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Úloha: Kalibrácia kolóny. Zostrojenie kalibračného grafu pre stĺpec Sephadexu G-100. 

Použité chemikálie: 

gél: Sephadex G-100

premývací roztok: 0,15 M NaCl

elučný roztok: 15M vodný roztok NaCl

vzorok bielkovín: 5mg cytochróm c Mr(cytochrom c) = 13 000, 5mg BSA (beef albumin sérum) Mr(BSA) = 67 000

Teoretický princíp:

Gélová chromatografia je metóda používaná na oddelenie bielkovín (i iných látek) na základe rozdielu veľkosti, tvaru a relatívnej molekulovej hmotnosti ich molekúl.

Molekuly gélu majú veľkú afinitu k použitému elučnému roztoku, při styku s ním bobtajú, zadržujú veľké množstvo kvapalnej fáze a vytvárajú sa rozne veľké póry.

Látky s veľkými molekulami prevyšujúce veľkosť  pórov gélu sa na nich nezachycujú a sú eluováne rychlejšie (nebud[ prechádzať molekulovým sitom). Nízkomolekulárne látky  vnikajú do částic gélu. Preto ich elúcia trvá dlhšie.

Rýchlosť elúcie závisí aj na kvalite a výške pripraveného gélu. Gély sú obvykle prírodné alebo syntetické makromolekuly. V tejto úlohe som použila Sephadex, čo je dextrán zosieťovaný pomocou epichlorhydrínu.

Pracovný postup:

Pripravený stĺpec Sephadexu som premyla asi 60 ml 0,15M NaCl, dávala som pritom pozor, aby roztok nepodtiekol, t.j. aby dosiahol práve spodný okraj gélu.

Vzorok bielkovín som rozpustila v 0,2 ml 0,15M NaCl  roztoku, priamo v mikroskúmavke, v ktorej som zmes bielkovín obdržala. Tento vzorok som pipetou naniesla na povrch premytého gélu. Po vsiaknutí vzorku do gélu, čo trvalo asi 15 minút, potom som na povrch gélu opatrne pridala vrstvu elučného roztoku. Potom som na stĺpec s pomocou asistenta nasadila chromatografickú hlavu  spojila ju s rezervoárom elučného roztoku hadičkou. Rezervoár, teda kadička s elučným roztokom, je umiestnená tak, že výškový rozdiel medzi  hladinou roztoku v rezervoáru a ústím hadičky v chromatografickej hlave je asi 20 cm, aby sa v hadičke vytvoril podtlak a  kvapalina mohla hadičkou pretekať do kolóny tlakom vonkajšieho vzduchu.

Kvapalinu vytekajúcu zo stĺpca som  jímala po frakciách do pripravených kalibrovaných skúmaviek. V automatickom zberači  som nastavila čas tak, aby v každej skúmavke boli 2 ml, čo bolo približne 8 minút. Roztok BSA sa premývaním elučným roztokom neodfarbil, cytochrom c mal hnedo-červenú farbu, pretože obsahuje hem so skomplexovaným železom. Jímanie frakcií som mala ukončiť až keď sa vyeluluje roztok cytochromu c. 

Absorbanciu frakcii som zmerala při 280 nm. Slepý roztok bol elučný roztok. Elučný objem BSA a cytochrómu c som zistila z absobčného maxima. Elučný objem cytochrómu c som si overila meraním absorbancie roztoku cytochrómu c pri 410 nm. Absorpčné maximum som získala pri rovnakom elučnom objeme ako pri 280 nm.
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Absorbancia při 410 nm
Elučný objem V(ml)
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Záver:

Elučný objem pre Bielkovinu BSA je približne 21 ml. Elučný objem pre cytochróm c je približne 

38 ml. Chyby absorbancie při merani při 280 nm vznikli časovou zmenou absorbancie.

Pro určení relativnej molekulovej hmotnosti látky teda stačí poznáť jej elučný objem, ktorý sa dá ľahko určit. Pre túto kolónu platí vzťah

logMr =  – 0,038Ve  + 5,636

kde Mr je relativná molekulová hmotnosť látky a Ve  je elučný objem látky v mililitrech.

