2. Przygotowanie materialu dla chromatografii cieczowej

W zaleznosci od celow 1 potrzeb stawianych badaniom stosowane sa rozne techniki
ekstrakcji 1 separacji biomolekul. W przypadku prac analitycznych cz¢sto mniej uwagi poswigca
si¢ zachowaniu aktywnosci biologicznej analizowanych makromolekut przy wigkszym wysitku
skierowanym na dobor metod charakteryzujacych si¢ odpowiednia specyficzno$cia 1 selekty-
wno$cia. Prace majace na celu uzyskanie preparatow o akceptowanej aktywno$ci biologicznej
musza by¢ czgsto prowadzone w warunkach kompromisu migdzy zachowaniem pozadanej
aktywnosci oraz jednorodnos$ci i czystosci uzyskanego preparatu. Uswiadomienie sobie tej dos¢
oczywistej prawdy juz na etapie projektowania badan pozwala wlasciwie sprecyzowac cel oraz
dokona¢ wyboru odpowiednich metod na wszystkich etapach pracy badawczej. Zwykle niedoce-
niane pierwsze etapy pracy eksperymentalnej, dotyczace doboru materialu wyjsciowego oraz
metod ekstrahowania interesujacych nas obiektow, sa podstawa sukcesu catego projektu
badawczego.

Wybdér materialu - stanowi pierwsze zadanie rzutujace na efektywno$¢ catego
przedsigwzigcia. Niezmiernie istotne jest, aby material wyj§ciowy przeznaczony do ekstrakcji
spetniat jak najwigcej warunkow sposréd nizej wymienionych: dostepnos$¢, zasobno$¢ w
interesujace nas biomolekuly, stabilno$¢ tych biomolekul, brak lub niska koncentracja innych
czasteczek podlegajacych ekstrakcji w zblizonych warunkach oraz niski koszt uzyskania tego
materiatu. Bywa, ze zrodla materiatu wyjSciowego opisane w literaturze moga by¢ z
powodzeniem zastapione przez inne, lepiej spetniajace wymienione warunki.

Wybér warunkow ekstrakeji - jest kolejnym zadaniem, ktore odpowiednio zrealizowane
wydatnie zwigksza szans¢ na koncowy sukces. W pierwszym rzgdzie nalezy okresli¢ warunki,
w ktorych interesujaca nas makromolekuta jest stabilna. Nastepnie nalezy dobra¢ warunki
pozwalajace na najbardziej efektywna ekstrakcje. Zwykle konieczny jest kompromis pomigdzy
powyzszymi warunkami, pozwalajacy na uzyskanie odpowiednio dobrej wydajnosci ekstrakcji
przy zachowaniu wystarczajacego poziomu aktywnosci. Sposrod réznych czynnikéw mogacych
znaczaco wplywaé tak na wydajno$¢ ekstrakcji jak i na stabilno$¢ ekstrahowanego materiatu
nalezy wymienic te, ktére moga by¢ przez nas kontrolowane. Sa to:

a) Temperatura i czas procesu ekstrakcji. Zwykle obnizenie temperatury jest korzystne ze
wzgledu na znaczne ograniczenie rozwoju szkodliwych mikroorganizméw oraz spowolnienie

procesoOw litycznej degradacji ekstrahowanych makromolekut. Powoduje to jednak znaczne
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wydluzenie czasu potrzebnego dla efektywnej ekstrakcji, co z kolei naraza cenny dla nas materiat
na dhluzsza ekspozycje na dzialanie mikroorganizméw oraz atak enzymoéw litycznych. Pewne
zabezpieczenie przed niepozadana degradacja ekstrahowanego materialu umozliwiaja inne
kolejno omawiane czynniki.

b) Wartos¢ pH. Zazwyczaj wartos¢ pH dobiera si¢ tak, aby ekstrahowana molekuta
wykazywata maksimum swojej aktywnosci. Jednakze nie zawsze oznacza to zachowanie
odpowiedniej stabilnosci czasteczek. Bywa, jak w przypadku trypsyny, ze obnizenie wartosci pH
znacznie poprawia stabilno$¢ izolatu dzigki ograniczeniu autolizy, przy pelnym odtworzeniu
aktywnosci enzymatycznej w optymalnym pH. Ekstremalna zmiana wartosci pH, jezeli nie
powoduje nieodwracalnych zmian w aktywnos$ci biologicznej izolowanej molekuly, moze by¢
rowniez pozadana ze wzgledu na ograniczenie aktywnos$ci litycznej enzymow obecnych
W mieszaninie.

¢) Rodzaj soli buforujqcych. Wigkszo$¢ czasteczek biatkowych jest dobrze rozpuszczalna
w buforach o $redniej sile jonowej, z przedziatu 0,05-0,1 M. Kompozycja sktadu buforu powinna
bra¢ pod uwage ten warunek przy dodatkowym uwzglednieniu, ze buforujace sole skutecznie
utrzymuja warto$¢ pH tylko w dos¢ bliskim otoczeniu ich wartosci pK, (okoto jednej jednostki).
Dobdr soli buforujacych musi uwzglednia¢ réwniez i inne wtasciwosci tych soli. Przykladowo
cytrynian sodowy, czesto stosowany do sporzadzania buforéw, jest chelatorem jonow
dwuwarto$ciowych 1 fakt ten nalezy bra¢ pod uwage przy probie ekstrakcji czasteczek
bialkowych wymagajacych, dla zachowania aktywno$ci, obecno$ci jondéw wapnia czy magnezu.
Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na to, ze same czasteczki biatkowe dzialaja jak bufory 1 moga
skutecznie wptywa¢ na wypadkowa warto§¢ pH mieszaniny. Dobrze jest wigc monitorowaé
warto$¢ pH mieszaniny ekstrakcyjnej, szczegolnie wtedy, gdy mamy do czynienia ze stabym
buforem (o matej pojemnosci buforowej) i wysokim st¢zeniem biatka.

d) Detergenty. W wielu przypadkach molekuta biatkowa, bedaca przedmiotem ekstrakcji,
jest zwigzana z blonami komorkowymi, lub uktadem innych molekut, sitami pochodzacymi z od-
dziatywania hydrofobowego. W takiej sytuacji niezbednym jest zredukowanie sity takiego
oddziatywania, np. przez zastosowanie detergentow. Wigkszos¢ dostepnych detergentéw nie ma
negatywnego wptywu na stabilnos$¢ ani aktywno$¢ ekstrahowanych molekul, jednak niektore - jak
SDS (sodium dodecyl sulphate - siarczan dodecylu sodu) - powoduja zdecydowanie silng i czgsto
nieodwracalna denaturacje czasteczek. Nalezy zwroci¢ uwage na inne aspekty stosowania
detergentow. Niektore biatka ekstrahowane z blon komoérkowych wymagaja stalej obecnos$ci
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niskich stezen detergentu dla zachowania ich funkcjonalnych witasciwosci. Wynika to stad, ze
czasteczki detergentu wyparly w procesie ekstrakcji czasteczki fosfolipidéw, silnie
oddziatujacych z hydrofobowymi strukturami czasteczki biatka. Pozbawienie takiej czasteczki
obecnosci fosfolipidow, a p6zniej detergentu, prowadzi do nieodwracalnych zmian strukturalnych
1 utraty aktywnos$ci biologicznej. Jako przyklad moze postuzy¢ kompleks glikoprotein
plytkowych GPIIb/IIla (aygfs), ktory dla utrzymania swych wiasciwosci receptora fibrynogenu,
po ekstrakcji z bton ptytek krwi, wymaga obecno$ci jondw wapnia oraz detergentu. W przypadku
innych molekul biatkowych czgsto zachodzi potrzeba usunigcia nadmiaru detergentu przed
kolejnymi etapami preparatyki. Wtedy rownie wazne jak rodzaj zastosowanego detergentu jest
jego stezenie. Zbyt wysokie stezenie detergentu, wyzsze od wartosci krytycznej dla tworzenia
miceli, moze by¢ przyczyna powaznych trudnosci z jego usunigciem tatwo dostepnymi srodkami
(dializa, filtracja zelowa). Przyktadowo, Triton X-100 tworzy micele juz przy stezeniu
przekraczajacym nieznacznie 0,02%, a Octyl glucoside przy st¢zeniu 0,7%. Korzystnie w tym
kontekscie prezentuje si¢ Nonidet P40, ktory bardzo niechg¢tnie tworzy micele, nawet w
znacznych st¢zeniach. Trudnos$ci z usunigciem detergentu nakazuja rozwage w jego wyborze
rowniez wtedy, gdy wyizolowane molekuly beda wuzyte do badan technikami
spektrofotometrycznymi, a szczegdlnie spektrofluorescencyjnymi. Zdecydowana wigkszo$¢
dostepnych detergentow silnie pochtania i/lub emituje $wiatlo w szerokim zakresie widmowym,
interferujac ze stosowanymi fluoroforami. W tym przypadku zdecydowanie korzystnie wyroznia
si¢ Chaps, ktory traktowany jest jako cichy elektrycznie i optycznie.

e) Czynniki chaotropowe. Efektywnos$¢ ekstrakcji podobna do osiaganej w obecnosci
detergentow mozna uzyska¢ dzigki czynnikom chaotropowym, to jest takim, ktore pomagaja
makromolekutom pozosta¢ w srodowisku wodnym, przy jednoczesnym ostabieniu oddzialywan
hydrofobowych. Wiasciwosci takie wykazuja bardzo roznorodne substancje organiczne, takie jak
mocznik czy chlorowodorek guanidyny, jak réwniez nieorganiczne jony zgrupowane w prawej
czgsci szeregu Hofmeistera (1), szczeg6lnie aniony CI, Br czy I'. Stosowanie mocznika lub
chlorowodorku guanidyny jest bardzo przydatne dla ekstrakcji 1 utrzymania w $rodowisku
wodnym Dbakteryjnych ciatek inkluzyjnych (2), co jest czgsto podstawowym warunkiem
izolowania 1 oczyszczania biatek rekombinowanych. Stosowanie nieorganicznych czynnikéw
chaotropowych pozwala réwniez efektywnie ekstrahowaé biatka z bton komodrkowych.
Przyktadowo, do ekstrakcji receptora FcyRy z bton ptytek krwi z powodzeniem zastosowano

bromek potasu w stezeniu 2M (3). W praktycznych zastosowaniach nalezy unikaé jednoczesnego
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stosowania detergentow i Srodkow chaotropowych. Potaczenie tych srodkow nie potgguje ich
dziatania, a wrecz przeciwnie utrudnia ekstrakcje wigkszosci molekut biatkowych.

f)  Czynniki redukujqce. Wewnatrzkomérkowe molekuly biatkkowe maja czgsto
wyeksponowane grupy tiolowe, ktore moga z tatwoscia ulega¢ utlenieniu w warunkach ekstrakcji
1 w dalszych etapach preparatyki. Grupy te moga by¢ skutecznie zablokowane przez czynniki
redukujace takie jak DTE (1,4-ditioerytriol), DTT (1,4-ditiotreitol) czy merkaptoetanol. Stgzenie
rzedu 10-25 mM czynnika redukujacego jest zwykle wystarczajace dla zabezpieczenia wolnych
grup tiolowych bez obserwowanej redukcji wewnatrz-czasteczkowych wigzan dwusiarczkowych.

g) Jony metali oraz ich chelatory. Jak zostalo to przedstawione przy okazji dyskusji
stosowania detergentdw, obecno$¢ niektorych jondéw dwuwartosciowych w mieszaninie
ekstrakcyjnej, szczegoOlnie jondOw wapnia 1 magnezu, moze by¢ niezbedna dla utrzymania
funkcjonalnych wtasciwosci ekstrahowanych molekut biatkowych. Jednak w wigkszo$ci
przypadkow obecno$¢ jondw metali cigzkich prowadzi do powstawania wielkoczasteczkowych
kompleksow, co znacznie komplikuje proces ekstrakcji. Problem ten mozna rozwiazaé¢ dzigki
zastosowaniu zwiazkow chemicznych wykazujacych duze powinowactwo do tych jonow.
Zwiazki takie nazwano chelatorami, a proces wigzania jonow - chelatowaniem. Najczgsciej
stosowanymi  chelatorami sa: EDTA  (ethylenediamine tetraacetic acid - kwas
etylenodiaminotetraoctowy) oraz EGTA (ethyleneglycol-O-O’-bis(2-aminoethyl)-N,N,N’,N’
tetraacetic acid - kwas etylenoglikol-O-O’-bis(2-aminoetyl)-N,N,N’ N’ tetraoctowy), stosowane
zwykle w stgzeniach rzedu 5-25 mM. Warto zwroci¢ uwage, ze EGTA chelatuje z duza
preferencja jony wapnia, przez co czgsto nazywa si¢ ten zwiazek chelatorem wapnia. EDTA jest
stanowczo mniej selektywnym chelatorem, a jednoczesnie jest do$¢ silnym zwiazkiem
buforujacym i nalezy uwzgledni¢ jego wktad przy projektowaniu sktadu buforu lub dodawaé go
przed koncowym ustaleniem warto$ci pH.

h) Inhibitory proteolityczne oraz czynniki bakteriostatyczne. Obecno$¢ proteaz w miesza-
ninie ekstrakcyjnej jest wlasciwie nieunikniona. Aby ograniczy¢ destrukcyjny wptyw proteaz na
ekstrahowane czasteczki biatka najlepiej jest prowadzi¢ proces ekstrakcji w niskiej temperaturze,
co znakomicie obniza aktywno$¢ lityczna proteaz oraz ograniczy¢ czas trwania ekstrakcji.
Niestety, jednoczesne spetnienie obu tych warunkéw jest najczesciej niemozliwe. Mozna
probowac zmieni¢ pH do warto$ci, w ktorej aktywnos$¢ proteolityczna jest znacznie ograniczona,
ale jest to mozliwe tylko wtedy, gdy takie zmiany warto$ci pH tolerowane sa przez ekstrahowane

molekuty biatkowe. Jezeli 1 ten sposob zawodzi, niezbgdne jest stosowanie do$¢ kosztownych
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inhibitorow proteaz. Najczgsciej stosuje si¢ potaczenie inhibitoréw proteaz serynowych - 0.5 mM
PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) lub 1 UM Leupeptyna, proteaz kwasnych - 1 puM
Pepstatyna A, oraz metalo-proteaz - 5 mM EDTA. Niepozadanym i trudnym do kontroli zrédtem
proteaz oraz innych biatek moga by¢ bakterie, tatwo rozwijajace si¢ w preparatach bogatych
w biatko. Najlepszym sposobem uniknigcia infekcji bakteryjnej w mieszaninie ekstrakcyjnej jest
stosowanie jalowych buforéw i naczyn. Jednak dtugotrwate procesy ekstrakcji zawsze zagrozone
sa infekcja bakteryjna. W takiej sytuacji nalezy rozwazy¢ zastosowanie czynnikow bakterio-
statycznych, takich jak azydek sodowy (0.01%) czy n-butanol (1%). W niektorych przypadkach
wskazane jest, podobnie jak w hodowli komorkowej, stosowanie antybiotykdw.

Wszystkie dyskutowane powyzej czynniki nalezy uwzglednia¢é w kolejnych po ekstrakcji
etapach oczyszczania i separacji makromolekut biatkowych. Powyzszy przeglad zostat skupiony
na problemach zwiazanych z ekstrakcja peptydow i bialek. Kwasy nukleinowe nie s tak czute na
zmiany strukturalne jak czasteczki biatkowe, co znacznie utatwia proces ich ekstrakcji. Waznym
jest jednak aby podczas ekstrakcji kwaséw nukleinowych nie dopusci¢ do ich degradacji, co jest
szczegOlnie istotne w odniesieniu do RNA, bardzo podatnego na dzialanie RNaz. Metody
ekstrakcji 1 izolowania kwasow nukleinowych, w przeciwienstwie do metod stosowanych przy
ekstrakcji biatek 1 peptydow, doczekaty si¢ unifikacji 1 obecnie wiele firm dziatajacych w
obszarze biologii molekularnej oferuje gotowe zestawy stuzace do ekstrakeji i oczyszczania DNA

1 RNA.

Wstepne frakcjonowanie ekstraktu - precypitacja. Proces ekstrakcji makromolekut nie
wienczy dziela, a wrecz przeciwnie stawia kolejne zadanie, polegajace na wyodrgbnieniu
interesujacej nas molekuty z uzyskanej mieszaniny poekstrakcyjnej (ekstraktu). Proces separacji
wyekstrahowanych makromolekut czgsto nazywa si¢ procesem frakcjonowania, a jedna z
najprost-szych metod frakcjonowania ekstraktu jest jego precypitacja. Precypitacja polega na
selektywnym wytracaniu makromolekut z roztworu przy zastosowaniu czynnika precypitujacego,
uzytego w odpowiednim st¢zeniu 1 dzialajacego w odpowiednich warunkach. Najczesciej

stosowanymi czynnikami precypitujacymi sa:

a) sole o wlasnosciach antychaotropowych - znajdujace si¢ w lewej czg$ci serii Hofmeistera
(siarczan amonu, siarczan sodu, 1 inne),

b) b) rozpuszczalniki organiczne (aceton, etanol),
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¢) c) polimery organiczne (glikol polietylenowy — poliethylene glycol PEG).

Sole o wlasciwosciach antychaotropowych powoduja zwigkszona ekspresj¢ hydrofobowych
regionOw czasteczki, skutkiem czego staje si¢ ona stabiej rozpuszczalna w srodowisku wodnym,
a bardziej podatna na tworzenie duzych agregatow, co z kolei utatwia wypadanie jej z roztworu -
czyli precypitacj¢. Organiczne rozpuszczalniki oraz polimery ograniczaja aktywno$¢ dipoli
czasteczek wody w oddziatywaniu z makromolekutami poprzez proste wypieranie tych dipoli, co
rowniez skutkuje zwigkszona ekspresja hydrofobowych regionow makroczasteczki, tendencja do
tworzenia agregatow i1 w rezultacie wypadaniem czasteczek z roztworu. Istnieje jeszcze inny
sposOb wytracania czasteczek biatkowych z roztworu. Ot6z molekuly biatkowe sa najstabiej
rozpuszczalne w §rodowisku o pH odpowiadajacym wartosci ich punktéw izoelektrycznych, co
pozwala stracac je poprzez zmiany wartosci pH. Kazda czasteczka biatkowa wypada z roztworu
w do$¢ doktadnie zdefiniowanych warunkach. Stosujac narastajace stgzenie czynnika
precypitujacego, lub zmieniajac wartos¢ pH, i kojarzac to z wirowaniem frakcjonowanego
ekstraktu, mozna z duzym powodzeniem uzyska¢ szereg frakcji, charakteryzujacych si¢ roznym
sktadem czasteczkowym, czyli uzyskac efekt separacji makromolekut.

Warto zauwazy¢, ze wydajno$¢ procesu precypitacji uzalezniona jest od mozliwo$ci
tworzenia duzych agregatow, co niestety ogranicza mozliwo$¢ stosowania precypitacji
rozcienczonych roztworéw. Cho¢ technicznie proces precypitacji nie jest skomplikowany, to
jednak selektywnos$¢ tej metody nie jest zadowalajaca. W zwiazku z tym precypitacje stosuje si¢
czgsto jako wstgpna metodg frakcjonowania ekstraktow, po ktorej nastgpuja kolejne etapy
separacji, najcze¢sciej techniki chromatografii cieczowe;.

Niezmiernie waznym jest aby proces precypitacji makromolekul przebiegat w niskiej
temperaturze, co moze skutecznie zabezpiecza¢ aktywnos$¢ biologiczna frakcjonowanych
makroczasteczek. Dodanie do ekstraktu soli lub rozpuszczalnikow organicznych skutecznie
obniza temperatur¢ krzepnigcia 1 umozliwia prowadzenie precypitacji w temperaturze ponizej
0°C. Wytracone z roztworu molekuly biatkowe (strat lub precypitat) zwykle z tatwoscia mozna
przywroci¢ ponownie do stanu rozpuszczonego stosujac odpowiedni dla danych molekut
rozpuszczalnik. W takiej tez formie stosuje si¢ wstgpnie rozfrakcjonowany material w kolejnych
etapach separacji molekut.

Czasami proces precypitacji pozwala pozby¢ si¢ z roztworu niepozadanych czasteczek,
a pozostawi¢ w roztworze molekuly, ktore sa przedmiotem naszego zainteresowania. Niestety,
znaczne w tym przypadku st¢zenie czynnika precypitujacego wymaga zwykle przygotowania
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preparatu przed kolejnymi etapami separacji molekut (dializa, wymiana buforowa przez filtracje

zelowa, ultrafiltracja).

Podzial w fazach ciecz-ciecz. Catkowicie odmiennym podejSciem pozwalajacym na wstgpne
frakcjonowanie ekstraktu jest technika podziatu molekut miedzy dwie fazy ciekte o réznych
wlasciwo$ciach. Najczgsciej fazy cieklte zawieraja rozne polimery (PEG, dextran) lub sole.
Stosujac roztwor wodny PEG, jako pierwsza faze, oraz roztwér wodny dextranu jako faz¢ druga,
mozna uzyska¢ podziat molekut ekstraktu miedzy te dwie fazy. Czgsto bywa, Ze na granicy obu
faz réwniez uktadaja si¢ pewne molekuty, ktérych preferencje w stosunku do obu faz sa zblizone.
Technika jest stosunkowo prosta. Plynny ekstrakt miesza si¢ z obydwiema fazami i po
odczekaniu az fazy rozdziela sig, zbiera si¢ je wraz z zawartymi w nich makromolekutami. Proces
ten mozna powtarza¢ wielokrotnie, zmieniajac nieco sklady faz, uzyskujac w ten sposob dalsze
frakcjonowanie uzytego materiatu. Znaczaca modyfikacja procesu podziatu migdzy fazy, bardzo
zwigkszajaca specyficzno$¢ procesu, jest zastosowanie chemiczne zwiazanego z czasteczkami
polimeru jednej z faz liganda selektywnie wiazacego interesujaca nas molekule (4).
Postgpowanie takie pozwala zwykle uzyska¢ dobrze oczyszczony materiat w kilku krokach

preparatyki.

Ultrafiltracja. Jest to kolejny sposob na wstgpne frakcjonowanie ekstraktu. Stosowanie
membran o doktadnie zdefiniowanej porowatosci pozwala na separacj¢ makromolekut ze
wzgledu na ich wielko$¢. Dolny limit odcigcia (ang. cutoff limit) przypada na warto$¢ masy
czasteczkowej okoto 1000 i przy duzym wyborze wartosci posrednich limit ten sigga warto$ci
300 000. Limit odcigcia méwi o maksymalnej wielko$ci molekut biatkowych, mierzonej ich
masa czasteczkowa MW, ktore moga penetrowac porowato$ci membrany i w ten sposob by¢
usunigte z mieszaniny poddanej ultrafiltracji. Proces ten przypomina nieco proces dializy, ale
zastosowanie sit zewngtrznych, ci$nien wymuszajacych przeptyw rozpuszczalnika wraz z
molekutami o masach ponizej dolnego limitu odcigcia, pozwala na szybka i1 efektywna separacje
molekut. Warto pamigta¢ rdwniez o tym, ze technika ultrafiltracji pozwala na tatwa wymiang
sktadu buforu, w tym odsalanie oraz na zaggszczanie preparatu, co moze by¢ przydatne gdy
zawodzi precypitacja zbyt rozcienczonych roztworow.

Latwo zauwazy¢, ze frakcjonowanie przez ultrafiltracje pozwala wstgpnie rozdzieli¢

makromolekuty ze wzgledu na ich wielko$¢, podczas gdy precypitacja pozwalata frakcjonowac
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makromolekuty ze wzgledu na ich hydrofobowo$¢ (wysalanie i stosowanie rozpuszczalnikow
organicznych) oraz ich wlasciwosci elektryczne (wytracanie przez zmiang pH). Mozna w tych
metodach dojrze¢ idee, ktore legty u podstaw technik chromatografii cieczowej. Prekursorem
chromatografii oddziatywan hydrofobowych (hydrophobic interaction chromatography — HIC)
oraz chromatografii odwroconej fazy (reversed phase Chromatography — RPC) jest precypitacja,
zwigzana ze zmianami w ekspozycji regiondw hydrofobowych makroczasteczek w obecnosci
jondéw  chaotropowych, rozpuszczalnikéw polarnych lub  polimeréw  organicznych.
Chromatografia jonowymienna (ion exchange Chromatography — IEC) odpowiada precypitacji
wywolanej zmianami pH, co wiaze si¢ $cisle z wlasciwosciami elektrycznymi makromolekuty,
natomiast filtracja zelowa (Qel filtration Chromatography — GFC), inaczej zwana saczeniem
molekularnym (Size exclusion Chromatography — SEC), jest rozwinigciem procesu ultrafiltracji.
Natomiast odpowiednikiem chromatografii adsorpcyjnej jest technika podziatu makromolekut
pomiegdzy fazy wodnych roztworéw polimeréw. Ten rodzaj frakcjonowania, zmodyfikowany
poprzez wprowadzenie chemicznie zwigzanych z polimerem ligandow, jest odpowiednikiem
chromatografii powinowactwa (affinity Chromatography — AC). Nalezy jednak stwierdzié, ze
pomimo duzych podobienstw roéznych technik frakcjonowania makromolekut z technikami
chromatografii cieczowej, ta ostatnia pozwala na znacznie lepsza kontrolg procesow separacji

makromolekut, ich skalowanie i automatyzacjg.
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