3. Chromatografia cieczowa — saczenie molekularne biatek

Chromatografia cieczowa na zelu Sephadex, okreslana tez jako sagczenie molekularne, jest technika
umozliwiajaca analityczny badz preparatywny rozdzial substancji roznigcych sig masa
czasteczkowa.

Sephadex jest handlowa nazwa ztoza stanowigcego poprzecznie usieciowane tancuchy dekstranu.
Zel ten ma posta¢ granulek o srednicy 10-300 pm, ktére w zaleznosci od usieciowienia, réznia sie
zdolnoscig wechianiania wody. Cecha ta decyduje o wiasciwosciach rozdzielczych zelu.
Produkowane sg ztoza, w ktorych stopien usieciowienia okresla cyfra znajdujaca si¢ przy duzej
literze "G" (od G-10 do G-200), przy czym im wieksza cyfra tym nizsze usieciowienie.

Mechanizm sgczenia na zelu w najwickszym uproszczeniu przedstawia sie nastepujaco: czasteczki
wigksze niz pory napegczniatych ziaren zelu nie moga penetrowa¢ do ich wnetrza, a wigc
przeptywaja wylacznie wraz z faza ruchoma i sa eluowane jako pierwsze. Mniejsze czasteczki
whnikajace w roznym stopniu do wnetrza granulek zelu, w zaleznosci od swego ksztattu i rozmiaru,
eluowane sg w kolejnosci zmniejszania sie ich masy czasteczkowej

Charakteryzujac w doswiadczeniu stosowana kolumne chromatograficzng oraz zachowanie sie
rozdzielanych substancji, stosuje si¢ nastgpujace pojecia:

objetos¢ catkowita ztoza Viot

objetos¢  pusta kolumny Vo, tzn. objetos¢ eluentu znajdujacego si¢ pomigdzy
ziarnami zelu

objetos¢ rozpuszczalnika zwigzanego z zelem Vi

objetos¢ matrycy zelu Vg

objetos¢ elucyjna Ve, charakterystyczna dla danej substancji
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Pomiedzy tak zdefiniowanymi wielkosciami zachodzi nastepujaca zaleznosé:
Vit = Vo + Vi + Vg

Rozpatrujac saczenie molekularne na zelu jako szczegélny przypadek chromatografii podziatowej,
zastosowa¢ mozna zaleznos¢ pomiedzy objetoscia elucyjna substancji Ve a wspotczynnikiem
podzialu K tej substancji miedzy faze stacjonarnag i ruchoma (charakterystycznym dla tej
substancji):

Ve=Vo + KVg
gdzie: K wspoétczynnik podziatu, Vo faza ruchoma, Vg — faza stacjonarna.

W chromatografii na zelu w zaleznosci od zdefiniowania fazy stacjonarnej stosuje si¢ dwa roézne
wspotezynniki podziatu.

Jezeli jako faze stacjonarnag traktuje si¢ rozpuszczalnik zwiagzany z zelem (Vi), otrzymujemy
zaleznos¢:



Jesli jako faze stacjonarng przyjmujemy catg faze zelu (tzn. Vi + Vy), otrzymujemy zaleznos¢:

Ve - Vo
Kay = -------mo-
Vot -Vo

Wartos¢ Kav jest tatwiejsza do wyznaczenia, stad tez czesciej jest stosowana w praktyce. Jej
wartosci w zaleznosci od wielkosci czasteczek leza w granicach 0-1.

W praktyce saczenie molekularne stosuje si¢ do:

= rozdziatu substancji r6znigcych sie masg czasteczkows

= odsalania substancji, ktorych masy czasteczkowe sa znacznie wigksze od masy
czasteczkowej soli obecnej w probce

= wyznaczania mas czasteczkowych zwigzkow.

Odczynniki i sprzet laboratoryjny:
Kolumna chromatograficzna o wymiarach 2x30 cm
Cylinder miarowy na 50 mL
Pipety miarowe
Probowki szklane zwykte
Strzykawka na 1 mL z igtg
Zlewki na 500 mL
Erlenmajerka na 500 mL
Spektrofotometr UV-Vis
Sephadex G-75, 90 mL zawiesiny w 0,9% NaCl
. Eluent: 0,9% roztwor NaCl, 500 mL
. Probka do rozdziatu: 7 mL 0,9% roztworu NaCl zawierajacego 2% sacharozy oraz: 6 mg Blue
Dextranu (M. cz. okoto 2000000), 25 mg albuminy z osocza bydlecego (BSA) (M. cz. 68000)
(lub lizozymu) i 100 mg CoCl; (M. cz. 130)
12. Wata szklana
13. Kuwety kwarcowe
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Wykonanie doswiadczenia:
1. Przygotowanie kolumny

Kolumne chromatograficzng umiesci¢ pionowo w statywie, zamkna¢ jej wylot zaciskaczem i wlaé
do niej okoto 10 mL roztworu NaCl. Nastepnie przy pomocy bagietki umiesci¢ na dnie kolumny
tamponik z waty szklanej uwazajac, aby nie powstaty pecherzyki powietrza. Ostroznie wla¢ (po
bagietce) do kolumny zamieszang uprzednio zawiesing zelu (przed jej zamieszaniem zawiesina w
zlewce powinna by¢ przygotowana tak, aby 2/3 jej objetosci stanowit zel, a 1/3 roztwor NaCl).

Odczeka¢, az na dnie kolumny uformuje sie warstwa zelu 3-5 cm, po czym ostroznie otworzy¢
zacisk kolumny. Roztwor powinien wyptywac z szybkoscig 1 kropli/sek. Wysokos¢ uformowanego
zelu powinna wynosi¢ 20 cm. Nastgpnie na szczycie kolumny ostroznie umiesci¢ krazek z bibuty
filtracyjnej 1 zamknaé¢ wylot kolumny, pozostawiwszy nad powierzchnig co najmniej 2 cm
roztworu.

Uwaga: uformowana kolumna musi by¢ zawsze przykryta warstwa roztworu.



2. Rownowazenie kolumny

Kolumne z uformowanym zelem Sephadex G-75 potaczy¢ ze zbiornikiem zawierajagcym 300 mL
eluentu, otworzy¢ zacisk u dotu kolumny i przepusci¢ przez nig ok. 80 mL roztworu. Szybkosé
przeptywu powinna wynosiO ok. 1 mL/min. Szybkos¢ te reguluje si¢ poprzez zmiang potozenia
zbiornika w stosunku do kolumny.

3. RozdziaZ na kolumnie

Po przemyciu kolumny zaznaczy¢ dolng i gorna granice ztoza, przerwa¢ doptyw cieczy do kolumny
pozostawiajagc nad powierzchnig zelu minimalng warstwe roztworu. Przy pomocy strzykawki
nanies¢ ostroznie (nie naruszajac ztoza) na czoto kolumny 0,7 mL roztworu badanej probki (uwaga:
probke nalezy przefiltrowa¢ przed naniesieniem na kolumng). Otworzy¢ ostroznie wylot
kolumny, umieszczajac jako odbieralnik wycieku cylinder miarowy. Po wsigknigciu probki w zel
nalezy zamkna¢ wylot kolumny, a nastepnie przy uzyciu wyptukanej uprzednio strzykawki
wprowadzi¢ tyle roztworu eluentu, aby jego warstwa nad powierzchnia zelu wynosita ok. 2 cm. Do
kolumny podtaczy¢ rezerwuar z eluentem i otworzy¢ jej wylot. Pierwsze 10 mL wycieku zbiera¢ do
cylindra miarowego, a nastepnie zbiera¢ frakcje o objetosci 2,5 mL do probéwek az do momentu
catkowitego wyeluowania chlorku kobaltu (I1). Przerwa¢ elucje, wyla¢ zel z kolumny do zlewki.
Zmierzy¢ objetos¢, jaka zajmowat zel, napetniajac kolumne woda i mierzac cylindrem objetosé¢
wody mieszczacej si¢ W czesci kolumny zaznaczonej uprzednio kreskami. Wartos¢ t¢ (Viot)
zanotowac.

4. Wyniki i obliczenia

Zmierzy¢ absorpcje frakcji zawierajacych: Blue Dextran przy 620 nm, albuminy z osocza
bydlecego (BSA) przy 280 nm i CoCl, przy 510 nm. Zanotowaé wyniki:

Absorbancja
Numer frakcji 620 nm 510 nm 280 nm
1
2
3

Sporzadzi¢ na papierze milimetrowym lub postugujac sie¢ odpowiednim programem komputerowym
diagram elucji. Obliczy¢ dla rozdzielanych zwigzkow wartosci Kav w/g wzoru:

Ve - Vo
Kay = -----------
Vot -Vo

gdzie: Ve objetosc elucyjna badanej substancji
Vo objetos¢ elucyjna Blue Dextranu
Vot Objetos¢ catkowita ztoza

Wyniki umiesci¢ w tablicy:

Substancja Ve [ML] Ve - Vo [mL] Ve-Vo/Viot-Vo Kav
BSA (lub
lizozym)
CoCl;
Zakres materiatu:
Chromatografia cieczcowa — mechanizmy rozdziatu, biatka budowa i funkcja, wiasciwosci
spektroskopowe bialek.




