
matography, albo SEC � size exclusion chromatography) [6,7], chromatogra-
fia jonowymienna (IEC � ion exchange chromatography) [8,9], z chro- 
matografi  wykluczania jonowego (ion exclusion chromatography), w cznie. 
Chromatografia w uk adzie faz odwróconych (RP-HPLC) jak i chromatografia 
oddzia ywa  hydrofobowych (HIC) s  bardzo cz sto stosowane do rozdzie-
lania bia ek o wysokiej masie molekularnej. Nawet chromatografia adsorp-
cyjna w uk adzie faz normalnych (NP-HPLC � normal phase high perfor-
mance chromatography), szczególnie, z chemicznie zwi zan  faz  
stacjonarn  w uk adzie oddzia ywa  hydrofilowych (HILIC). W dodatku, sze-
rokie zastosowanie znajduj  metody chromatografii powinowactwa (Affinity 
Chromatography � AC), jako odr bna grupa metod separacyjnych o szcze-
gólnie wysokiej selektywno ci i specyficzno ci [10,11]. 

W literaturze mo na znale  wiele procedur dotycz cych rozdzielania 
konkretnych peptydów, bia ek i innych substancji, stanowi cych zanieczysz-
czenia. Nie opracowano, jednak, dot d takich uogólnionych regu , które 
umo liwia yby dobór optymalnych warunków rozdzielania zale nie od pierw-
szo- i wy ej - rz dowej struktury peptydów i bia ek. Analiza literatury, prezen-
tuj cej procedury rozdzielania peptydów i bia ek z zastosowaniem chroma-
tografii cieczowej, pozwala zauwa y  pewne dominuj ce kierunki 
post powania i uogólnione zasady doboru najkorzystniejszych warunków 
rozdzielania tych substancji. 

W pracy przedstawiono najcz ciej stosowane sposoby wp ywania na 
selektywno  i sprawno  uk adu w przypadku najwa niejszych metod roz-
dzielania peptydów i bia ek z wykorzystaniem elucyjnej chromatografii cie-
czowej. 
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Publikacja opisuje zjawiska, efekty oraz oddzia ywania towarzysz ce proce-
som chromatografii cieczowej oraz mo liwo ci wp ywania na retencje pepty-
dów i bia ek, jak równie  na selektywno  rozdzielania. Przedstawiono rów-
nie  odpowiednie przyk ady procedur rozdzielania. 

Peptydy i bia ka s , jak wiadomo, kwasami i zasadami. W strukturze 
cz steczki z o onej z �n� aminokwasów wyst puje n-1 wi za  peptydowych. 
Cz sto w cz steczkach tych substancji wyst puj  te  cz sto tzw. mostki di-
siarczkowe oraz wewn trzne wi zania wodorowe, determinuj cych drugo-  
i trzecio- rz dow  struktur  moleku y. Obecno  aminokwasów zawieraj -
cych hydrofobowe fragmenty wp ywa na wzrost ogólnej hydrofobowo ci cz -
steczki peptydu lub bia ka. W zale no ci od pH rozpuszczalnika cz steczki 
peptydów i bia ek mog  ulega  kilku wa nym procesom. W pH wy szym od 
punktu izoelektrycznego mo e mie  miejsce dysocjacja protonu od ze-
wn trznej grupy karboksylowej. Co wi cej, w pH poni ej punktu izoelek-
trycznego mo e mie  miejsce protonowanie n-terminalnej grupy aminowej. 
Przy pH bliskim punktowi izoelektrycznemu nast puje szczególnie silne ob-
ni enie rozpuszczalno ci peptydu.  

W zale no ci od pH eluentu i jego kompozycji (np. modyfikatory elu-
entu powoduj ce powstanie par jonowych, sole, modyfikatory) peptydy  
i bia ka podlega  nast puj cym procesom: 

- dysocjacji elektrolitycznej, 
- tworzeniu par jonowych z innymi peptydami oraz z jonowymi 

dodatkami do eluentu, 
- pozornemu spadkowi hydrofobowo ci peptydów i bia ek na cz -

ci powierzchni  przy st eniu soli bliskiemu �punktu wysolenia�, 
- solwatacji przez akceptory protonów lub kwasy, 
- formowaniu si  agregatów bia ek (dimerów i trimerów). 

Wszystkie te zjawiska maj  wp yw na zachowanie si  cz steczek pep-
tydów i bia ek w roztworach oraz na ich oddzia ywania z faz  stacjonarn   
w ró nych uk adach chromatograficznych.  

Na retencj  i stopie  rozdzielenia peptydów i bia ek ma wp yw szereg 
parametrów uk adu chromatograficznego, takich, jak: typ powierzchni sorp-
cyjnej i uboczne oddzia ywania na powierzchni sorbentu, rodzaj ligandu 
zwi zanego z sorbentem, powierzchnia w a ciwa fazy stacjonarnej, wielko  
i porowato  ziaren wype nienia kolumny, a tak e, sk ad, pH, temperatura, 
pr dko  przep ywu eluentu, oddzia ywania dodatkowych sk adników eluen-
tu np. st enie soli w eluencie, przebieg programu elucji i inne parametry,  
w tym nawet ci nienie podczas rozdzielania [12]. 

W tabeli 1 przedstawiono przyk ady cz sto wykorzystywanych warun-
ków stosowania chromatografii cieczowej do rozdzielania peptydów / bia ek 
w ró nych uk adach chromatograficznych. Dane te mog  by  przydatne dla 
wst pnego doboru warunków przy rozwi zywaniu problemów rozdzielczych, 
dotycz cych peptydów i bia ek. 

Najcz ciej stosowane s  uk ady faz odwróconych oraz chromatogra-
fia jonowymienna. Jednak e, wst pna separacja  wykonywana jest z wyko-
rzystaniem chromatografii elowej (GPC) lub chromatografia wykluczania 
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(SEC). Ostatnio, do tego celu wykorzystuje si  �twarde� sorbenty typu DIOL, 
szczególnie te, których struktura porowata bazuje ma �matrycy� z porowate-
go di-tlenku cyrkonu, albo di-tlenku tytanu. Ponadto, HIC a w szczególno ci 
AC stosowane s  do rozdzielania i izolowania peptydów i bia ek.  
Dodatkowo, w przypadku rozdzielania bia ek o du ej masie molekularnej 
Janzen et al. [13] wprowadzili do u ytku sorbenty typu tentacle. Takie sor-
benty chroni  przed zbytnim zaburzeniem struktury rozdzielanych bia ek  
i obni eniem aktywno ci (trwa a, nieodwracalna denaturacja) 

Tabela 1. Przyk ady praktycznego zastosowania HPLC do rozdzielania pep-
tydów i bia ek wraz z warunkami chromatograficznymi 
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ROZDZIELANIE PEPTYDÓW I BIA EK W UK ADACH  
FAZ ODWRÓCONYCH 
 

Metody RP-HPLC s  powszechnie stosowane do rozdzielania pepty-
dów i bia ek w szczególno ci do celów analitycznych, a tak e w proteomice. 
Rozdzielanie peptydów i bia ek w uk adach faz odwróconych odbywa si  na 
powierzchni fazy stacjonarnej o okre lonym stopniu hydrofobowo ci [18],  
z zastosowaniem sorbentów typu C18, C8, C4 (C5, C6), C2, fenyl, alkilofe-
nyl, alkilonitryl i inne. Z regu y rozdzielanie peptydów i bia ek przeprowadza 
si  w warunkach elucji gradientowej. Faza ruchoma bardzo cz sto zawiera 
wod  i acetonitryl  z dodatekiem kwasu trifluorooctowego (TFA), zarówno  
w eluencie A (ni sze st enie acetonitrylu 5 � 25%) jak i w eluencie B (wy -
sze st enie acetonitrylu 75 � 95%).  

Rozdzielane cz steczki peptydów i bia ek s  z o one z ró nych ami-
nokwasów (hydrofobowych lub hydrofilowych), u o onych w zró nicowanej 
kombinacji. Retencja zale y od wynikowej hydrofobowo ci rozdzielanych 
cz steczek, albo ich solwatów, tzn. zarówno od struktury i rozk adu hydrofo-
bowo ci w cz steczkach, jak i od hydrofobowo ci solwatów istniej cych  
w równowadze ze sk adnikami eluentu. 

Podczas rozdzielania du ych cz steczek polipeptydów i bia ek  
w uk adach faz odwróconych do  cz sto obserwowane s  niekorzystne 
przypadki zmian konformacyjnych a cucha aminokwasowego [24] i w kon-
sekwencji denaturacja produktu [25]. Nie polarna faza stacjonarna, orga-
niczna faza ruchoma i kwa ne, albo alkaliczne dodatki do fazy ruchomej 
(kwas trifluorooctowy (TFA) lub inny, albo amina) � to czynniki maj ce po-
tencjalne dzia anie denaturuj ce, a nawet hydrolityczne. Denaturacja obja-
wia si  najcz ciej zmian , retencji substancji, a hydroliza - zwi kszeniem 
ilo ci pików. Aby unikn  hydrolizy trzeba kontrolowa  pH i temperatur  roz-
dzielania [26]. Denaturacji mo na, tak e unikn  przez dodatek do eluentu 
soli stabilizuj cych struktur  bia ka (np. NaCl, AcNa, (NH4)2SO4). Trzeba si , 
jednak, liczy  si  z tym, e taki dodatek cz sto modyfikuje retencj  substan-
cji [15]. 

Najcz ciej do rozdzielania peptydów i bia ek w uk adach faz odwró-
conych s  stosowane sorbenty siloksanowe modyfikowane grupami alkilo-
wymi, fenylowymi i difenylowymi W ród grup alkilowych najcz ciej wyko-
rzystuje si  grup  butylow  (C4), kolejno pentylow  (C5) i oktylow  (C8). 
Wiele jest te  zastosowa  oktadecylowych (C18) faz stacjonarnych. Rys. 1 
przedstawia przyk ad rozdzielania 9 bia ek w kolumnie wype nionej sorben-
tem typu C5, [27], a chromatogram na rys. 2 to przyk ad rozdzielania 8 pep-
tydów i bia ek z wykorzystaniem kolumny C8. 
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Rys. 1. Rezultat rozdzielania mieszaniny peptydów z zastosowaniem kolumny C5 Discovery® 
BIO Wide Pore, 150x4,6 mm(5 m). Eluenty: A-H2O :AcCN :PFPA (kwas penta fluoropropiono-

wy) 81 :19 :0,1, B-H2O :AcCN :PFPA 62 :38 :0,1. Program elucji: 0-19 min 0-100% B,  
v=1,0 ml/min, T=300C. Detekcja UV 215 nm; 1 - Arg8-Vassopressin, 2 - Bradykinin fragment 1-5,  
3 - Oxytocin, 4 - Met-Enkephalin, 5 - Luteinizing Hormone, 6 - Leu-Enkephalin, 7 - Bradykinin,  

8 - Bombesin, 9 - Substancja P [34] 

 
Rys. 2. Przyk ad rozdzielania peptydów i bia ek z zastosowaniem kolumny C8. Kolumna: YMC8 

Octyl S-5 120A column, 250x4,6 mm (5 m); Eluent: A-0,1% TFA, B-AcCN; Program elucji:  
0-30 min 20-50% B, v=1,0 ml/min; Detekcja UV 200 nm; Rozdzielane substancje: 1 - Bradyki-

nin, 2 - Met-Enkephalin, 3 - Angiotensin I, 4 - Leu-Enkephalin, 5 - Substance P, 6 - Insulin,  
7 - Lysozome, 8 - Myoglobin [35] 
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G ównym ograniczeniem stosowania kolumn z chemicznie modyfiko-
wanym wype nieniem siloksanowym jest ograniczone pH fazy ruchomej. 
Stosowane pH powinno by  bezpieczne dla wi za  grup funkcyjnych z e-
lem krzemionkowym i nie powoda  ich hydrolizy (typowo 2 - 8.5, a skrajnie 
1,5-10, w przypadku specjalnie opracowanych faz stacjonarnych [28]). 

Okazjonalnie stosowane s  wype nienia polimerowe oparte o kopoli-
mer styrenu-diwinylobenzenu, albo poli-metakrylan alkilu. Do powierzchni 
sorpcyjnej najcz ciej dodatkowo zwi zane s  cz steczki oktadekanu (C18) 
[29, 30]. Ostatnio, mimo wysokiej ceny, ro nie znaczenie polimerowych sor-
bentów. Powodem jest ich trwa o  w szerokim zakresie pH  od 0,8 � 13,5. 
Brak wolnych grup siloksanowych poprawia symetri  pików i w konsekwencji 
sprawno  rozdzielania [29, 30]. Wad  kolumn wype nionych polimerowymi 
sorbentami s  niskie pr dko ci przep ywu, jakie powinno si  stosowa  pod-
czas rozdzielania substancji o wysokich masach cz steczkowych. Zbyt du e 
pr dko ci przep ywu prowadz  do otrzymywania nadmiernie poszerzonych 
pików, szczególnie, pików substancji silnie hydrofobowych i w szczególno ci 
o wysokiej masie molekularnej. Jest to wynikiem niekorzystnej kinetyki pro-
cesów sorpcji / desorpcji spowodowanej tendencj  do rozpuszczania si  
cz steczek rozdzielanych substancji w powierzchniowej warstwie niepolar-
nego sorbentu i bardzo ma ej dyfuzji du ych moleku . 

Sporadycznie stosowane s  inne wype nienia, np. sorbenty siloksa-
nowe modyfikowane równocze nie grupami C8 i hydrofilowymi grupami �
COOH, pochodz cymi z nienasyconych kwasów karboksylowych, albo spe-
cyficznie modyfikowane sorbenty siloksanowe o podwy szonej stabilno ci 
mechanicznej i chemicznej [31]. 

D ugo  a cucha alkilowego ma istotny wp yw na selektywno  roz-
dzielania peptydów i bia ek.  Z jednej strony River i wspó pracownicy [32] 
stwierdzili, e krótkie kolumny wype nione polisiloksanem modyfikowanym 
C4 sprawdzaj  si  najlepiej w rozdzielaniu du ych peptydów i bia ek. Nato-
miast Hartman i wspó pracownicy [33] udowodnili przydatno  kolumn silok-
sanowych modyfikowanych C8 do rozdzielania naturalnych i syntetycznych 
peptydów oraz niewielkich bia ek posiadaj cych charakter hydrofilowy.  
W przypadku polipeptydów, szczególnie, je li zawieraj  w a cuchu pier-
cienie aromatyczne, skuteczne okazuj  si  kolumny siloksanowe modyfi-

kowane grupami difenylowymi [32].  
Kolumny siloksanowe modyfikowane grupami oktadecylowymi (C18), 

o ma ych rednicach porów, s  najskuteczniejsze do rozdzielania ma ych, 
hydrofilowych peptydów i fragmentów bia ek z o onych z 2-10 aminokwasów 
[32]. Przy czym do rozdzielania peptydów w zastosowaniu do proteomiki 
stosuje si , coraz cz ciej, tzw. kolumny mikropakowane (o rednicy  
1-1,5 mm) lub sorbent typu CSP (Core Surface Particles) jak równie  cz sto 
stosowane s  kolumny monolityczne. Kolumny te zapewniaj  bardzo wyso-
k  sprawno  i szybko  rozdzielania (do 350 tys. pó ek teoretycznych na 
metr d ugo ci wype nienia kolumny).  

Fazy stacjonarne, zawieraj ce krótkie alifatyczne a cuchy, umo liwia-
j  skuteczne rozdzielanie silnie hydrofobowych peptydów i bia ek, a posiada-
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j ce d ugie a cuchy alkilowe, s  odpowiedniejsze do rozdzielania cz stek  
o charakterze mniej hydrofobowym [34]. 

Wskazane jest, aby sorbenty o modyfikowanej chemicznie powierzch-
ni sorpcyjnej by y zabezpieczone przed oddzia ywaniem resztkowych grup 
hydroksylowych z faz  ruchom , tzn. aby mia y tzw. �end-capping� - zast -
pienie wolnych grup OH grupami OCH3, albo poprzez silanizacj . Polepsza 
to symetri  pików, a st d stopie  rozdzielenia w przypadku mniejszych pep-
tydów i umo liwia wysoki stopie  odzysku w przypadku bia ek [35]. 

Szeroko badany by  wp yw rozk adu wielko ci ziaren i porowato ci 
wype nienia kolumny na rozdzielanie peptydów i bia ek [36]. Stwierdzono 
wp yw takich parametrów jak rozmiar i kszta t ziaren, rednica i kszta t porów 
oraz powierzchnia wymiany masy. W zale no ci od wielko ci rozdzielanych 
peptydów i bia ek, dobiera si  z o e o odpowiednich rednicach porów. I tak, 
dla ma ych peptydów (do 10 aminokwasów) Krstulovic i Brown [37] zalecaj  
kolumny z wype nieniem o rednicy porów do 60Å. Dla rednich peptydów 
(10-30 aminokwasów) i ma ych bia ek najskuteczniejsze s  kolumny o red-
nicy porów 100Å, 120Å i 150Å. Natomiast dla wi kszych peptydów (ponad 
30 aminokwasów) i dla bia ek polecaj  sorbenty o porach 300Å i wi kszych. 

Tweeten i Tweeten [29] stwierdzili w przypadku kolumn wype nionych 
makroporowatym poli -styrenem-diwinylobenzenem, e dalszy wzrost wiel-
ko ci porów (do 1000Å) nie wp ywa na polepszenie retencji bia ek o du ej 
masie cz steczkowej (do 335 kD). W celu maksymalizacji sprawno ci ko-
lumny do zastosowa  analitycznych wykorzystuje si  sorbenty o ma ych 
ziarnach (o rednicy 5 i 3 m), a nawet coraz cz ciej, wspomniane wy ej, 
nieporowate sorbenty o rednicy ziarna 1 m. Wtedy stosowane kolumny 
mog  mie  nawet tylko 10 mm d ugo ci [21]. Jednak e, najcz ciej stosuje 
si  kolumny o d ugo ciach 125, 150 i 250 mm. Przy czym, im mniejsza wiel-
ko  ziaren sorbentu, tym krótsza mo e by  kolumna. Obecnie du e zainte-
resowanie budz  tzw. monolityczne kolumny o porowatym wype nieniu zaj-
muj cych ca  obj to  kolumny. Charakteryzuj  si  one szczególnie niskimi 
warto ciami tzw. impedancji rozdzielania [38]. Bez w tpienia w najbli szym 
czasie kolumny monolityczne b d  powszechnie stosowane. 
 
 
ELUENTY, MODYFIKATORY ELUENTU I PROGRAMY ELUCJI  
STOSOWANE W UK ADACH FAZ ODWRÓCONYCH 
 

W uk adach faz odwróconych g ównym czynnikiem wp ywaj cym na 
retencj  jest zawarto  organicznych sk adników w eluencie, takich jak ace-
tonitryl (AcCN), metanol (MeOH), etanol (EtOH), izopropanol (iPrOH), tetra-
hydrofuran (THF), czy dioxan (DX) [39]. Dodatkowo, w celu optymalizacji 
warunków rozdzielania nale y wp ywa  na retencj  substancji o charakterze 
zarówno kwa nym jak i zasadowym, do których nale  peptydy i bia ka, po-
przez dodatek kwa nego lub zasadowego modyfikatora do eluentu. 

Rozdzielanie peptydów i bia ek najcz ciej przeprowadza si  w wa-
runkach elucji gradientowej. Program zmian st enia organicznego sk adni-
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ka eluentu (AcCN, MeOH) ustala si  w zakresie od 10-25% v/v do 75-90% v/v, 
dodaj c do eluentu A i B modyfikatora zmieniaj cego pH eluentu i cofaj ce-
go dysocjacj  kwasowo-zasadow , w konsekwencji modyfikuj cego hydro-
fobowo  i polarno  cz steczek peptydów / bia ek.  

Najcz ciej wykorzystywanym organicznym sk adnikiem eluentu jest 
acetonitryl. Powodem tego jest jego wysoka transparentno  przy niskich 
d ugo ciach fali w zakresie UV. Ponadto jego niska lepko  oraz wysoka lot-
no , która u atwia dalsz  izolacj  produktu [40]. Rozpuszczalno  pepty-
dów i bia ek jest, tak e lepsza w acetonitrylu ni  w innych organicznych 
sk adnikach eluentu, stosowanych w RP-HPLC. 

Znacznie rzadziej wykorzystywane s  alkohole. Niekiedy stosuje si  
izopropanol, aby zwi kszy  rozpuszczalno  w fazie ruchomej solwatów du-
ych peptydów i bia ek [41]. U ycie izopropanolu lub jego mieszaniny z ace-

tonitrylem (w proporcji od 1:2 do 2:1) jest uzasadnione w przypadku rozdzie-
lania peptydów i bia ek stosunkowo bardzo hydrofobowych. Izopropanol, 
jako rozpuszczalnik o wy szej sile elucyjnej w uk adach faz odwróconych od 
AcCN, silniej oddzia uje z centrami alkilo - siloksanowymi sorbentu [42] ni  
np. metanol. 

Najcz ciej stosowan  szybko ci  narostu obj to ciowego udzia u 
sk adnika organicznego do rozdzielania peptydów i bia ek jest 2-5%/min. 
Zbyt wolny narost st enia hydrofobowego sk adnika eluentu mo e powo-
dowa  zbytnie rozcie czenie otrzymywanych frakcji eluatu [43]. Ko cowe 
st enie rozpuszczalnika organicznego w programie elucji nie powinno pro-
wadzi  do ca kowitego usuni cia wody z kolumny. Utrudnia oby to doprowa-
dzanie fazy stacjonarnej do równowagi z pocz tkowym eluentem. To mo e 
prowadzi  do braku powtarzalno ci retencji peptydów i bia ek, szczególnie 
wcze nie eluowanych substancji. Najcz ciej nie przekracza si  95% sub-
stancji organicznej w eluencie.  

Nat enie przep ywu fazy ruchomej przez kolumn  klasycznie pako-
wan  o rednicy 4-4,6 mm jest rz du 0,8-2,0 ml/min oraz dla kolumny mono-
litycznej a  do 5 ml/min. Od nat enia przep ywu zale y sprawno  rozdzie-
lania oraz ci nienie na wlocie do kolumny. Bylina i wspó pracownicy 
zauwa yli wp yw ci nienia panuj cego w kolumnie na retencj  podczas roz-
dzielania insuliny w warunkach izokratycznych [12]. Wzrost ci nienia w ko-
lumnie o 1 bar powodowa  wzrost czasu retencji bia ka o 1-5 s. Ostatnio Gu-
iochon i wspó pracownicy [44] potwierdzili wyst powanie tych efektów  
i podj li próby ich wyja nienia. Najwa niejsze modyfikatory fazy ruchomej, 
stosowane w uk adach faz odwróconych, zestawiono w tabeli 2. 
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Tabela 2. Modyfikatory fazy ruchomej najcz ciej stosowane w uk adach faz 
odwróconych 

 
Modyfikator Dzia anie (korzystne i niekorzystne) Literatura 

Kwa ne 
Kwas trójchloro-
octowy (TFA) 

- Eliminuje jonizacj  ewentualnych wolnych grup siloksano-
wych; 
- Cofa dysocjacj  grupy karboksylowej na �C-ko cu� amino-
kwasu, co zwi ksza hydrofobowo  tej cz ci peptydu; 
- Powoduje wzrost polarno ci cz steczki przez tworzenie 
kationu R-NH3

+ na �N-ko cu� peptydu [52]; 
- Dostarcza anionów CF3COO-, które stanowi  przeciwjon 
dla �N-ko cowego� kationu amoniowego tworz c z nim par  
jonow ; 
- Powoduje solwatacj  wi za  peptydowych, co ma zna-
czenie szczególnie przy du ych peptydach i bia kach; 
- Podwy sza absorpcj  wiat a przez eluent przy niskich 
d ugo ciach fali wiat a w przypadku detekcji UV [53] - po-
garsza granic  oznaczalno ci zwi zku; 
- Najcz ciej stosowane st enie 0,05 - 0,13% (v/v), st e-
nie poni ej 0,075% mo e prowadzi  do poszerzenia pików i 
obni onej retencji peptydów, a powy ej 0,1% do hydrolizy 
wi za  fazy stacjonarnej z powierzchni  elu krzemionko-
wego; 

[44-46] 

H3PO4 i jego so-
le (np. 
(NH4)3PO4) 

- Obni enie retencji peptydów (w porównaniu do dodatku 
TFA, czy do braku H3PO4 lub jego soli); 

 [40] 

HFBA (kwas 
heksa fluoro bu-
tyrowy) 

- Dzia anie podobne do TFA, jednak mniej selektywne; [41], [47] 

HCOOH, 
CH3COOH, 
HCl 

- Dzia anie podobne do TFA, jednak mniej selektywne; 
- Kwas solny powoduje jedynie protonowanie grupy karbok-
sylowej �C-ko ca� peptydu bez tworzenia pary jonowej na 
�N-ko cu� zwi zku; 
- Pewne podwy szenie retencji, ale wp yw na retencj  
mniejszy ni  H3PO4; 

[46] 

Zasadowe 
NH4HCO3 - Podwy sza pH i zmienia nieco hydrofobowo  peptydu / 

bia ka; 
[41] 

CH3COONH4 - Dzia anie podobne do NH4HCO3 [50, 51] 
Trójetyloamina 
(TEA) 

- Dodawana jednocze nie z H3PO4 lub HCOOH w celu 
zmiany pH; 
- Blokuje wolne grupy hydroksylowe sorbentu, co mo e 
przyczyni  si  do polepszenia kszta tu pików; 

[52, 53] 

 
Wszystkie modyfikatory wymienione w tabeli 2 zmieniaj  pH eluentu  

i hydrofobowo  cz steczek rozdzielanych substancji przez solwatacje i two-
rzenie par jonowych. Modyfikatory kwa ne maj  na celu zmniejszenie stop-
nia kwa nej dysocjacji peptydu, a dodatki zasadowe eliminuj  protonowanie 
terminalnych grup NH2 i powoduj  dysocjacj  grupy karboksylowej.  
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ROZDZIELANIE PEPTYDÓW I BIA EK  
W UK ADACH JONOWYMIENNYCH 
 

W chromatografii jonowymiennej jest zasad , e substancje posiada-
j ce adunek elektryczny s  rozdzielane na kolumnie, która ma na po-
wierzchni sorpcyjnej odwrotny adunek elektryczny do substancji rozdziela-
nych. Grupy jonowe wymieniacza jonowego s  kowalencyjnie wi zane  
z powierzchni  sorbentu i ich adunki elektryczne s  kompensowane przez 
jony obecne w eluencie (buforze). Po wprowadzeniu próbki do kolumny cen-
tra jonowe s abo zwi zane z eluentem, ulegaj  wymianie na jony substancji 
rozdzielanych. Wykorzystuje si  okoliczno , e peptydy i bia ka mog  po-
siada  zarówno adunek dodatni, jak ujemny w zale no ci od pH buforu. 
Podczas stosowania buforów o charakterze kwa nym, peptydy wyst puj   
w postaci kationów (zahamowanie dysocjacji grup karboksylowych i sproto-
nowanie grup aminowych oraz najbardziej polarnych grup NH2 w po cze-
niach peptydowych). W przypadku stosowania buforów zasadowych, pepty-
dy i bia ka wyst puj  w postaci anionów (sprotonowane grupy aminowe s  
zasadami wi cymi grupy hydroksylowe, a grupy karboksylowe s  zdyso-
cjowane, albo tworz  pary jonowe ze sprotonowanymi kationami zasado-
wych dodatków). Netto dodatni lub ujemny elektryczny adunek peptydu / 
bia ka umo liwia jego zwi zanie z odpowiednimi centrami fazy stacjonarnej. 
Z zastosowaniem gradientu soli lub niekiedy, dodatkowo zmiany pH buforu, 
powoduje si  stopniow  elucj  substancji zwi zanych z powierzchni  wy-
mieniacza jonowego. 

Na retencj  peptydów i bia ek w warunkach chromatografii jonowy-
miennej wp ywaj  g ównie cztery czynniki: si a jonowa eluentu, jego pH i po-
wierzchnia w a ciwa wymieniacza jonowego (g sto  obsadzenia moleku-
ami wymieniacza jonowego), a tak e rozk ad wielko ci porów adsorbentu. 
Zwi kszaj c si  jonow  eluentu obni amy retencj  peptydów i bia ek  
w przypadku obu wymieniaczy, kationowych i anionowych. Zwi kszaj c pH 
buforu obni amy retencj  na kationitach, a podwy szamy na anionitach  
i odwrotnie - zmniejszaj c pH buforu podwy szamy retencje na kationitach, 
a obni amy na anionitach. Poszerzenie zakresu rednic porów w stosunku 
do hydrodynamicznej rednicy cz steczek rozdzielanych bia ek przyczynia 
si  do podwy szenia retencji w przypadku stosowania kationitów [19]  
i prawdopodobnie tak e w przypadku anionitów.  

Wzrost stopnia obsadzenia powierzchni jonitu grupami jonowymien-
nymi wp ywa, oczywi cie, na wzrost retencji w konkretnych warunkach roz-
dzielania. Jednak, do rozdzielania peptydów i bia ek w warunkach chroma-
tografii elucyjnej nie s  zalecane wymieniacze jonowe o bardzo wysokim 
stopniu nasycenia powierzchni sorpcyjnej grupami jonowymiennymi, w prze-
ciwie stwie do chromatografii jonowymiennej w warunkach selektywnej 
sorpcji � desorpcji jonowymiennej, gdy pojemno  jonowa wymieniacza jo-
nowego powinna by  mo liwie jak najwy sza. 

W zale no ci od w a ciwo ci rozdzielanych peptydów / bia ek, dobiera 
si  odpowiedni wymieniacz jonowy. Stosuje si  wiele rodzajów kolumn jo-
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nowymiennych, równorz dnie kationowymienne i anionowymienne. Oba 
wymieniacze jonowe mog  by  stosowane w wariantach s abym i mocnym. 
W przypadku mocnych wymieniaczy jonowych wszystkie grupy funkcyjne s  
w szerokim zakresie pH w postaci zjonizowanej i powinowactwo jonowe ko-
lumny jest ma o zale ne od pH eluentu, ale retencja peptydów od pH eluentu 
zale y silnie, poniewa  w zale no ci od pH ich cz steczki s  w ró nym 
stopniu zjonizowane. 

Jako kationity stosowane s  kolumny ze zwi zanymi na powierzchni 
sorpcyjnej ligandami alkilo-, albo arylo- sulfonowymi: R-SO3

- (mocne wymie-
niacze, np. Fractogel SO3, Cellufine sulfate, SP), karboksylowymi R-COO- 
(s abe wymieniacze, np. Fractogel COO, Toyopearl), a tak e inne polimery  
o s abo kwa nych grupach funkcyjnych, takie, jak Sepharoza czy Spherodex 
[19,55,56]. Na rys. 3 przedstawiono przyk ad rozdzielania 6 peptydów z za-
stosowaniem kolumny kationowymiennej. 

 
Rys. 3. Przyk ad rozdzielania ma ych peptydów z zastosowaniem chromatografii jonowymien-

nej. Kolumna: Vydac 400VHP5410, 100x4,6 mm (5 m); Eluenty: A � 20 mM TEAP in 50% 
AcCN, pH 2; B - 100 mM NaClO4 in A; Program elucji: 0 - 50 min, 0 - 100% B, v=1,0 ml/min,  

Detekcja: UV 220 nm; 1 - Oxytocin, 2 - Eledoisin related peptide, 3 - Neurotensin, 
4 - Angiotensin II, 5 - Bradykinin, 6 - Angiotensin I [56] 

 
Jako anionity stosowane s  kolumny o ligandach w postaci grup alki-

lo-, albo arylo- amoniowych, np. mocny wymieniacz z grupami trimetyloami-
noetylowymi (TMAE), rednio mocny wymieniacz z grupami dietyloaminoety-
lowymi (DEAE), oraz s aby wymieniacz z grupami dimetyloaminoetylowymi 
(DMAE) [55,57]. Ligandy jonowymienne najcz ciej osadzone s  na matry-
cy, któr  mo e by  kopolimer styrenu-divinylobenzenu, ywica syntetyczna, 
poliw glowodany, poliamidy, a niekiedy polimery nieorganiczne. Na rys. 4 
zamieszczono przyk ad wyników rozdzielania czterech bia ek w kolumnie 
anionowymiennej. 
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Rys. 4. Przyk ad rozdzielania  bia ek za pomoc  chromatografii anionowymiennej Kolumna:  

Vydac 300VHP575, 50x7,5 mm (5 m); Eluenty: A- 10 mM kwas CHES-2-(-cykloheksyloamino) 
etanosulfonowy / TEA, pH 9,53;  B- 0,5 M NaCl w A; Program elucji: 0 - 20 min, 0 - 100% B,  
1 - Bovine carbonic anhydrase (pl 7,3), 2 - Conalbumin (pl 6; 6,3; 6,6), 3 - Ovalbumin (pl 4,7),  

4 - Soybean trypsin inhibitor (pl 4,5) [56] 
 

W przypadku wi kszo ci komercyjnie stosowanych kolumn jonowy-
miennych, stosunkowo ma e grupy jonowymienne znajduj  si  na po-
wierzchni sorbentu. W takim przypadku tylko pojedyncze, ewentualnie kilka 
jonowych grup peptydu / bia ka zostaje zwi zane ze z o em, z powodu 
ogranicze  przestrzennych. W wymieniaczach jonowych o ruchomych ligan-
dach (tzw. �tentacle�), a cuchy cz steczek wymieniacza jonowego s  kowa-
lencyjnie zwi zane z matryc . S  to liniowe a cuchy polimerowe z roz o o-
nymi wzd u  a cucha grupami jonowymiennymi. Ilo  grup jonowymiennych 
jest znacznie wi ksza ni  na powierzchni �klasycznego� wymieniacza  
i w konsekwencji znacz co wzrasta pojemno  takich wymieniaczy wobec 
peptydów i bia ek. Elastyczno  ruchomych ligandów wymieniacza powodu-
je dodatkowo, e mog  si  one wi za  do cz steczek bia ek bez odkszta -
cenia cz steczek tych ostatnich. Ma to szczególne znaczenie dla unikni cia 
denaturacji w trakcie rozdzielania bia ek o du ych masach molekularnych. 

Podczas rozdzielania peptydów i bia ek z u yciem chromatografii jo-
nowymiennej regu  jest stosowanie krótkich kolumn o du ych rednicach. 
Zalecane s  kolumny o d ugo ciach od 5 cm (szczególnie w metodach sorp-
cyjno - desorpcyjnych) do 25 cm (dla warunków jonowymiennej chromato-
grafii elucyjnej) i o rednicach 5-26 mm lub wy szych. 
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UK ADY ADSORPCYJNE I ADSORPCYJNO-JONOWYMIENNE 
FAZ NORMALNYCH 
 

Uk ady chromatograficzne faz normalnych nie znajduj  tak szerokiego 
zastosowania do rozdzielania peptydów i bia ek jak uk ady faz odwróconych 
i jonowymienne. Yoshida i Okada [23] wykonali badania przydatno ci do 
rozdzielania peptydów kilku ró nych wype nie  w uk adach faz normalnych. 
Stwierdzili przydatno  kolumn wype nionych zwi zanym z elem krzemion-
kowym sorbentem amidowym i diolem w warunkach elucji gradientowej 
AcCN � H2O, z rosn cym udzia em wody w trakcie programu elucji i z zasto-
sowaniem kwa nych modyfikatorów fazy ruchomej (TFA albo TFA+TEA), 
zwi kszaj cych retencj  peptydów (rys. 5 � porównanie rozdzielania 10 pep-
tydów na kolumnie amidowej i diolowej z ró nymi dodatkami do eluentu) 
[23]. Odrzucili kolumny nape nione sorbentem aminowym (NH2) i nitrylowym 
(CN) jako nieprzydatne do rozdzielania peptydów oraz kolumny z elem 
krzemionkowym jako powoduj ce obni enie stopnia odzysku peptydów [23]. 

Jednak e, nale y zaznaczy , e zastosowane warunki rozdzielania  
w wy ej wymienionych badaniach uniemo liwiaj  przewa anie efektu ad-
sorpcyjnego mechanizmu charakterystycznego dla NP-HPLC. Zastosowanie 
bardzo polarnego eluentu prowadzi do mechanizmu rozdzielania charakte-
rystycznego dla Chromatografii Oddzia ywa  Hydrofilowych (HILIC). 

Do rozdzielania bia ek i peptydów zastosowano te  z powodzeniem 
kolumny wype nione hydroksyapatytem, wykorzystuj c jednocze nie ad-
sorpcyjne i s abe jonowymienne oddzia ywania. 
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Rys. 5. Porównanie rozdzielania peptydów na kolumnie aminowej (I) i DIOL (II) z innymi dodat-
kami do eluentów [23] Kolumna I - TSK gel Amide-80 250x4.6 mm, Kolumna II � TSK gel OH-
120 250x4,6 mm; Eluent: (A) A - AcCN-H2O 97:3 + 0,1% TFA, B � AcCN-H2O 55:45 + 0.1% 

TFA (B) A - AcCN-H2O 97:3 + 0.1% TFA+TEA, B � AcCN-H2O 55:45 + 0.1% TFA+TEA;  
(C) A - AcCN-H2O 97:3 + 0.2% TFA+TEA, B � AcCN-H2O 55:45 + 0.2% TFA+TEA; Program 

elucji: 70 min liniowo gradient H2O od 3 to 45% (0.6% H2O/min), T=400C, v=1.0 ml/min.  
Detekcja UV 215 nm; 1 - FY, 2-FGGF, 3 - FLEEI, 4 - DYMGWMDP-NH2, 5 - NFTYGGF,  

6 - AGSE, 7 - WAGGDASGE, 8 - YGGFMTSQKSQTPLVT, 9 - ASTTTNYT,  
10 - VLSEGEWQLVLHVWAKVEADVAGHGQDILI-RLFKSHPETLEKFDRFKHLKTEAEM*)  

(*)M-homoserine) 
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CHROMATOGRAFIA ELOWA 
 

Chromatografia wykluczania (SEC), zwana równie  chromatografi  
elow  (GPC), znajduje ogromne zastosowanie w separacji peptydów  

i bia ek oraz do odsalania. Bazuje na wykorzystaniu ró nicy wielko ci  
i kszta tu, a w konsekwencji ró nic w warto ci efektywnego promienia hydro-
dynamicznego rozdzielanych substancji. Moleku y o ró nych rozmiarach  
w ró nym stopniu penetruj  pory sorbentu. Ma e cz steczki s  w wi kszym 
stopniu zatrzymywane w kolumnie, a du e s  szybciej eluowane. SEC ma 
zastosowanie do rozdzielania peptydów i bia ek o masie molowej w zakresie 
2 do 1000 kDa. Technika ta mo e by  stosowana do wyznaczania masy mo-
lowej bia ek. Jednak nie tylko masa cz steczkowa, ale równie  kszta t cz -
steczki bia ka oraz oddzia ywania sorpcyjne, trudne do ca kowitego wyelimi-
nowania maj  wp yw na retencj , dlatego te  konieczna jest staranna 
kalibracja przy u yciu odpowiednich bia ek kalibracyjnych. 

Du ego znaczenia nabieraj , ostatnio, z o a SEC wykonane w tech-
nologii ruchomych ligandów, �tentacle� (podobnie jak w przypadku z ó  jo-
nowymiennych). Rozmiary porów i ich rozk ad gwarantuj  rozdzielenie bia ek 
zgodnie z wielko ci  i kszta tem cz steczek. �Dynamiczne� ligandy uniemo -
liwiaj  ma ym cz steczkom wnikni cie wewn trz porów, a wi ksze moleku y 
maj  utrudnion  g bsz  penetracj  [57]. 

SEC jest szczególnie u yteczna jako pocz tkowy etap frakcjonowa-
nia, do izolacji du ych ilo ci zanieczyszcze , lub jako ko cowy etap rozdzie-
lania oczyszczonych bia ek, tzw. �polishing step�.  

Nale y te  zwróci  uwag  na szczególn  przydatno  chromatografii 
elowej do odsalania peptydów i bia ek. Do tego celu stosuje si  cz sto, ci -

gle jeszcze, tzw. mi kkie sita molekularne. Coraz wi ksze znaczenie maj  
�twarde� wype nienia kolumn w tych zastosowaniach, takie jak DIOL [58],  
a tak e szk a porowate o zdezaktywowanej powierzchni (rys. 6 � przyk ad 
analizy mieszaniny bia ek z wykorzystaniem GPC-DIOL). 
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CHROMATOGRAFIA ODDZIA YWA  HYDROFOBOWYCH  
(HIC � HYDROPHOBIC INTERACTION CHROMATOGRAPHY) 
 

Nale y zwróci  te  uwag  na du e znaczenie chromatografii oddzia-
ywa  hydrofobowych (HIC), zarówno do wst pnego monitorowania sk adu 
bia kowego badanego materia u biologicznego, jak i do zastosowa  prepara-
tywnych [59,60]. Proces rozdzielania opiera si  na hydrofobowych oddzia y-
waniach pomi dzy hydrofobowym ligandem zwi zanym z faz  stacjonarn   
a niepolarnym regionem na powierzchni biomoleku y. Te hydrofobowe od-
dzia ywania s  zwi kszane przez obecno  soli w eluencie, powoduje ona 
ods oni cie hydrofobowej cz ci bia ka przez zak ócenie u o enia cz ste-
czek wody wokó  bia ka [61].  

Fazy stacjonarne stosowane w chromatografii oddzia ywa  hydrofo-
bowych to sorbenty typu C3-, C4-, C5-, albo C6- wi zane najcz ciej z sie-
ciowan  agaroz  lub syntetycznym kopolimerem o odpowiednim zakresie 
wielko ci porów (300 A, albo wi ksze). Proces rozdzielania wykonuje si  
przy malej cym gradiencie st enia soli podczas elucji (rys. 7). Rodzaj soli  
i jej st enie znacz co wp ywa na oddzia ywania hydrofobowe pomi dzy 
bia kiem a hydrofobowym adsorbentem. 

Jednak e, st enie soli stosowane podczas rozdzielenia powinno by  
nieznacznie ni sze od �punktu wysalania�  cz steczki bia ka. Co wi cej sze-
reg Hofmeistera zestawia sole wed ug zdolno ci wysalania bia ka: 
(NH4)2SO4> KH2PO4> Na2HPO4> Na2SO4> CH3COOK> CH3COONa> NaCl. 

 
Rys. 7. Rozdzielanie 1. Cytochromu c, 2. Mioglobiny, 3. -Laktoglobuliny, 4. Rybonukleazy A,  

5. Lizozymu, 6. -Chymotrypsyny, 7. Chymotrypsynogenu A; na kolumnie YMC-Pack HIC 
4,6x250 mm; Eluent: A � 2.0 M (NH4)2SO4 + 0.1 M KH2PO4  pH 6,8; B � 0.1 M KH2PO4   
pH 6,8; Program elucji: 0-100% B w 30 min; v=1.0 ml/min. Detekcja UV 254 nm; [60] 

 
Temperatura i pH buforu równie  wp ywaj  na oddzia ywania bia ek  

z faz  stacjonarn . Ze wzrostem temperatury wzrasta retencja bia ka [63], 
wp yw pH na bia ko jest bardziej z o ony. Przypuszczalnie oddzia ywania 
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hydrofobowe s  silniejsze, gdy pH buforu znajduje si  blisko punktu izoelek-
trycznego bia ka [64]. G ówn  zalet  chromatografii oddzia ywa  hydrofobo-
wych (HIC) do rozdzielania bia ek i peptydów jest zachowanie aktywno ci 
biologicznej cz steczek przez co rozdzielanie jest mniej destrukcyjne ni   
w przypadku uk adu faz odwróconych (RP-HPLC). Jednak e, nie wszystkie 
bia ka obecne w badanej próbce zawsze zostaj  rozdzielone, zatem nie 
mo na metody HIC traktowa  jako �panaceum separacyjne�. Nale y zawsze 
j  bra  pod uwag , gdy konieczne jest rozdzielanie bia ek i peptydów o wy-
sokich masach molekularnych (powy ej 50 tys. Daltonów).  
 
 
CHROMATOGRAFIA WIELOWYMIAROWA 
 

Obecnie, identyfikacja i oznaczanie bia ek w z o onych mieszaninach 
bia kowych jak w przypadku analizy proteomu komórkowego jest cz sto 
osi gana poprzez po czenie ró nych metod separacyjnych takich jak SEC, 
IEC, RP-HLC lub innych technik chromatograficznych [65, 66]. Wykorzysta-
nie jednego mechanizmu separacji jest bardzo cz sto niewystarczaj ce. 
Sprawno  separacji mo e zosta  polepszona poprzez po czenie ró nych 
rodzajów kolumn chromatograficznych b d  poprzez wykorzystanie ró nych 
konfiguracji analitycznych. Najcz ciej wielowymiarowa separacja obejmuje 
dwie b d  wi cej techniki rozdzielania podczas jednej analizy.  

Podstawowe wymagania zosta y pocz tkowo zasugerowane w pracy 
Giddings�a na temat wielowymiarowej separacji bia ek [67]. Dla dwuwymia-
rowej separacji mo na zastosowa  chromatografi  jonowymienn  (zazwy-
czaj kationowymienn ) [68, 69], SEC lub chromatografi  powinowactwa [70, 
71] w po czeniu z RP-HPLC. Opiteck i inni [72,73] po czyli chromatografi  
z silnym wymieniaczem kationowym lub SEC z RP-HPLC by frakcjonowa  
ca kowite lizaty bakterii Escherichia coli. W przybli eniu wyizolowano 450 
bia ek. Identyfikacja 14 z nich by a przeprowadzona przy u yciu spektrome-
trii mas (MS) i sekwencjonowania Edmana. 
 
 
PROTEOMIKA 
 

Proteomika jest nowo powstaj c  dziedzin  naukow . Jej celem s  
badania w du ej skali nad sk adem bia ek, ich charakterystyk  (na przyk ad 
modyfikacje posttranslacyjne) i oddzia ywania pomi dzy bia kami (równie   
z innymi biomoleku ami takimi jak lipidy b d  kwasy nukleinowe) w ywych 
komórkach b d  ca ych organizmach. W proteomice podczas bada  z o ona 
mieszanina bia kowa musi zosta  rozdzielona na pojedyncze bia ka (lub 
okre lone grupy bia ek) zanim zostanie strawiona do formy peptydów w celu 
umo liwienia identyfikacji MS (ryc. 8).  

W badaniach w proteomice cz sto stosowana jest dwuwymiarowa 
elektroforeza elowa jako wst pna technika do frakcjonowania, jak równie  
do okre lania masy molekularnej i punktu izoelektrycznego rozdzielonych 
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zwi zków. Po czenie elektroforezy kapilarnej z chromatografi  w uk adzie 
faz odwróconych jest równie  wa ne. Chromatografia cieczowa jest u ywa-
na g ównie w celu identyfikacji i oznaczania peptydów o ma ej masie, które 
bardzo trudno rozdzieli  za pomoc  elektroforezy elowej. Co wi cej do roz-
dzielania peptydów i bia ek za pomoc  HPLC cz sto wykorzystuje si  po -
czenie z  spektrometrem mas (HPLC-MS) b d  z tandemowym spektrome-
trem mas (HPLC-MS/MS). Techniki te s  wykorzystywane w proteomice do 
identyfikacji bia ek i oznaczania ich struktury. Okre lenie struktury b d  iden-
tyfikacja danego bia ka jest osi gana poprzez trawienie trypsyn  w dok ad-
nie kontrolowanych warunkach (tworzenie map peptydowych po trawieniu 
trypsyn ), a nast pnie przez ustalanie rodzaju wygenerowanych w ten spo-
sób peptydów i ich wzajemnych proporcji. 

 
Rys. 8. Ogólny schemat przedstawiaj cy przebieg procesu analizy  

w proteomice materia u biologicznego 
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Rozdzielanie chromatograficzne strawionych peptydów jest prowa-
dzone z zastosowaniem kolumnowej chromatografii cieczowej w warunkach 
elucji gradientowej. Tak zwane wielowymiarowe uk ady chromatograficzne  
z systemem prze czania kolumn s  cz sto wykorzystywane. Na rysunku 9 
chromatogram obrazuje przyk ad rozdzielania peptydów uzyskanych z kaze-
iny po trawieniu trypsyn  [74]. Produkty strawienia s u  jako �odcisk palca� 
analizowanego bia ka.  

Poprzez po czenie stworzonych map peptydowych po trawieniu 
trypsyn  z odpowiednimi bazami danych biolodzy i biotechnolodzy niedawno 
uzyskali bardzo skuteczne narz dzie identyfikacji oparte na technikach 
HPLC i MS.  

 
Rys. 9. Przyk ad rozdzielania peptydów powsta ych po trawieniu trypsyn  kazeiny na kolumnie 

Jupiter proteo 90 Å column [72] 
 
 
CHROMATOGRAFIA POWINOWACTWA  
(AFFINITY CHROMATOGRAPHY) 
 

Bardzo szerokie zastosowanie do rozdzielania bia ek znajduj  szcze-
gólnie selektywne metody chromatografii powinowactwa (Affinity Chromato-
graphy). Ta technika jest przede wszystkim wykorzystywana do specyficz-
nych zastosowa  i do bia ek o konkretnych w a ciwo ciach. Jedynie tzw. 
chromatografia metalopowinowactwa [10,75] ma do  ogólne zastosowanie 
do rozdzielania bia ek i peptydów posiadaj cych atomy siarki w cz steczce. 
W innych zastosowaniach chromatografii powinowactwa metody post po-
wania s  cz sto zale ne od enzymatycznych lub koenzymatycznych w a ci-
wo ci wyodr bnianych bia ek. Mimo stosowania nazwy �chromatografia po-
winowactwa�, metody powinowactwa winny by  raczej zaliczane do grupy 
metod selektywnej chemisorpcji ni  do metod chromatograficznych. Chroma-
tografia powinowactwa zostanie szerzej omówiona w nast pnej pracy.  
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METODY DETEKCJI W CHROMATOGRAFII PEPTYDÓW I BIA EK 
 

Do oznaczania obecno ci i st enia peptydów i bia ek w eluacie wy-
p ywaj cym z kolumny chromatograficznej wykorzystywane s  najcz ciej 
detektory spektrofotometryczne w zakresie nadfioletu UV, albo w zakresie 
widzialnym VIS. Oznaczenie bia ek i peptydów mo e zosta  u atwione po 
zastosowaniu tzw. derywatyzacji postkolumnowej ninhydryn . Detektory UV 
stosuje si  w zakresie 215 nm, gdy rozdzielane peptydy zawieraj  jedynie 
chromofory pochodz ce od wi za  peptydowych. Gdy w cz steczkach pep-
tydów zwarte s  struktury aromatyczne, albo mostki disiarczkowe, wykorzy-
stuje si  wy sze d ugo ci fali (260-280 nm). 

Gdy rozdzielane peptydy / bia ka wyst puj  w ladowych st eniach 
wykorzystuje si  fluorescencj  stosuj c detektor fluoroescencyjny FLD. Zja-
wisko fluorescencji mo e zosta  wykorzystane do oznaczania i identyfikacji 
peptydów i bia ek dzi ki postkolumnowemu, albo prekolumnowemu zasto-
sowaniu odczynnika derywatyzuj cego). Jako odczynniki derywatyzuj ce 
stosuje si  ró ne zwi zki lub mieszaniny zwi zków, np. kwas jodooctowy  
z aldehydem o-ftalowym i 2-merkaptoetanolem [76], 6-aminoquinolyl-N- 
-hydroksysuccinimidyl carbamate, czy dialdehyd o-ftalowy [16]. Detektory 
fluorescencyjne s  bardzo specyficzne wiele razy czulsze od detektorów 
spektrofotometrycznych. 

Coraz powszechniej wykorzystywane s  spektrometry mas w po -
czeniu z kolumnow  chromatografi  cieczow  (LC-MS lub przewa nie  
z tandemowym spektrometrem mas LC-MS-MS) szczególnie do detekcji  
i oznaczenia masy molekularnej ma ych peptydów i fragmentów bia ek o ni-
skim st eniu w badanej próbce [77], szczególnie w burzliwie rozwijaj cej 
si  proteomice. Zastosowanie w analityce ladowych zawarto ci peptydów 
znajduj  te  detektory elektrochemiczne [78]. 
 
 
PODSUMOWANIE 
 

Przez wiele lat wykorzystywania chromatografii cieczowej do rozdzie-
lania peptydów i bia ek uda o si  opracowa  szereg metod rozdzielania tych 
substancji i ró nych sposobów wp ywania na ich retencj . Dotychczas nie 
sformu owano ogólnych regu  racjonalnego doboru warunków rozdzielania  
w zale no ci od struktury cz steczek rozdzielanych peptydów i bia ek. Elek-
troforeza elowa nie jest odpowiedni  technik  do separacji peptydów o ni-
skich masach molekularnych, a elektroforeza kapilarna nie jest do ko ca 
wdro ona do zastosowa  dla peptydów i bia ek, a szczególnie nie jest przy-
datna do zastosowa  preparatywnych.  

W konsekwencji metody chromatografii cieczowej pozostaj  jedyn  
uniwersaln  metod  rozdzielania  wszystkich mieszanin peptydów i bia ek. 
Metody chromatografii cieczowej s  szczególnie przydatnymi narz dziami 
do rozdzielania i oznaczania peptydów i bia ek, a szczególnie peptydów  
o niskich masach cz steczkowych, co wi cej s  nieocenione w procesie roz-
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dzielania tych substancji w skali preparatywnej i przy ich przemys owej pro-
dukcji.  

Jednak e z powodu skomplikowanej budowy bia ek, ich zachowanie 
podczas procesu rozdzielania bywa cz sto dalekie od regu  i pogl dów. 

Próba opracowania ogólnych regu  zale no ci retencji tych substancji 
od warunków rozdzielania w wybranych uk adach chromatograficznych jest 
przedmiotem aktualnie prowadzonych bada  autorów niniejszej pracy. 
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