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Metody frakcjonowania białek  
 
 
Zadanie 1.  Odsalanie białek metod ą s ączenia molekularnego (chromatogra-
fii Ŝelowej) na kolumnie wypełnionej Sephadeksem G-50.  

 
Celem zadania jest rozdział białek surowicy metod ą odsalania. A 

nast ępnie rozdział otrzymanej mieszaniny globulin i (NH 4) 2SO4 metod ą s ą-
czenia molekularnego. 
 

Wykonanie.  Do probówki wirówkowej odmierzy ć po 1 cm 3 surowicy oraz 
nasyconego siarczanu amonu. Zmiesza ć i odstawi ć na 5 min.  

Wytr ącony osad globulin wirowa ć przez 10 min. przy u Ŝyciu siły 
2000 x g. Supernatant zla ć, a pozostały osad białka rozpu ści ć w 1 cm 3 
0,9%  NaCl.  

Uzyskany w ten sposób roztwór globulin nanie ść metod ą ws ączania na 
kolumn ę wypełnion ą Sephadeksem G-50. Kolumn ę dopełni ć 0,9% NaCl, za-
mknąć korkiem z w ęŜykiem doprowadzaj ącym roztwór 0,9% NaCl (faza rucho-
ma) i prowadzi ć nim rozdział chromatograficzny. 

Zbiera ć 20-kroplowe frakcje eluatu do kolejnych ponumerowa nych 
probówek, po czym dla ka Ŝdej frakcji przeprowadzi ć prób ę na obecno ść 
białka i siarczanu amonu. 
 
Obsługa kolumny chromatograficznej  

1.  Ustawi ć zbiornik z faza ruchom ą nad kolumn ą na takiej wysoko ści, 
by eluat wyciekał z niej z szybko ści ą ok. 1 kropla/sekund ę. 

2.  Sprawdzi ć, czy wylot kolumny jest zamkni ęty. Je śli nie, zamkn ąć. 
3.  Wyjąć ostro Ŝnie górny korek, uwa Ŝaj ąc, aby nie wyci ągnąć kapilary 

doprowadzaj ącej faz ę ruchom ą. 
4.  Zebra ć pipet ą lub strzykawk ą warstw ę płynu znad Ŝelu, tak aby nie 

zapowietrzy ć zło Ŝa fazy stacjonarnej. 
5.  Pipet ą lub strzykawk ą ostro Ŝnie nanie ść prób ę, uwa Ŝaj ąc, aby nie 

zruszy ć powierzchni Ŝelu fazy stacjonarnej. 
6.  Otworzy ć kapilar ę wylotow ą kolumny i ws ączy ć prób ę do fazy stacjo-

narnej, staraj ąc si ę nie zapowietrzy ć jej zło Ŝa. 
7.  Natychmiast po ws ączeniu próby zamkn ąć wylot kolumny. 
8.  Dopełni ć ostro Ŝnie kolumn ę 0,9% NaCl i nało Ŝyć górny korek z w ęŜy-

kiem zasilaj ącym faz ę ruchom ą. 
9.  Otworzy ć wylot kolumny i zbiera ć kolejne frakcje do przygotowanego 

zestawu probówek. 
  

Próba na białko (biuretowa). Do ok. 0,5 cm 3 eluatu doda ć 0,5 cm 3 
odczynnika miedziowego. Roztwór w obecno ści białka przybiera fioletow ą 
barw ę. Zanotowa ć intensywno ść zabarwienia w tabeli. 
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Próba na jon siarczanowy. Do ok. 0,5 cm 3 eluatu  doda ć 0,5 cm 3 
0,25 mol/dm 3 BaCl 2. W przypadku obecno ści jonów siarczanowych wytr ąca 
si ę biały osad siarczanu baru. Zanotowa ć intensywno ść zm ętnienia w ta-
beli. 

 
Opracowanie wyników.  Na papierze milimetrowym wykre śli ć osie ukła-

du XY. Na osi odci ętych (X) odkłada ć kolejne numery frakcji, a na osi 
rz ędnych (Y) intensywno ść zabarwienia tych frakcji lub ich zm ętnienie w 
jednostkach umownych: 

 

0 – brak zabarwienia lub zm ętnienia, 
+ - słabe zabarwienie lub zm ętnienie ,  
++ - silne zabarwienie lub zm ętnienie ,  
+++ - bardzo silne zabarwienie lub zm ętnienie. 
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