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Aquest tipus de cromaiografia també trobal en' la
bibliografia com “permeacid sobre gel',"exclusid molecular" i
“tamisat molecular" , s un tipus particular de cromalografia
ligquid-liquid per la separacid de substancies que presenten
volums moleculars diferents.

Per fer la separacid preparem una columna de cromalografia
(segons protocol “Cromalogratia en columna”™ J,el suporlt o
matris pot ser SEPHADEX .poliacrilamida .agarosa .el millor
per les nostres caracleristigques a classe es el primer. £s un
polisacarid sotmés a un encreuamenl de les seves cadenes
moleculars per donar una consisténcia tridimensional. Com Lol

polisacarid conté molts grups hidroxil ( aH  } que
confereixen una gran afinitat per 1'aigua . amb ella el
Sephadex s'infla 1 forma un gel blanc—-transparsnl que
collogquem en la columna.

El seu mecanisme #s senzill . com a Ltota

cromatografia en columna primer posem el problema a separar
al cap d'amunt de la columna i com eluent aigqua.El Sephadex
ja inflat forma uns porus de un determinat tamany mig ¢ hi
han uns pocs més grans i uns pocs més pelits ) aquest lamany
en delermina el LIMIT DYEXCILUSID, aixd les substancies amb
volum molecular superior als porus més grossos no poden
gntrar a 1'interior el gel i per aixb es mouen amb l'aigua
(1"eluent) a través del 11it de la columna essenl les
primeres en sarlir de la columna mentre que les més pelites
poden entrar dins e1 gel el s2u recorregul s més gran i
surten tambdé més tard per el fons de la columna.Aixi si
recollim 1 ligquid que va Fluint per la columna,primer es
recullen les molécules més grans després les de volum
molecular petit.

MATERIALS I METODES

les columnes sdn preparades en PIPETES de 10 mwml i també en
BEURETES de 25 ml,doncs aixi ens estalviem de comprar la columna
{ tenen un preu excessiu ) o de fer—la totalment, aguestis eslris
gatan generalment en els laboratoris de BUP.

Llana de vidre en el fons de les pipetes i buretes

Tub de goma i 1a sesva corrvesponent clau per deixatr passar o
ng , segons interessi , el ligquid de la columna ( aixd per
les pipetes ,doncs les buretes ja tenen la seva elaw)
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SEPHADEX G —25,preparem una dissolucid 1:3 (pes—volum)
d*aquest en aigua,la quantitat dependra de an preparem la
columna, si en pipeta o be en bureta , posem la papilla i
deixem reposar fins formacid perfecta de la columna SEMPRE
ha de tenir ligquid per damunt el nivell de la columna i si
afegim una mica de bactericida a la dissolucid tindrem
tolumna un minim de Z2anys. Aguest Sephadex 1é un poder
d exclusid de 5.000(tota molécula de pes més gran de
5.000 no pol entrar a la matriu de la columna)

DICROMAT POTASSIC I
BLAU DEXTRA Fem wna dissolucid de 50 myg de cada un
en 1 ml d'aigua

Com #luient fem servir aigua destil.lada.

Com constanls de cada columna prenem el volum de liguid just
abans de sortir el blau dextra , el volum de blau per una
Jquantitat concreta de mostra , i finalment el volum de ligquid
fins a sorltir el groc del dicromatl.

El blau dextri de pes molecular gran (i Volum molecular gran)
surt de la columna el primer doncs les seves molécules no
entren an ¢ls porus del Sephadex

Els resultats sdn

Valum fins Volum Volum fins
primera tat primera
gota blava blau gota groga
PIPETA = 2,9 ml 1,3 ml 3,46 ml
BURETA : 7 ml 3,8 ml 12 ml
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