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Metody frakcjonowania biatek

Zadanie 1. Odsalanie biatek metod a S aczenia molekularnego (chromatogra-
fii  zelowej) na kolumnie wypetnionej Sephadeksem G-50.

Celem zadania jest rozdziat biatek surowicy metod a odsalania. A
nast epnie rozdziat otrzymanej mieszaniny globulin i (NH 4) 2SQ, metod a s a-
czenia molekularnego.

Wykonanie. Do probowki wirowkowej odmierzy ¢ polcm 2 surowicy oraz
nasyconego siarczanu amonu. Zmiesza ¢ i odstawi ¢ na 5 min.

Wytr acony osad globulin wirowa ¢ przez 10 min. przy u zyciu sity
2000 x g. Supernatant zla ¢, a pozostaly osad biatka rozpu sci cwilcem 3
0,9% NacCl.

Uzyskany w ten sposoéb roztwér globulin nanie $¢ metod g ws aczania na

kolumn e wypetnion a Sephadeksem G-50. Kolumn e dopetni ¢ 0,9% NaCl, za-
mkna¢ korkiem zw  ezykiem doprowadzaj  acym roztwor 0,9% NaCl (faza rucho-

ma) i prowadzi ¢ nim rozdziat chromatograficzny.
Zbiera ¢ 20-kroplowe frakcje eluatu do kolejnych ponumerowa nych
probéwek, po czym dla ka zdej frakcji przeprowadzi ¢ préb e na obecno $¢

biatka i siarczanu amonu.

Obstuga kolumny chromatograficznej

1. Ustawi ¢ zbiornik z faza ruchom a nad kolumn g na takiej wysoko scli,
by eluat wyciekat z niej z szybko sci g ok. 1 kropla/sekund e.

2. Sprawdzi ¢, czy wylot kolumny jest zamkni ety. Je  sli nie, zamkn ac.

3. Wyjac¢ ostro znie gorny korek, uwa zaj ac, aby nie wyci agnac¢ kapilary
doprowadzaj acejfaz e ruchom a.

4. Zebra ¢ pipet a lub strzykawk a warstw e ptynu znad zelu, tak aby nie

zapowietrzy ¢ zio za fazy stacjonarne;.
5. Pipet a lub strzykawk a ostro znie nanie $¢ préb e, uwa zaj ac, aby nie

zruszy ¢ powierzchni zelu fazy stacjonarnej.

6. Otworzy ¢ kapilar e wylotow a kolumnyiws  aczy ¢ prob e do fazy stacjo-
narnej, staraj acC si e nie zapowietrzy ¢ jej zto za.

7. Natychmiast po ws aczeniu préby zamkn a¢ wylot kolumny.

8. Dopetni ¢ ostro znie kolumn ¢ 0,9% NaCl i nato zy ¢ goérny korek z w ezy-
kiem zasilaj acym faz e ruchom a.

9. Otworzy ¢ wylot kolumny i zbiera ¢ kolejne frakcje do przygotowanego
zestawu probowek.
Préba na biatko (biuretowa). Do ok. 0,5 cm 2 eluatu doda ¢ 05cm 3

odczynnika miedziowego. Roztwor w obecno sci biatka przybiera fioletow a

barw e. Zanotowa ¢ intensywno $¢ zabarwienia w tabeli.
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Préba na jon siarczanowy. Do ok. 0,5 cm 2 eluatu doda ¢ 05 cm 3
0,25 mol/dm 2 BaCl ,. W przypadku obecno sci jonéw siarczanowych wytr aca
si e bialy osad siarczanu baru. Zanotowa ¢ intensywno ¢ zm etnienia w ta-
beli.
Opracowanie wynikow. Na papierze milimetrowym wykre sli ¢ osie ukia-
du XY. Na osi odci etych (X) odktada ¢ kolejne numery frakcji, a na osi
rz ednych (Y) intensywno $¢ zabarwienia tych frakcji lub ich zm etnienie w
jednostkach umownych:
0 — brak zabarwienia lub zm etnienia,
+ - stabe zabarwienie lub zm etnienie
++ - silne zabarwienie lub zm etnienie
+++ - bardzo silne zabarwienie lub zm etnienie.
Nr Proba Prqba Nr Proba Prpba
frakcii na biatko _hajon frakcji na biatko _hajon
siarczanowy siarczanowy
09-04-18 www.biochfiz.up.lublin.pl Wersja 1.18.04.09

-223-



NIV\_{,_ERSYTET PRZYRODNICZY

-ﬁ,wiydﬂg%Medycyny Weterynaryjnej

T@RA BIOCHEMII I FIZJOLOGII ZWIERZAT
& % _u+ Zadktad Biochemii

e 7262033 Lublin, ul. Akademicka 12

3 tel. 081 445 69 73

09-04-18 www.biochfiz.up.lublin.pl Wersja 1.18.04.09
-3z3-



