Molekulaszűrés, papír- és vékonyréteg kromatográfia

Molekulaszűrés során a fehérjék molekulaméretük szerint választhatóak el egymástól. A fehérjék „szűrésére” térhálós polimerekből álló gél használható, melyet jelen kísérletben oszlopba töltve alkalmazunk, és ezen folyatjuk át a fehérjeoldatot (oszlop-kromatográfia). Nagyobb fokú fehérjetisztítás akkor érhető el, ha olyan oszlopon kromatografálunk, amihez a fehérjéhez szorosan kötődni képes vegyület van kapcsolva funkcionális csoportként (affinitás-kromatográfia). Az oszlophoz kötött fehérjék leoldását eluciónak hívjuk, a leoldáshoz használt oldat az eluens. Hogy a fehérjéket egymástól elválasztva kapjuk vissza az eluens oldatot frakciókban kell gyűjteni.

A gélben található gélszemcsék szűrőhatását a pórusméret szabja meg. A pórusméretet pedig a gélszemcséket alkotó polimerek keresztkötései határozzák meg. (Sok keresztkötés kis pórusméretet, kevés keresztkötés nagy pórusméretet alakít ki.) A molekulaszűrésre alkalmas gélek alapanyaga lehet dextrán (poliszacharid, melyben a glukózmolekulák 1-6 kötésekkel kapcsolódnak egymáshoz) és poliakrilamid is. 

Azok a molekulák, amelyek nagyobbak, mint a gélpórus, nem tudnak belépni a gélszemcsék belső folyadékterébe, így a gélszemcsék közötti térben, az ún. kizárt térfogatban (V0) találhatóak meg. A pórusméretnél kisebb molekulák viszont a teljes térfogatban (VT) megtalálhatóak. (Mind a gélszemcsék belső folyadékterében, mind pedig a gélszemcsék közötti térben.)

A vizsgálandó molekula megoszlását a megoszlási hányadossal jellemezhetjük:

k = (Ve-V0) / (VT-V0)

Ahol Ve az elúciós térfogat.

A kísérlet során Sephadex dextrán alapú gélt alkalmaztunk. A géloszlopot először K2CrO4 és Dextrán-Blue elegyével kalibráltuk. A kék színű Dextrán-Blue a kizárt térfogatban (V0) eluálódik, míg a sárga CrO42- kis méreténél fogva a teljes térfogattal (VT). A V0 és a VT meghatározása a legmagasabb koncentrációjú frakciók térfogatának figyelembe vételével történik.

A kalibrációt követően szérumfehérjéket választottunk el KI-tól. Eluensként deszt.víz alkalmazható. Az oldott molekulák színtelenek, ezért a fehérjék kimutatására szulfoszalicilsavat használtunk, a reakció során csapadékképződés tapasztalható. A I- kimutatása pedig Hipo oldattal történt, ekkor a I--ot tartalmazó oldat sárgára változott.(Ha a I--os, Hipos keverékhez még AgNO3-ot is adunk, akkor sárga, oldhatatlan csapadék képződik.) A lényeg, hogy a szérumfehérjék nagy méretük miatt a kizárt térfogattal ürülnek, még az elúció kezdetén, míg a I- kis méreténél fogva csak az utolsó frakciókban, az elúció végén ürülnek. (Tehát a frakció-gyűjtögetés elején kicsapott fehérjéket kell tapasztalni, míg a végén sárga csapadékot.) Tehát sikerült elválasztanunk a fehérjéket a KI-tól.

Papír- és vékonyréteg-kromatográfia során szintén fehérjék, illetve aminosavak választhatóak el egymástól, de nem méretük, hanem polaritásuk alapján (poláros=hidrofil=vízben jól oldódó, míg apoláros=hidrofób=vízben rosszul oldódó). Ezeknél a módszereknél is megoszlást nézünk, mint molekulaszűrés esetén, csak a megoszlás nem méret alapján, hanem a polaritás, azaz a vízben oldódás képessége alapján történik. A megoszlás a hordozón (papír, vékonyréteg) rögzített és afelett mozgó (mobil) fázis között alakul ki. A papírban található cellulóz, és a vékonyréteget alkotó szilikagél hidrofil anyagok, ezek mobil fázisként poláros oldószereket kötnek, míg apolárosakat nem. Ezekhez a poláros molekulák jól kötődnek, így alig vándorolnak, míg az apoláros molekulák nem kötődnek, így messzire vándorolnak. A vándorlás mértékét az RF (retenciós faktor) fejezi ki. Ez az érték a vizsgált vegyület felvitel helyétől mért távolságának, valamint az oldószer frontnak a felvitel helyétől mért távolságának a hányadosa. (Az oldószer, mint mobil fázis megtesz y cm-t a hordozó „felett”. A vizsgálandó molekula pedig megtesz x cm-t a hordozó és az oldószer „felett”. RF pedig megadja x / y –t. Papír és szilikagél esetén poláros oldószernél y kicsi, míg apolárosnál y nagy, illetve poláros molekula esetén x kicsi, apoláros esetén y nagy.)

A kísérlet során aminosavakat (AS) választottunk szét. A kromatográfiát követően az AS-akat láthatóvá kellett tenni, e célra ninhidrint alkalmaztunk. Az AS-ak a ninhidrinnel bíbor terméket adnak, kivéve a Pro-t, ami secunder aminként sárga terméket képzett.  Az Arg, mint bázikus AS maradt legközelebb a starthoz, a Pro és a Gly kicsit messzebb vándorolt, a Leu, mint hosszú szénláncú, apolárosabb AS vándorolt a legmesszebb. 

