STANOVENI CELKOVE BILKOVINY, DEPROTEINACE

Uloha 1: Stanoveni celkové bilkoviny biuretovou rekaci

Princip:

Biuretova reakce je reakce, pii niz se dokazuje bilkovina pomoci smési roztokii NaOH a
CuSOs. Bilkovina se pii dikazu zbarvi modrofialové. Biuretovou reakci dokdzeme peptidové
vazby. Ty tvofi v alkalickém prostfedi se solemi médi charakteristicky barevny komplex.
Reakci davaji obecné latky obsahujici v molekule dvé skupiny —CO-NH,, resp. —-CO-NH-.
Reakci poskytuji tedy nejen bilkoviny, ale i peptidy.

Nazev rekce je odvozen od nejjednodussi slouceniny, kterda poskytuje tuto rekci — biuret.
Biuret vzniké zahfatim mocoviny.
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Roztoky a pomicky:

biuretové cinidlo (slozeni: siran méd’naty (36 mmol/l), vinan sodno-draselny (95 mol/l),
hydroxid sodny (1,8 mol/l) a jodid draselny (90 mmol/l).

Pracovni roztok ptipravime nafedénim biuretového €inidla s dest. vodou v poméru 1:2.
pistové mikropipety

zkumavky

stojanek na zkumavky

Postup:
Do zkumavek pipetujte podle tabulky:

VZOREK STANDARD BLANK
Vzorek 40 ul --- ---
Standard --- 40 pl —
Destilovana voda -—- - 40 ul
Pracovni roztok 2000 ul 2000 pl 2000 ul

Nechte inkubovat pfi laboratorni teploté 30 minut. Poté zméite absorbanci vzorku a standardu
proti blanku (540 nm) a vypocitejte koncentraci celkové bilkoviny ve vzorku. Pro vypocet
pouzijte znalost Lambert-Beerova zdkona. Do zaveéru napiste koncentraci bilkoviny
v neznamém vzorku.

Vypocet:
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Uloha 2: Stanoveni uc¢innosti deproteinacéni ¢inidel

Deproteinace je klicova operace pii piipravé vzorkll biologického materidlu k analyze.
Bilkoviny interferuji pfi fad¢ stanoveni. Bilkoviny jsou ze vzorku odstrafovany denaturaci s
pomoci roztokil kyselin, organickych rozpoustédel, roztokid anorganickych soli nebo roztokt
nekterych tézkych kovi. Denaturaci rozumime zmény v prostorové struktufe bilkovin —
nestépi se peptidové vazby, ale narusuji se nekovalentni vazby (vodikové mustky, iontové
vazby, hydrofobni interakce). Dochazi k poruSeni globularniho tvaru bilkoviny — peptidové
fetézce se rozvinou a ,,obnazi“ se tak hydrofobni skupiny, které byly piivodné skryté uvnitf
globule. Ug¢innost deproteinace je vy3si za chladu.

Precipitace kyselinou:

Principem je tvorba nerozpustné soli s kationickou (NH;") formou bilkovin. Nerozpustnou stil
oddélime od supernatantu centrifugaci.

Pouzivaji se nejcastéji: kyselina sulfosalicylovd, metafosfore¢nd, trichloroctova, chlorista,
fosfowolframova, molybdenova. K denaturaci se pouzivaji 5-20% roztoky uvedenych kyselin.

Precipitace organickym rozpoustédlem:

Principem je snizeni polarity vodného prostiedi a tudiz i sniZzeni rozpustnosti bilkovin ve
vodné-organickém prostiedi.

Neéktera organicka rozpoustédla (alkohol, aceton, ether atd.) piisobi jako dehydratacni ¢inidla.
Dehydratace je pak provazena i ztratou naboje, ¢imz se stabilita jest¢ vice snizi a bilkoviny
z roztoku vypadnou.

PouZivaji se nej€astéji: methanol, ethanol, acetonitril. Tedy rozpoustédla misitelnd s vodou.
(Jako deproteinacni ¢inidlo Ize pouZit téz aceton. AvSak jeho vyuziti je limitovano vzhledem
k vyrazné absorbanci pii vlnovych délkach pod 330 nm, kterda mulze rusit UV-detekci
analytu.)

Precipitace solemi:

Principem je neutralizace néboje bilkovin, které se v roztoku udrzuji tim, ze se jejich shodné
nabité ¢astice navzdjem odpuzuji. Neutralizaci naboje dochazi tedy k agregaci.

Pouzivaji se nejcastéji soli alkalickych kovi, kova alkalickych zemin a amonné soli
((NH4)2SO4, NaySO4, MgSO4 atd). Dale mohou byt bilkoviny odstranény i ptidavkem
médnatych ¢i zinecnatych soli v alkalickém prostfedi. (Mechanismus srazeni je opacny nez
pfi deproteinaci kyselinami — reakce s anionickou formou molekuly bilkoviny.)

Roztoky a pomicky:
deproteinacni cinidla
biuretové cinidlo
pistové mikropipety
mikrozkumavky
zkumavky
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Postup:

Do mikrozkumavky napipetujte 200 ul vzorku a 200 pl deproteinacniho ¢inidla. Centrifugujte
10 min pii 4°C (15000 ot/min). V supernatantu stanovte pomoci biuretové reakce (viz. uloha
1) mnozstvi bilkoviny.

Vypocitejte ucinnost jednotlivych deproteinacnich ¢inidel a do zavéru zhodnotte, které
deproteinac¢ni ¢inidlo je nejvice a které je nejméné ucinné.

Zavér:
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