
Dátum:30.3.2007 Gelová hromatogra�a Anton RepkoBCHPV/2ÚvodGelová hromatogra�a umoº¬uje deli´ bielkoviny pod©a ve©kosti molekúl, ktorá u globulár-nyh bielkovín odpovedá molekulovej hmotnosti. Men²ie molekuly sa ©ah²ie adsorbujú na£astie gélu a prehádzajú kolónou pomal²ie. Ve©ké molekuly prehádzajú medzerami medzi£astiami gélu a eluujú rýhlej²ie. Závislos´ elu£ného objemu V a molekulovej hmotnosti jedaná vzorom
M = a · e

−b·Vkde a a b sú nejaké kladné kon²tanty, ktoré ur£ím z dát získanýh kalibráiou aparatúryhovädzím séroalbumínom a ytohrómom C.Úlohou bolo ur£i´ molekulovú hmotnos´ vzorku bielkoviny �O�. Eluovaná bielkovina jebezfarebná, preto ju treba v jednotlivýh frakiáh ur£i´ Lowryho metódou. Orienta£ne sav²ak dá ur£i´ obsah bielkovín meraním absorbanie pri 280 nm.Lowryho metóda vyuºíva Folinovo fenolové £inidlo, ktoré poskytuje s tyrozylovými zbyt-kami bielkovín modro�alové zafarbenie, ktoré sa meria spektrofotometriky pri 500 nm.AparatúraChromatogra�ká kolóna s gélom Sephadex G-100 a elu£ným roztokom NaCl 0,15 MAutomatiký zbera£ frakií + stojan s kalibrovanými skúmavkamiAutomatiká pipeta do 1 ml, delená pipeta 5 ml, kadi£kyProteín 5 mgLowryho metóda: Folinovo fenolové £inidlo, 2% Na2CO3 v 0,1 M NaOH, 0,5% CuSO4 v1% (CHOHCOO)2Na2, hovädzí séroalbumín.Postup5 mg neznámeho proteínu �O� som rozpustil priamo v eppendorfovej skúmavke v 0,2 mlelu£ného roztoku NaCl. Tento roztok som aplikoval na povrh gélu v kolóne, nehal vsiak-nú´ a prevrstvil elu£ným roztokom. Nasadil som hromatogra�kú hlavu spojenú hadi£kouso zásobnou Erlenmayerovou bankou so zásobným roztokom. Prvýh 5,5 ml som zahytávaldo odmerného vala. Nastavil som zbera£ frakií na 15 minútový interval, £ím sa v kalibro-vanýh skúmavkah zahytávalo po a 2,5 ml. Na frakiáh som hne¤ meral absorbaniupri 280 nm. V 9. skúmavke uº klesla absorbania na p�vodnú hodnotu. Po 12. skúmavkesom nehal kv�li vy£isteniu gélu eluova´ e²te 10 ml roztoku NaCl, ktorý som uº nemeral.Kalibráia Lowryho metódyPripravil som si 20 ml zriedeného Folinovho fenolového £inidla 1:1 s destilovanou vodou.Pripravil som roztok C zmie²aním 75 ml roztoku 2% Na2CO3 v 0,1 M NaOH a 1,5 ml 0,5%CuSO4 v 1% (CHOHCOO)2Na2. Rozpustil som 5 mg hovädzieho séroalbumínu v 10 mlvody a odpipetoval do ozna£enýh skúmaviek po 0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 ml a doplnildestilovanou vodou na 1 ml. K týmto roztokom som pridal po 5 ml roztoku C, zamie²al,nehal stá´ 10 minút, pridal po 0,5 ml Folinovho £inidla, rýhlo premie²al a nehal stá´ 30minút. Potom som zmeral absorbaniu jednotlivýh roztokov pri 500 nm (spektrofotometernulovaný 1. roztokom) a vyniesol kalibra£ný graf 1. Pre ²tandardy s 0,8 ml a 1 ml uºabsorbania nerástla lineárne. Odmeral som si orienta£ne absorbaniu kalibra£ného roztokuséroalbumínu pri 280 nm - 0,390, to znamená, ºe Lowryho metóda je pouºite©ná pre roztoky1



bielkovín s absorbaniou pri 280 nm do 0,390 · 0,6
1,0

= 0,234 (ekvivalentné 0,6 ml kalibra£néhoroztoku zriedeného na 1 ml, u ktorého bola e²te absorbania úmerná konentráii).Lowryho metóda u frakiíZvý²ená absorbania pri 280 nm bola u skúmaviek 3 aº 8 (nepresiahla v²ak 0,234), z ktorýhsom odobral po 1 ml (+ slepá vzorka s 1 ml elu£ného roztoku) a postupoval analogiky akopri kalibráií.VýsledkyKalibra£né parametre a graf gélovej hromatogra�kej kolóny:
BSA:
M = 67000 g/mol
V = 22,6 mlCytohróm C:
M = 13000 g/mol
V = 40,5 ml

Graf1:Kalibračnákrivkachromatografickejkolóny
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a = 531.117
b = 0.0916058

Kalibráia Lowryho metódy:
cm [mg/ml℄ 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
A500 0,105 0,184 0,318 0,447 0,505 0,555Graf2:KalibračnápriamkaLowryhometódy
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fit result : (f(x) = a*x+b)
a = 1.35797 +/- 0.23434
b = 0.0428305 +/- 0.0442307
chi^2 = 0.0419
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Frakie z gélovej hromatogra�e:£.fr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
∆V [ml℄ 4,0 2,2 2,2 2,4 2,6 2,7 2,5 2,7 2,8 2,8 2,7 2,6
V [ml℄ 9,5 11,7 13,9 16,3 18,9 21,6 24,1 26,8 29,6 32,4 35,1 37,7
A280 0,037 0,034 0,087 0,158 0,133 0,143 0,206 0,128 0,036 0,029 0,039 0,037
A500 0,080 0,205 0,196 0,274 0,402 0,296Graf3:Absorbanciafrakcií
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Najvy²²ia konentráia enzýmu bola vo frakii £íslo 7, £o odpovedá elu£nému objemumedzi frakiou 6 a 7 (vzh©adom na symetriu vrholu): 23 ml. Po prepo£te pod©a kalib-ra£ného grafu 1 vyhádza pre neznámy proteín molekulová hmotnos´ zhruba 65000 g/mol.Konentráie proteínu v meranýh frakiáh pod©a tabu©ky frakií a grafu 2:£.fr. ∆V [ml℄ A500 cm [mg/ml℄ m [mg℄3 2,2 0,080 0,027 0,064 2,4 0,205 0,119 0,295 2,6 0,196 0,113 0,296 2,7 0,274 0,170 0,467 2,5 0,402 0,265 0,668 2,7 0,296 0,186 0,50Spolu to dáva 2,3 mg, £o znamená, ºe kolónou pre²la iba polovia p�vodnej naváºky.ZáverGelová hromatogra�a sa ukázala ako nie príli² vhodná metóda separáie proteínov (²irokýrozptyl elu£nýh objemov), straty boli tieº zna£né, £o v²ak moºno vysvetli´ nízkomoleku-lárnou prímesou vo vzorke. O presnosti z h©adiska stanovenia molekulovej hmotnosti somsa nemal moºnos´ presved£i´, pravdepodobne by v²ak bola presnej²ia SDS elektroforéza.3


