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1. Cel

Zadaniem bylo otrzymanie krysztalow lizozymu jaja kurzego metoda Han-
ging Drop Vapor Diffusion (metoda wiszacej kropli).

2. Odczynniki i sprzet

— 20 % NaCl

— 250 mM Octan Sodu

— woda destylowana

— roztwér lizozymu jaja kurzego

— plytka 24-dotkowa typu VDX (z nattuszczonymi rantami)
— silikonizowanie szkietka okragle szkietka nakrywkowe

3. Roztwor bialtka

4. Krystalizacja

W dotkach plytki 24-dotkowej VDX zmieszano 20 % NaCl, 250 mM Octan
Sodu i wode destylowana w zmiennych proporcjach zgodnie z rysunkiem 1, otrzy-
mujac roztwory o zakresie pH 4.0 — 5.2, i stezenia NaCl 4 % — 9 %.

Na $rodek szkietka nakrywkowego podano 2ul roztworu biatka, po czym do-
dano do kropli 2ul wodnego roztworu z odpowiedniego dotka. Szkietko natozono
na dotek kropla w doét i szerszym koricem zottego tipsa docisnieto tak, zeby smar
uszczelnit styk szkietka z krawedzig dotka. Czynnosé powtorzono dla wszystkich
dotkow.

Tak przygotowana plytke przykryto wieczkiem i umieszczono w lodowce.
Zdjecia krysztalow zostaly wykonane przez soczewke 10x po uplywie ok. 48 h
(krystalizacje nastawiono w §rode, a zdjecia wykonano w piatek).

5. Interpretacja wynikow

Aby doszto do krystalizacji biatka uklad musi osiagnaé¢ metastabilny stan
przesycenia, kiedy stezenie biatka jest powyzej wartosci rozpuszczalnosci. Na-
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Rysunek 1: Schemat przedstawiajacy objetos¢ odczynnikéw podang do odpo-
wiednich dotkow. Dodatkowo oznaczone zostaly koncowe wartosci pH i stezenia
NaCl.

(e) A5, pH 4.0, 8% NaCl (f) A6, pH 4.0, 9% NaCl

Rysunek 2: W warunkach pH = 4.0 i dla stezenia NaCl miedzy 4 % a 9 %
uzyskano liczne, male krysztaly o regularnym ksztalcie. W dotku A2 otrzymano
zauwazalnie mniej krysztatéow, i byly one nieznacznie wieksze. W dotku A3 za-
kres rozmiaru zaobserwowanych krysztalow jest wezszy. Krystalizacja przeszta
pomyslnie, nie zaobserwowano igiet, wytraconego precypitatu, rozdzielania faz,
sferulitow. Najlepszy wynik uzyskano w dotkach A2 i A3.



(a) B1, pH 4.4, 4% NaCl (b) B2, pH 4.4, 5% NaCl

(c) B3, pH 4.4, 6% NaCl (d) B4, pH 4.4, 7% NaCl

(e) B5, pH 4.4, 8% NaCl (f) B6, pH 4.4, 9% NaCl

Rysunek 3: Warunki pH = 4.4 i dla stezenia NaCl miedzy 4 % a 9 %. W
dotkach B1 do B4 uzyskano dobrze uformowane krysztaty. W dotku B2 sg mniej
liczne ale zauwazalnie najwieksze. W dotku B5 zaobserwowano wiele drobniej-
szych krysztalow oraz maly zbitek "igiet". W dotku B6 krysztaly maja wyrazne
skazy oraz wystepuja liczne zbitki igietek przypominajace pary zlepionych kol-
czastych kulek. Krystalizacja przebiegta pomyslnie, w szczegdlnosci w dotku B2,
gdzie uzyskano duze krysztalty bez skaz. W poréwnaniu z seriag A1-A6 obserwuje
sie wiecej skaz i obecnosé wytraconego biatka w formie igiet.



(a) C1, pH 4.8, 4% NaCl (b) C2, pH 4.8, 5% NaCl

"

(c) C3, pH 4.8, 6% NaCl (d) C4, pH 4.8, 7% NaCl

(e) C5, pH 4.8, 8% NaCl (f) C6, pH 4.8, 9% NaCl

Rysunek 4: Warunki pH = 4.8 i dla stezenia NaCl miedzy 4 % a 9 %. W dotkach
C1, C3 i C4 zaobserwowano nieliczne duze dobrze uformowane krysztalty (wiek-
sze niz w B2). W dotku C2 nie zaobserwowano krysztatéw. W dotkach C5 i C6
w roztworze wydaja sie by¢ obecne krople/oleiste plamy, by¢ moze jest to lekka
separacja faz albo zabrudzenie obiektywu mikroskopu (podobny wzor nie jest
obserwowany na innych zdjeciach wykonanych z uzyciem tego samego mikro-
skopu, co sugeruje raczej pierwszy scenariusz). W dotku C5 widoczne sg 4 igly,
a w C6 sg bardziej liczne i utworzyty podobne zbitki jak w dotku B6. Krysztaty
w C1, C3 i C4 sa bardzo dobrej jakosci, natomiast w C6 posiadaja liczne skazy
i nieregularnosci ($ciany nie sa gtadkie).



(a) D1, pH 5.2, 4% NaCl (b) D2, pH 5.2, 5% NaCl

(c) D3, pH 5.2, 6% NaCl (d) D4, pH 5.2, 7% NaCl

(e) D5, pH 5.2, 8% NaCl (f) D6, pH 5.2, 9% NaCl

Rysunek 5: Warunki pH = 5.2 i dla stezenia NaCl miedzy 4 % a 9 %. W dol-
kach D1 i D2 nie zaobserwowano krysztatow. W pozostalych dotkach widoczne
sg pojedynicze duze krysztaly. W dotku D3 krysztal jest dobrze uformowany,
natomiast w D4, D5 i D6 krysztaly posiadaja skazy, dodatkowo w D6 widoczny
jest pojedyriczy zbitek igiel a sam krysztal ma bardzo wyrazne skazy i nieregu-
larny ksztalt.

Stosunkowy rozmiar najwigkszego krysztatu dla kombinaciji warunkéw
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Rysunek 6: Wykres typu heat map przedstawiajacy stosunkowy rozmiar naj-
wiekszego krysztatlu znalezionego w probee (z) dla kombinacji pH i stezenia
NaCl, z = 0 oznacza brak krysztalow.



stepnie jesli przekroczona zostanie bariera energetyczna uklad moze przejsé w
stan o nizszej energii oraz do powstania zarodzcow krystalizacji. Od wysokosci
bariery energetycznej zalezy liczba otrzymanych krysztaloéw, poniewaz nizsza
bariera oznacza, ze powstanie zarodzca jest bardziej prawdopodobne, oraz od-
wrotnie, wieksza bariera oznacza rzadsza nukleacje i powstanie mniejszej liczby
krysztalow. Optymalne warunki dla krystalizacji skutkowalyby rzadka nukle-
acja 1 powstaniem nielicznych (a najlepiej jednego) duzych krysztalow dobrej
jakosci.

Miedzy seriami A do D obserwuje sie spadek liczby krysztaléw i wzrost ich
$redniego rozmiaru. Sugeruje to pozytywny wplyw wzrostu pH na rozmiar otrzy-
manych krysztatow. W zakresie zbadanych wartosci optimum znajduje sie w za-
kresie pH 4.8 — 5.2. W obrebie serii wraz ze wzrostem stezenia NaCl obserwuje
sie wzrost liczby skaz, oraz sg one powazniejsze. W przeciwienistwie do pH mozna
tutaj wyraznie wyr6znié optymalny zakres stezenia od 6 % do 7 %. Ponizej tego
zakresu przy wyzszym pH krystalizacja moze nie przejsé pomy$lnie. Poniewaz
we wszystkich przypadkach, gdzie nie zaobserwowano krysztalow, roztwor jest
czysty brak krysztaléow moze wynikaé ze zbyt krotkiego czasu krystalizacji. W
takim wypadku nizsze stezenie soli przy nizszym pH op6znia, a nie uniemozliwia
krystalizacje. Stezenie soli powyzej 6% - 7 % skutkowalo licznymi, wyraznymi
skazami oraz krystalizacja w formie igiet.

Na podstawie wykonanego eksperymentu za warunki najbardziej sprzyjajace
krystalizacji badanego biatka mozna uznaé pH = 4.8 i stezenie NaCl 7 %.



