CONATEX" Navod k pouziti

UCEBNI POMUCKY

GELOVA FILTRACNIi CHROMATOGRAFIE — PRINCIP
FUNKCE

Kat. &islo 1093147

Pokusnou sadu skladujte pfi pokojové teploté.

CiL POKUSU:

Cilem tohoto pokusu je predstavit
principy gelové filtracni chromatografie, jakozto metody,
kterou se separuji molekuly podle jejich velikosti a tvaru.
PFi tomto pokusu se separuje smés dvou druhtd molekul.
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Obsah pokusné sady

Sada obsahuje dostatek

chemickych ¢inidel a VsSechny nize uvedené komponenty skladujte pri pokojové teploté

vzorku pro provedeni

deseti separaci. Komponenta Kontrola obsahu (V)
A Smés vzorku d
B  Sucha matrice d
C Koncentrovany eluéni pufr Q
* Plastové transferové pipety Q
= Mikrozkumavky do mikrocentrifugy Q
=  Chromatografické kolony d
Pozadavky

- Deset 50ml, nebo 100ml kadinek, nebo banék

- 1 mala ka&dinka, nebo barika (10, nebo 25 ml), nebo 10 ml zkumavka
- 1 kruhovy stojan se svorkou pro kazdou kolonu

- Destilovana, nebo deionizovana voda

(destilovana voda, kterou je mozné koupit v supermarketu, ma dostatecnou
kvalitu)

- 5ml, nebo 10 ml pipety a pipetovaci nastavce (volitelné)

VSechny komponenty pokusné
sady jsou uréeny pouze pro
ucely vzdélavaciho vyzkumu.
Nejsou urceny k pouziti pro
diagnostické nebo
farmaceutické Gcely, ani nejsou
uréeny pro podavani a
konzumaci lidmi nebo zvitaty.
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Zakladni informace

Malé molekuly vstupuji do
mnoha pért gelu, ekvilibruji
mezi gelem a tekoucim
pufrem, a proto se pohybuji
pomalu a jsou vymyty pozdéji

Stiedné velké molekuly
vstupuji do nékterych pora
gelu, ekvilibruji mezi gelem a
tekoucim pufrem.

Velké molekuly vstupuji jen

do malého mnozstvi pord vD—>
gelu, a proto se pohybuji

rychle jsou  vymyty
nejdrive.

Obrazek 1:

Jak matrici prochazeji rizné

velké molekuly.

Gelova filtraéni chromatografie (nékdy také nazyvana filtraci na molekulovych sitech) je
metoda pouzivana pro separaci molekul podle jejich velikosti a tvaru. AZ na vyjimky souvisi
separace slozek ve smési vzorku s molekulovou hmotnosti téchto slozek. V téchto
pfipadech Ize pouzit gelovou filtraci jako analytickou metodu pro stanoveni molekulové
hmotnosti neznamé molekuly. Gelova filtrace dale pfedstavuje dllezitou pfipravnou
techniku, protozZe se Casto pouziva jako chromatograficky krok pfi ¢isténi protein,
polysacharid(l a nukleovych kyselin.

Mezi zakladni komponenty pokusné gelové filtraCni sady patfi matrice, chromatograficka
kolona a elu¢ni pufr. Matrice je material naplnény do kolony, ktery pfedstavuje separacni
médium. Jedna se o stacionarni fazi chromatografie.

Kolona je v podstaté trubka s fritou a elu¢nim hrdlem ve spodni ¢asti. Frita je membranovy
nebo porézni disk, ktery drzi matrici v koloné, ale umozniuje prachod vody a rozpusténych
latek. Eluéni pufr pfedstavuje mobilni fazi chromatografie, ktera protéka matrici a ven z
kolony. Kolona s matrici a aplikovanym vzorkem se "vyviji" v eluénim pufru. To znamena, ze
molekuly ve vzorku jsou unaseny proudem pufru do matrice, kde se postupné separuji.
Separované frakce molekul poté vytékaji ven z kolony do sbérace a

provede se jejich analyza. ZaloZeni matrice do

chromatografické kolony se fika
"napli". Naplnéna matrice se nazyva
"ltzko" a objem, ktery zabira, se
nazyva "objem luzka". Je velmi
ddlezité nenechat Iizko vysusit.

Pokud by se tak stalo, vytvofily by se
praskliny a trhliny a matrici by bylo
nutné vyjmout a znovu naplnit.
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FiltraCni gelova matrice se sklada s
mikroskopickych kuli¢ek, které
obsahuji péry a vnitfni kanalky. Cim
vétSi molekula, tim obtiZné&jsi je pro
ni projit péry a proniknout do kuli¢ek.
L~ Vétsi molekuly maji tendenci
pronikat okolo a mezi kulickami.
Celkovy objem pufru mezi kuliCkami
se nazyva "mezerovy objem". Men§i
molekuly se déle zdrzuji v labyrintu
kanalkl a péru lGzka. Na druhou
stranu, vétsi molekuly s vétsi
molekulovou hmotnosti se z kolony
vymyji dfive, nez mensi molekuly.
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Vétsi molekuly jdou rychlejsi a
primé&jSi cestou, takze se v kulickach
zdrzi méné Casu (obrazek 1).
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Zakladni informace

Je to podobny rozdil, jako byste hledali cestu ven ze slozitého labyrintu, nebo
jednoduse labyrint obesli a zcela se hledani cesty vyhnuli.

Molekuly mohou mit stejnou molekulovou hmotnost, ale zcela odliSny tvar. Molekuly
kompaktnéjsiho tvaru, napfiklad kulove, budou kulickami prochazet snadnéji nez
molekuly podlouhlych tvaru, které vypadaji jako ty¢ky. Proto se tyGovité molekuly vymyji
dfive nez kulovité molekuly stejné molekulové hmotnosti.

Existuje mnoho raznych typa filtraénich gelovych matric. Spektrum molekulovych
hmotnosti, které je matrice schopna separovat, se nazyva frakéni rozsah. Vezméme si
jako pfiklad matrici, ktera ma frak&ni rozsah (molekulovych hmotnosti) 1.000 az 100.000
Dalton. Molekuly s primérnou molekulovou hmotnosti 1.000 nebo méné Daltond se od
sebe navzajem neseparuji, protoZe vSechny zcela projdou kulickami a to se stejnou
efektivitou. Tyto molekuly vyuziji maximalni objem pufru pro eluci, ktery se rovna
jednomu objemu ldzka.

Objem lUzka je soucet objemu kuli¢ek a mezerového objemu. Molekuly s molekulovou
velikosti v rozsahu od 1.000 do 100.000 Daltonud projdou kuli€¢kami riiznou rychlosti a
dojde k jejich ¢aste¢né, nebo kompletni separaci. Molekuly vétsi nez 100,000 Daltont
kulickami neprojdou a vymyji se v ramci mezerového objemu. Pamatujte, ze v tomto
pfikladu se jakékoli mnozstvi riznych molekul s molekulovou hmotnosti 100.000 a vice
Daltonti vymyje najednou, protoze molekuly neprojdou sitem matrice. Caste¢né&, nebo
zcela separované zony molekul, které se vymyvaiji z kolony, se nazyvaji piky. Pik se
sklada ze stoupajiciho a klesajiciho koncentra¢niho gradientu molekul (obrazek 2).

Tento pokus pracuje s kolonami, které budou naplnény vhodnou matrici pro separovani
daného vzorku smési. Vzorek urCeny pro tento pokus obsahuje smés oranZovych a
modrych molekul. Oranzové barvivo ma molekulovou hmotnost 452. Modré molekuly
zastupuji polymer glukézy s priimérnou molekulovou hmotnosti 2.000.000 Daltond.
Tyto molekuly maji tyCovity tvar. Frakéni rozsah matrice je 4.000 az 150.000 Dalton(.
Malé oranzové barvivo pronikne do pért kuli¢ek a
bude jimi pomalu prochazet, zatimco velké molekuly
polymeru glukézy poéry kuliCek projit nemohou a
musi je obtéct, a tak se pohybuji mnohem

rychleji.

Mezerovy Objem luzka
objem 3
4 5

Koncentrace

Eluéni objem
Obrazek 2: RUzné piky vymytych molekul.
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Postup provad

CONATEX Navod k pouziti

UCEBNI POMUCKY

CiL POKUSU:

Cilem tohoto pokusu je predstavit principy gelové filtracni chromatografie,
jakozZto metody, kterou se separuji molekuly podle jejich velikosti a tvaru. PFi
tomto pokusu se separuje smés dvou druht molekul.

LABORATORNiI BEZPECNOST

Dobrou laboratorni praxi je pouzivani ochrannych rukavic a bryli.

Postup provadéni pokusu pro studenty

CHROMATOGRAFIE: PLNENi KOLONY

7Nap|nén6 R
pufrem . . .
1. Vifenim, nebo jemnym michanim dobfe promichejte matrici.
Pomoci 5ml, nebo 10 ml pipety opatrné zavedte
zamichanou smés do kolony a nechte ji stéct po vnitfnich
sténach zasobniku, nebo smés nalijte do kolony.
Pokud se tok matrice zastavi o vzduchovou kapsu,
preruste liti smési a klepnéte kolonou, aby se vzduch
uvolnil a smés stékala dolu. Poté pokracujte v liti
zbytku smési.
Napinéné 3. Pomoci transferové pipety pfidejte do zasobniku
lazko eludni pufr.
4, Pod kolonu umistéte prazdnou
kadinku.
5. Vyjméte zatku z hrdla kolony.
6. Nechte pufr protékat kolonou asi 10 minut.
Frita — Matrice zaplni kolonu.
Vymyvaci 7. Umistéte zatku do hrdla kolony.
hrdlo kolony
8. Matrice je naplnénd, kdyz se komprese zastavi. Objem
W naplnéného lGzka bude pfiblizné 3 ml.

MOZNOST PRERUSENiI POKUSU

Pokud mate na pokus omezeny €as, je mozné jej zde pozastavit. Kolonu
je nutné bezpecné zavrit, aby nevyschla. Pokud v tuto chvili pokus
pozastavite, ujistéte se, Ze nad lGzkem je pufr a Ze zasobnik je prekryt
plastovym obalem, nebo filmem.
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CONATEX

UCEBNI POMUCKY

Postup pokusu pro studenty

CHROMATOGRAFIE: ODBER FRAKCI

1.

10.

11.

12.

13.

Oznacte 8 zkumavek 8titky s €isly 1 az 8. Na zkumavky napiste vase
inicialy, nebo C&islo laboratorni skupiny.

Opatrné odstrarite vSechen pufr z prostoru nad IGzkem pomoci
transferové pipety. Horni povrch I0Zka musi byt na vzduchu.

Zavadéjte pipetu do zasobniku. Pfi odstrafiovani pufru se pokuste
minimalizovat zasahovani do luzka.

Pomoci transferové pipety zavedte obsah zkumavky oznacené Stitkem
"Vzorek" (X) na povrch lizka. Nechte vzorek stékat po vnitfnich
sténach kolony.

Pod kolonu umistéte kadinku.
Vyjméte zatku z hrdla kolony. Vzorek zacne pomalu prostupovat do
lGzka. Az vzorek kompletné prostoupi do ltzka (povrch IUzka bude

opét na vzduchu), vratte zatku do hrdla.

Opatrné pomoci transferové pipety pfidejte nékolik kapek pufru na
[GZko. Vyjméte zatku a nechte pufr prostoupit do kolony.

Pokracujte v pfidavani pufru vZdy po nékolika kapkach. Délejte pauzy
a nechte pufr prostoupit do ltzka.

AZ se modré barvivo dostane do blizkosti dna kolony, zaénéte odebirat
0,5ml frakce. Zkumavku ¢&. 1 podrzte pfimo pod kolonou. (Zkumavky
maji stupnici, abyste mohli snadno odméfit 0,5 ml).

Jak se barvivo postupné separuje v kolonég, obCas pfidejte Cerstvy pufr
do zasobniku a udrzujte ho piny.

Pokracujte v odbéru 0,5ml frakci do kazdé ze zkumavek s Cisly 2 az 8.

Po naplnéni viech zkumavek odtokem z kolony (kolonové frakce),
vratte zatku do hrdla.

Oznacte zkumavku s nejvéts§im mnozstvim modrého dextranu, ktery se
vymyl z kolony.

Oznacte zkumavku s nejvéts§im mnozstvim oranzového barviva, které
se vymylo z kolony.

Navod k pouziti

Pouzivejte ochranné
bryle a rukavice

Nenechte kolonu
vyschnout
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Postup provadéni

CONATEX Navod k pouziti

UCEBNI POMUCKY

Studijni otazky

Odpoveézte na nasledujici studijni otazky ve vaSem laboratornim
zapisniku, nebo na samostatném pracovnim listu.

1.

2.

Porovnejte gelovou filtraéni chromatografii s jinymi separa¢nimi technikami.

Nakreslete a popiste ¢asti kolony. Do popisu vepiSte mnozstvi pufru
pfidaného pod a nad ltuzko. Definujte fritu, matrici a eluéni Cinidlo.

K ¢emu se pouziva eluéni pufr?
Které molekuly by se z kolony vymyly dfive: kulové, nebo linearni? Proc?

Co je stacionarni faze chromatografie? A co je mobilni faze?
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UCEBNI POMUCKY
Pokusna sada

Navod pro

. Predlaboratorni priprava
instruktory

A. PRIPRAVA DESETI KOLON

- Kazdou kolonu upevnéte vertikalné do kruhového stojanu a ujistéte se,
Ze je nainstalovana rovné. Horni i spodni zatku nechte v koloné.

B. PRIPRAVA ELUCNIHO PUFRU

1. Koncentrovany elu¢ni pufr zfedte smichanim nasledujicich slozek:

- koncentrovany eluéni pufr (cely obsah komponenty C)
< 540 ml destilované vody
- Dobfe promichejte

2. Odlijte do kadinek pfiblizné 50 ml zfedéného elu€niho pufru pro kazdou
separaci.
Zbyly pufr si nechte pfi ruce pro pfipad rozliti, abyste mohli pouzit dalSi
vzorek.

3. Pomoci pipety pfeneste 0,2 ml vzorku (komponenta A) do
mikrozkumavky. Tuto zkumavku oznacte znackou "X". (V sadé je
dostatek vzorku pro rozdéleni do deseti zkumavek po 0,2 ml).

Pripravte nasledujici pomucky:

- 8 mikrozkumavek do mikrocentrifugy
- 2 plastoveé transferové pipety
- prazdnou kadinku

C. PRIPRAVA SUCHE MATRICE

1. Vlozte suchou matrici (komponenta B) do bariky, nebo kadinky.
PFidejte 52 ml zfedéného elu¢niho pufru.

2. Zavrete kadinku, nebo barku a protfepavanim michejte matrici.

3. Pfed litim nechte matrici bobtnat po dobu nejméné 2 hodin pfi pokojové
teploté (to je také mozné provést den pfed laboratornim pokusem).

4. Po nabobtnani matrice ji promichejte a protfepejte, abyste ziskali
homogenni suspenzi a poté rychle odlijte 5 ml do malé kadinky, bariky,
nebo zkumavky pro kazdou pracovni skupinu.
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