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Разшифроването на автентичните 
технологии се основава на дефиниране 
на субстанциите , изграждащи музейните 
предмети. За целта ,преди да бъде подло-
жена на идентификационен анализ , всяка 
отделна органична субстанция трябва да 
бъде изолирана и пречистена. 

В настоящата статия са предста-
вени ефективни методи за изолиране и 
пречистване на белтъчни вещества като 
албумин, казеин, желатин, които со ши-
роко застъпени в старите технологии като 
свързватели. Разглежданите методи са по-
пулярни в протеиновата химия. 

Пробите за анализ, вземани от ори-
гиналните музейни предмети, по правило 
са в минимални количества. Ето защо за 
изолиравено и пречистването на подле-
жащите на идентификация субстанции в 
тях, трябва да бъдат прилагани техники 
и митоди, свързани с минимални загуби.
От тая гледна точка, сред многообразието 
от възможности, при разработването на 
изходните проби с цел идентификация на 
съдържащите се в тях белтъчни вещества, 
се явяват удачни следните методи:

ГЕЛ-ХРОМАТОГРАФИЯ. Методът 
е известен още като молекулно-ситова 
хроматография, гел-филтруване (1,2,3), 
При него белтъчните вещества се фрак-
ционират в съответствие с големината на 
молекулите им. Ролята на молекулни сита 
изпълняват декстранови, полиамидни 
или агарозни гелове с тридименсионална 

структура. Сухите полимери се предла-
гат на пазара под формата на сферични 
гранули. Всяка марка на тези продукти 
се характеризира с определена степен на 
омрежване, т.е. порьозност, и големина на 
гранулите, В зависимост от молекулната 
маса на веществата, които ще се фрак-
ционират, се избира подходящата марка 
продукт, След набъбване на полимерните 
гранули във водни разтвори, се получават 
геловете, играещи ролята на “молекулни 
сита’’. Принципът на разделяне ня бел-
тъчните вещества се свежда до следното: 
Матрицата (гелът) представлява множе-
ство порести частици между които се на-
мира елуентът – подвижната течна фаза. 
Когата на повърхността на колона, напъл-
нена с гел се постави белтъчната смес, го-
лемите молекули не могат да влязат в по-
рите на частиците на гела, а ги заобикалят 
и изтичат първи от колоната. Молекулите 
с по-малки размери минават през порите 
на гелните зърна , при което се задържат 
за известно време и се елуират след голе-
мите молекули по реда на намаляване на 
молекулните им тегла и размери- фиг. 1.

Процедурата по провеждане на гел-
хроматографията започва с избор на 
подходящата суха матрица в зависимост 
от молекулната маса на подлежащите на 
разделяне белтъчни мещества.След тре-
тирането и с водни разтвори се получава 
гелът ,с който се запълва хроматограф-
ската колона (подбрана по размери в за-
висимост от количеството на подлежа-
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щата на разделяне белтъчна смес) и се 
изчаква известно време за уплътняване и 
стабилизиране на гела. След това на по-
върхността му се нанася концентрирания 
белтъчен разтвор. Горният край на коло-
ната се затваря и посредством шлаух, в 
нея се подава елуиращия разтвор (буфе-

рен разтвор, подходящ по вид и йонна 
сила за конкретния случай)под съответ-
но налягане, осигурявано от помпа или 
хидростатичното налягане на буферния 
разтвор, така че да се гарантира опреде-
лена скорост на изтичане на елуатите от 
колоната. Изтичащите от колоната елуати 
се събират на равни интервали от време в 
отделни епруветки, поставени в колектор. 
Белтъчното съдържание във всяка една 
от фракциите се индикира по абсорбци-
ята и при 280 нм. След това се построява 
т.н. елуационна крива – абсорбцията като 
функция от номера на фракциите или 
сумарния обем от началото на елуиране-
то. На фиг.2 е представена елуационната 
крива от гел-хроматографското разделяне 
на протеиновите свързватели и багрилата 
от проба от покривна боя на кожа (10). 
Съгласно нея, фракциите с белтъчни ве-
щества се обединяват в сборна проба ( в 
случая от първа до десета включително). 
Така се получава чист, почти без загуби, 
воден разтвор на извлечените от изход-
ната проба протеини, които след това се 
подлагат на идентификация.

За целите на гел-хроматографията се 
предлага широк спектър от сухи матрици, 
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Фиг.1. Принцип на гел-хроматографията  
(по LKB – Швеция)

Фиг.2. Елуационна крива от гел-
хроматогряфия върху Sephadex G- 25 на 

проба от покривна боя на белтъчна основа 
от кожа на чанта , датирана ХХ век .
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респ. гелове Така например декстранови-
те гелове са въведени от Шведската фирма 
Pharmacia под търговското наименование 
Sephadex . Фирмата предлага и агароз-
ни геломе с търговската марка Sepharose 
Американската фирма Bio-Rad е известна 
с производството на полиакриламидни 
гелове Bio-gels. Гелове на същата хими-
ческа основа произвежда и фирмата LKB 
(Швеция), познати като ултрагели (4).

Гел-хроматографията намира прило-
жение за фракциониране на белтъчни ве-
щества, за определяне на молекулната им 
маса, за за обезсоляването им. За консер-
вационния анализ гел-хроматографията 
е особено подходяща за обезсоляване на 
белтъчни разтвори, след което вече могат 
да се прилагат идентификационни анали-
зи.В този случай е подходящ декстрано-
вият гел Sephadex G-25.

Предимство на гел-хроматографията 
е и това, че е възможно по поглъщането на 
фракциите при 280 нм и техния обем да се 
добие представа за количеството на фрак-
ционираните или обезсолени белтъчни 
вещества(5). За консервационния анализ 
смисълът на определяне на изолираните 
в чист вид белтъчни вещества е този, че в 
зависимост от наличното им количество 
може да се подбере най-удачния метод 
или методи за тяхната идентификация.

ФОРС-ДИАЛИЗА.При този метод 
белтъчните разтвори се очистват от нис-
комолекулни органични и неорганични 
примеси чрез дифузия през полупропуск-
лива мембрана в условията на вакуум (2) 
В случая диализната торбичка, наричана 
още диализно черво, се свързва към съда 
, от който се подава изходния белтъчен 
разтвор и се поставя в смукателно шише. 
Вакуумът се създава чрез водна помпа 
(Фиг.3). При тези условия нискомоле-
кулните продукти и част от разтворителя 
преминават през диализната торбичка, а 
в нея остава пречистен и концентриран 
белтъчен разтнор. В зависимост от голе-

мината на белтъчните молекули се подби-
ра диализно черво със съответната про-
пускливост.В съвременната лабораторна 
практика най-употребявани мембрани 
(респ. диализни черва) са на базата на 
синтетични полимери.

УЛТРАФИЛТРАЦИЯ.Този вид фил-
трация се осъществява през капилярни 
мембрани (1,2,7).Използуват се синтетич-
ни мембрани с различна порьозност, т.е. 
пропускливост. При ултрафилтраяцията 
се постига ефект на обезсоляване, фрасци-
ониране и концентриране на белтъчни ве-
щества. Процедурата се свежда до поста-
вяне на белтъчния разтвор в ултрафилтла-
ционната клетка с мембрана, през порите 
на която не може да преминава пречиства-
ния протеин, но преминават молекулите на 
разтворителя и малките молекули на оне-
чистванията. Преминаването на последни-
те се осъществява при прилагане на наля-
гане към изходния разтвор в ултрафилтра-
ционната клетка или създаването на ваку-
ум в камерата, в която се събира филтрата 
фиг.4. Предимство на ултрафилтрацията 
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Фиг.3. Схема на установка за форс-
диализа (съгласно (2)):1- диализно черво, 

2- смукателно шише, 3-приемник за 
подлежащия на форс-диализа разтвор,  

4- Вулфово шише, 5- кран към 
водопроводната мрежа, 6-водно помпа,  

7- запушалка

c
m
y
k



пред останалите методи за пречистване 
и концентриране на белтъчни вещества е 
стабилността на ултрафилтрите( те могат 
да се използуват многократно) и бързото 
и осъществяване. Например значителни 
обеми белтъчни разтвори могат да се пре-
чистят и концентрират до няколко милили-
тра за един-два часа. Освен това ниските 
налягания и инертната атмосфера (напри-
мер 1-2 атмосфери максимално налягане 
на сгъстения азот при провеждането на 

ултряфилтрация в условия 
на повишено налягане) не 
позволяват деструкция на 
белтъчните вещества (1,2).

В литературата има 
епизодични данни за изпол-
зуването само на гел-хро-
матографиятя в областта на 
консервацията и реставра-
цията като молекулно сито 
– например при изследване 
на степен на разграждане 
на коприна в условията на 
състаряване(7), охарактери-
зиране на продукти с оглед 
евентуално приложение в 
консервационно-реставра-
ционната практика ((8,9). 
Няма данни за приложение 
на изложените методи в 
консервационния анализ за 
изолиране, пречистване и 
концентриране на белтъчни 
субстанции от оригинални 
обекти преди идентифика-
цията на тези субстанции 
за разшифроване на автен-
тични технологии.

Опитът на автора в 
обпастта на белтъчната 

химия и ензимологията, нъдето разглеж-
даните методи са рутинни, му дава ос-
новани да ги приложи успешно в анали-
тичната си работа по разработването на 
проби от оригинални музейни обекти и 
идентификацията на съдържащите се в 
тях белтъчни свързватели – желатин, ал-
бумин, казеин (10,11).

Фиг.4. Принцип на ултрафилтрация ( по LKB- Швеция).
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Effective methods for purification of proteins for the purpose 	
of conservation analysis

Summary

Diana Nikolova

Three methods for separation, purification and concentration of protein solutions, largely applied 
in protein chemistry are described in the article. According to the literature, only the gel-chromatog-
raphy is episodically used in the analytical practice of conservation and restoration. The author has 
successfully applied the three methods in her research work and she recommends them as effective 
methods for conservation analysis in purification, separation, concentration and desalting of protein 
binders in the course of the preparation of this type of substances for their identification.


