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Szedimentacids és elektroforetikus modszerek

Schay G.

Szedimentacios modszerek fizikai alapjai

Cél: hogyan lehet picike részecskék tomegét meghatarozni?

(joval az AFM és Rtg kora el6ttrél szarmazd, de ma is jo megoldas)




Tegylik a részecskét egy oldatba, és nézzilk meg mi lesz:

Ha a s(ir(isage
nagyobb mint az
olddszeré, akkor le
fog slllyedni: ez a
szedimentacid

Fg : gravitacids erd, Fd: surlddasi erd, Fb: felhajtoerd.

R A részecske addig gyorsul, amig az
l eré-egyensuly be nem All.

(és amig el nem éri az edény aljat)

Itt lesz er6-egyensuly

Newton-Il. torvénye: 3F = m-a
és

Av

——a

At
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A surlédasi eré:

o, 1 .
Altaldanosan: F; = Epvz -Cq4 - A, ahol A a keresztmetszet és

Cd surlédasi egyitthato.

Alacsony sebességnél Cd ~ 1/Re, azaz Fd egyenesen aranyos a sebességgel.

v-L v-L-p

ﬂ/p n

Itt L a karakterisztikus hossz, ami pl egy

gémb-alaku részecske, vagy egy cs6 esetében az

atmérd.
C, o3

Re =

2x-log, és meredekség=-1

Fg : gravitacios erd, Fd: surlddasi erd, Fb: felhajtderd.

Newton-Il. torvénye: 2F = m-a

és

Av

——a

At
Fg=m-g

Fd =f-v, ahol f tartalmazza Cd-t.
Archimedes t6rvényéb6| pedlg Fb = pfolyadék : Vrészecske ’ de Vrészecske = m/prészecske

Az erGegyensuly ebbdl adddik:
3F =0, azaz Fg-Fb = Fd, tehat

f-v=m-g-<1— pfolyadék)

Prészecske
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Egy baj van:
Ha a részecskék tényleg kicsik, akkor a h6mozgas elrontja a kisérletet.

Szedimentacid vagy egyaltalan nem, vagy csak nagyon lassan kovetkezik be.

4

Megoldas: centrifuga!

Tegyik a részecskét egy oldatba, és centrifugaljuk:

Fg : gravitacios erd, Fd: surlddasi er, Fb: felhajtderd.

g = 9.8 m/s? helyett a centrifugaban
a = ro? gyorsulast érzékel a részecske. (o a szogsebesség)

N\

fov zm_g_<1_pfolyudék)

Prészecske
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_ pfnlyadék)

Prészecske

f-vzm-r-(uz-(l

Ez dtrendezhetd:

v m ( pfnlyadék)
S = =7 |1-———
rw f Prészecske

Ahol S a szedimentdcids allandd. Egysége a Svedberg, 1Sv =101 s

(Theodor Svedberg , Nobel dij 1926)

A tomeg és a s(ir(iség egyarant szamit! A nagyobb
részecskék gyorsabban tlepednek

Hasznos egyenletek

rpm

w =21 ( P ), rpm=revolutions per minute=

60
percenkénti fodulatszam

RCF: relative centrifugal field = relativ centrifugalis erd
RCF = a = ro? = 41?2 rpm?%/3600

Radius Radius Radius
Min L Ave Max
2 v -

y e -

V.
=] A centrifugacs6ben haladva a
3 /7 /] sugar kicsit valtozik, evvel az RCF is.
=
&
[+ =

0 25 B0 75 100 124 150 175 200 426 960 474 W00
RCF (x1000)
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Mivel a sebességgek eltérdek, igy az egyes részecskék el is valnak
A centrifugalas soran.

@ Certnlogel fone =

centrifugalis szeparator

Centrifuge Lid

Clean liquid overflowing
the spinning bowl

Collected Solids

Dirty supply inlet
Spinning Bowl

Centrifuge Body
—j

Heavy Duty|)

FEED INLET
LET DOWN
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Az elvélasztast detektorral lehet kovetni. Sokszor egy egyszer( abszorbancia is

elegendd
300.. 3000 L) - light source
12 1200 xg
—
sample cell
Il transmission
{! profil
CCOD sensor

A hatarréteg folyamatosan mozog amig el nem éri az edény aljat

Time 2 Time 3 Time 4

Time 1

Meniscus Biidiry

Gravity

67 68 69

64 65 66
Radial Position [cm)

62 63




Csak az f alaki tényez6t nem ismerjik.

Csakhogy ez a diffuziéban is benne van:

kT
=7
Tehat ahhoz, hogy a részecske méretét meg tudjuk mondani,
meg kell mérni a diffuzids allandét is.

Density  Before After Frequency

N i " 3 Hasznalhatunk s(riség-

p

gradienst is az
olddszerben.
Ekkor a részecskék a
sajat slrtséglknek
megfelel6 rétegben
megallnak.

sl N

| Differential sedimentation
Grogwent  Shgliow sladviising, ”“‘"

Ezt preparativ,
elvélasztastechnikai
célra lehet hasznalni.

(L]

P "
v

Ataciase of frequency distribution Secumemaior conficen

2 Density equilibration

Gradient: Stees, 4 > 4

Contrifegation Pronged, Sgh speed
Abscnsa of bequency Satrlytion: Squdidrum Seesdy
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Differenciald centrifugalds

1000005
" ulracentnfoge
60 mn

Centrfugation
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Cell disruption by Contrifugation Pofder: ruscted g
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Cyrosed g

(pronen whioon)
Meroanme

Ez is egy preparativ mddszer, méret szerint vélasztunk el, minden |épésben a feliil-
Uszdt centrifugaljuk Ujra.

Egyenslilyi szedimentaciés mdédszer
Addig varunk, amig bedll az egyensuly a centrifugdlds soran.

Ekkor viszont a nettd sebesség 0, tehat a surlédasi eré is 0.

Termikus egyensulyban felirhatd a Boltzmann-eloszlas:

nq _ AE
2o =
n, kT
Az energia-tagban a kézépponttdl mért
r, ésr, tavolsagok kozott végzett munkat kell venni:

m ,
88 = (2 — 1207 <1_Pfoly_adek)

Prészecske
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Behelyettesive a Boltzmann formuldba, és In-t véve:
n m Pfolyadék
In (—1> = —(n? —n?)w? (1 — Lfolyadck >
n; 2KT Prészecske

Mivel a koncentraciékbdl (n,,n,) szdmolhatd, tovabba a s(irliség és a sugdr
meghatatrozhatd, igy a tomeg az egyenletbdl megkaphatd.

Vagyis ehhez a mddszerhez nem kell diffaziét mérni.

-
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Density {gfem™

3 ahin 2D centrifugalasi eljaras o ) 5
e Szétvalasztds S alapjan
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Electroforetikus eljarasok

#e=E

Az elektroforetikus mobilitast a sebesség, és az azt 1étrehozd
elektromos tér hatarozza meg.
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Semleges olddszerben

Polaris olddszerben van egy plusz visszatarté eré

<

Electric Field

Eloctrostatic
Fores

(szabad) aramlasos elektroforézis

bottom plate
top plate
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Power source

Sample wells in gel
Gel slab

Electrolyte \

Gél elektroforézis

Ez a kromatografias eljarasok csaladjaba tartozik

solution gel slots containing DNA samples
\

shorter
bands

dia Britannica, Inc.

Kromatografia: kdlcsénhatas az allé matrix, és a mozgd oldat kozott, ami elvalasztast
eredményez.
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Gél toltés

futtatas

gy

jelolés (itt pl. in-situ)

Gélben jel6lni nem kénnyd.

,Blottolas” : atvisszuk (és fixaljuk) a gélben kialakult mintazatot egy
stabil hordozé membranra. Ebben a mintazat mar nem valtozik meg.

Ezutan biztonsaggal jelolhetd akar sok 1épésben is.

4/7/2017
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Southern blot (Edwin Southern)

Agarose Gel Transfer or BLOT DNA
fragments from GEL to
Membrane

Bound DNA Bands
are Exposed on Film

Southern Blot (DNA)

(A} unlabeled DNA -
cutwitha ° S
restriction _F \ -
nuclease K\\/
labeled DNA of known sizes agarose
as sizo markers gel

DNA FRAGMENTS SEPARATED BY AGAROSE GEL ELECTROPHORESIS

b stack of paper towels o
v .
253 nitrocefiulose o0 0ve nitroceliulose
P ~~.poper paper with tightly bound DNA
agarase L g"ji S
gel —_/ » (-

sponge

alkai solution LABELED DNA PROBE
HYBRIDIZED TO
SEPARATED DNA FRAGMENTS SEPARATED DNA

BLOTTED ONTO NITROCELLULOSE PAPER
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@ Me Edit Gel Sampic Mansger Window Help
[ : Gel
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GGGGAATAATTATCTCTAACTATATCCTATATAT GTCAAGCCCT GGTAAGGTTCCTCGC GTATCA TC GAAT TAAACCACATGCTCCAC
10 15 20 28 0 38 40 45 50 55 60 88 70 7% 80 25 90 95

CGCTTGYGC GGGCCCCCGOT CAATTCCT T TGAGTTTCACT CTTGC GAGCATACTCCCCAGGCGGLCACAC TTAACACGTTAGCTTCGGTACTAACTTTT
105 1" 1"s 120 125 130 126 140 145 150 155 160 185 170 178 180 185 190

Borrelsa burgdosfes CA3E2, complete genome
m 2 910736Number of Matches: |
GenBankGraghics

Range 1: 445107 to 445291

Score Expect Identities G Strand

342 bus(185) Se91 185185(100%)  OV185(0%)  PluvPlus

Query 1 0
AERRRRERE R R R R R e i e i v ey
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Query 61 T 120
LR RN

Sbjot 445167 445226

Query 121 180
ARRRRRERERE R R R R R iy

Sbjct 445227 ITTCACTCT A 445286

Query 181 crTrT 185
mnn
Sbjct 445287 CTTTT 445291

Western és Northern blot: jaték az eredeti elnevezéssel

Western blot: fehérje kimutatas

FIRCTMIIINANOD SN B AMTRCOV D TRCION
Vet wh
S 1Y) W oh o vy e &4
= ey
| oY
L o N
7
f
teanl l fotle oy
b
A~ -
/
l f =
X =
=y o -t
" Mealais vl ewrvw b oend
i edvmpionits gt R L, () woed B s et G,
e e et rew A
oL SosLOMERT
rl T Vl
/ / J
F e fa [ ]
i [ wtoenane |
! ey
'. l.‘ "' i
¥ { )
J 4 l'

4/7/2017

17



Northern blot: RNS kimutatds, expresszids mintazatok meghatarozasa
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Two Dimensional Electrophoresis

()

BRI TR X o

high

ot
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(1) IEF or IPG (2) SDS-PAGE

17-72 hr 6 hr
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Izoelektromos fékuszalas
pH gradiens
Ott all meg a molkula ahol eléri az izoelektromos pontot.

Nagy elvalaszté-képességli mddszer, akar egy elemi toltés-kiilonbséget
is ki lehet vele mutatni
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(A)
*—> — .
Low pH g_;‘—ﬁ :: <—- |HighpH
(+) e —p* & (=)
(B)
Low pH High pH
(+) =)
Figure 301
Kapillaris-elektroforézis
Data Acquistition
Sample Zone
UV Detector
Capillary ks i Capillary
Inlet L7 Outlet
Bufier Reservoir Buffer Reservoir
for Anode for Cathode
High Voltage
Power Source
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sucrose
@

#
Tk
233
4 6 8 10
Time / min

Figure 7. Nutritional Applications of Capillary Electrophoresis:
analysis of carboxylic acids in wine (A) and carbohydrates in yo-
gurt (B). (A) 10 mmol L' 3,5-dinitrobenzoic acid with 0.2 mmol L7
CTAB. pH 3.6: 254 nm. (B) 15 mmol L sorbate. (1.5 mmol L'
CTAB and 35 mol L' NaOH: injection 3.4 kPa/15 s, 30 °C, <18 kV
and 254 nm. (#) is a non-identified peak.

Hasznalak DNS szekvenaldsra is.

Automated parallel analysis

’ NMuoresconce Dxtation)
&
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