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Metody frakcjonowania biatek

Zadanie 1. Odsalanie biatek metoda saczenia molekularnego
(chromatografii zelowe]j) na kolumnie wypeinionej Sephadeksem G-
50.

Celem zadania jest rozdziaz biatek surowicy metoda
wysalania. A nastepnie rozdzial otrzymanej mieszaniny globulin 1
(NHg) ,SO4 metoda saczenia molekularnego.

Wykonanie. Do probéwki wirdéwkowej odmierzyé po 1 cm’ surowicy
oraz nasyconego siarczanu amonu. Zmiesza¢ i odstawi¢ na 5 min.

Wytracony osad globulin wirowa¢ przez 10 min. przy uzyciu
sity 2000 x g. Supernatant =zla¢, a pozostaty osad Dbiatka
rozpuséci¢ w 1 cm® 0,9% NaCl.

Uzyskany w ten sposdb roztwdr globulin naniesé metoda
wsaczania na kolumne wypeiniona Sephadeksem G-50 i prowadzidé
rozdziat chromatograficzny.

Zbierac 10-kroplowe frakcje eluatu do kolejnych
ponumerowanych probéwek, po czym dla kazdej frakcji przeprowadzic
prbébe na obecnos$é¢ biatka i jondéw siarczanowych.

Schemat zbierania frakcji:
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Obstuga kolumny chromatograficznej

1. Sprawdzi¢ czy w zbiorniku z faza ruchoma jest wystarczajaca
ilo$¢ pitynu (minimum 2/3 objetos$ci zbiornika).

2. Sprawdzi¢, czy faza ruchoma przepiywa przez kolumne, jezeli
zawdr na dole kolumny jest zakrecony odkrecié¢ go i odczekac
co najmniej 10 minut.

3. Zamkna¢ zawdr na dole kolumny, =zamknaé zawdbr na przewodzie
doprowadzajacym faze ruchoma na szczyt kolumny.

4. Roztaczy¢ wezyk doprowadzajacy faze ruchoma na szczyt kolumny
od igty wystajacej z korka, uwazaé¢ aby nie wyrwa¢ korka z
kolumny.

5. Umiesci¢ w igle korpus strzykawki.

6. Odmierzyé pipeta 1 cm® préby 1 przenieéé do korpusu
strzykawki.

7. Otworzy¢ zawdr wylotowa kolumny 1 poczekaé az prbdba wsaczy
sie na kolumne. Zamkna¢ zawdr wylotowy kolumny.
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8. Wyja¢ korpus strzykawki, zaltozy¢ na igte wezyk doprowadzajacy
faze ruchoma. Otworzy¢ zawdr na wezyku, sprawdzié¢ szczelnosé
potaczen.

9. Przygotowaé¢ probdéwki do zbierania frakcji.

10. Otworzy¢ wylot kolumny 1 zbiera¢ kolejne frakcje do
przygotowanego zestawu probdwek.

Préba na bialko (biuretowa) . Do ok. 0,5 cm’ eluatu
(10 kropli) dodaé¢ 0,5 cm’ odczynnika miedziowego. Roztwdér w
obecnosci biatka przybiera fioletowa barwe. Zanotowac

intensywnos$¢ zabarwienia w tabeli.

Préba na jon siarczanowy. Do ok. 0,5 cm® eluatu (10 kropli)
doda¢ 0,5 cm® 0,25 mol/dm’ BaCl,. W przypadku obecnoéci Jjonéw
siarczanowych wytragaca sie bialy osad siarczanu baru. Zanotowac
intensywnos$¢ zmetnienia w tabeli.

Opracowanie wynikéw. Na papierze milimetrowym wykre$lié¢ osie
uktadu XY. Na osi odcietych (X) odktada¢ kolejne numery frakcji,
a na osi rzednych (Y) intensywno$¢ zabarwienia tych frakcji 1lub
ich zmetnienie w jednostkach umownych:

0 - brak zabarwienia lub zmetnienia,
+ - sltabe zabarwienie lub zmetnienie,
++ - silne zabarwienie lub zmetnienie,
+++ - bardzo silne zabarwienie lub zmetnienie.
Nr Préba Propa Nr Préba ProPa
frakcji | na biatko | . 2 Jon frakcji | na biatko | , "2 Jon
siarczanowy siarczanowy
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