FRAKCIONACE A IZOLACE PROTEINU

Princip:

Plisobenim vysokych koncentraci soli (napf. (NH4).SO4, Na:SOs, NaCl) se bilkoviny srazeji.
Tento vratny déj je vyvolan jednak neutralizaci naboje bilkovinnych d¢astic, jednak
dehydrataci bilkovinnych molekul.

UZitim vhodnych koncentraci soli lze jednotlivé bilkoviny délit. Globuliny se sraZeji pri
polovi¢nim nasyceni siranem amonnym, albuminy teprve pfi Uplném nasyceni roztoku.

Ukol:

Rozhodnéte, ktery z neznamych vzork obsahuje pouze albuminy a ktery smés albumint a
globulind.

Pracovni postup:

Zkumavky A a B obsahuji po 3 ml vzorku s obsahem bud’ pouze albuminii nebo albumini a
globulind.
1) Do kaZzdé zkumavky pridejte 3 ml nasyceného roztoku (NH4).SO. a zamichejte.
Vznikl z poloviny nasyceny roztok siranu amonného.
2) Pockejte 5 minut a pak vyhodnotte zdkal. Mél by se objevit ve zkumavce obsahujici
globuliny.
3) Pridavejte do obou zkumavek postupné krystaly pevného siranu amonného a michejte,
dokud se krystaly neprestanou rozpoustét. Zakal vznikne i v dosud ¢irém roztoku, ve
druhém se stane intenzivnéjSim.

Vyhodnoceni:

Rozhodnéte, ve které zkumavce je pouze albumin a kde je smés albumind a globulind.



STANOVENI CELKOVYCH BILKOVIN V SERU

Princip:

Peptidové vazby bilkovin vytvareji se siranem médnatym v alkalickém prostfedi komplexy
vhodné k fotometrickému stanoveni pfi 545 nm.

Roztoky a cinidla:

* biuretové ¢inidlo (15mM CuSOs, 18mM Na;EDTA v 0,1M NaOH) Pozor — Ziravina!
* standardni roztok bilkoviny o znamé koncentraci (bude napsana na tabuli)

Pracovni postup:

Pripravte vzorky podle nésledujici tabulky (biuretové ¢inidlo pfFidejte do vSech aZ na zavér a
okamZité promichejte):

vzorek standard blank
sérum (ml) 0,1 - -
standard (ml) - 0,1 -
destilovana voda (ml) |- — 0,1
biuretové ¢inidlo(ml) |3,0 3,0 3,0

Inkubujte 12 minut pfi laboratorni teploté. Allow the samples to incubate for 12 minutes at
room temperature. Potom zméfte absorbanci vzorku i standardu proti blanku (Avzorek @ Astandara)

pfi 545 nm.
Vypocitejte koncentraci vzorku a dopliite do tabulky niZe.

Vypocet:

A vzorek _

Cvzorek - A ) Cstandard -
standard

Normalni hodnoty: 65-87 g/l

Vysledky:

sérum standard

absorbance
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CELKOVE BIiLKOVINY V PLODOVE VODE

Princip:

Peptidové vazby reaguji v zasaditém prostfedi s méd'natymi ionty za vzniku modrofialového
zbarveni (biuretova reakce). Folin-Ciocalteuovo fenolové Cinidlo zesiluje zbarveni oxidaci
tyrosylovych zbytkii fosfomolybdenanovymi a fosfo wolframanovymi ionty, takZe se daji
stanovit i velmi nizké koncentrace bilkovin. Stanoveni se provadi fotometricky pfi vinové
délce 720 nm.

Roztoky a cinidla:

roztok I: 20 g uhli¢itanu sodného, 0,5 g vinanu sodno-draselného v 1 litru 0,1 M NaOH

* roztok II: 1 g siranu méd'natého (hydratovaného) v 1 1 destilované vody

* pracovni roztok: pripravi se smichanim 45 ml roztoku I a 5 ml roztoku II

* Folin-Ciocalteuovo fenolové cinidlo: pfipravuje se sloZitou procedurou komercné.
K pripravé 1 litru je treba 100 g Na;WOs- 2 H0, 25 g NaMoOs- 2 H.0, 50 ml 85%
kyseliny fosfore¢né, 100 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové, 150 g Li,SO, -
2 H20, 5 kapek bromu a destilovana voda. Pfed pouZitim se fedi destilovanou vodou
v poméru 1:2.

« standardni roztok bilkeviny o znamé koncentraci (bude napsana na tabuli)

Pracovni postup:

Pripravte vzorky podle nasledujici tabulky a ihned je zamichejte.

vzorek standard blank
pracovni roztok (ml) |5 5 5
plodova voda (ml) 0.05 — —
standard (ml) — 0.05 —
destilovana voda (ml) |- - 0.05

Pockejte 15 minut a pridejte do kazdé zkumavky 0,5 ml of the Folin-Ciocalteuova cinidla a
dobfe promichejte.



Nechte vzorky inkubovat 30 minut pfi teploté laboratofe. Pak zméfte absorbanci vzorku
i standardu proti blanku (Avzorek and Astandara) pri 720 nm.

Spocitejte koncentraci proteinti ve vzorku a zapiste do tabulky niZe.

L A
Vypocet: C = weorek .

vzorek T standard

standard

Normalni hodnoty: 4-9.5 g/l (zavisi na tydnu gestace)

Vysledky:

plodova voda standard

absorbance (A)
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