
 

STANOVENÍ CELKOVÉ BÍLKOVINY, DEPROTEINACE 

Úloha 1: Stanovení celkové bílkoviny biuretovou rekací

Princip:  
Biuretová reakce je reakce, p�i níž se dokazuje bílkovina pomocí sm�si roztok� NaOH a 
CuSO4. Bílkovina se p�i d�kazu zbarví modrofialov�. Biuretovou reakcí dokážeme peptidové 
vazby. Ty tvo�í v alkalickém prost�edí se solemi m�di charakteristicky barevný komplex. 
Reakci dávají obecn� látky obsahující v molekule dv� skupiny –CO-NH2, resp. –CO-NH-. 
Reakci poskytují tedy nejen bílkoviny, ale i peptidy.  
Název rekce je odvozen od nejjednodušší slou�eniny, která poskytuje tuto rekci – biuret.  
Biuret vzniká zah�átím mo�oviny. 
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Roztoky a pom�cky: 
biuretové �inidlo (složení: síran m��natý (36 mmol/l), vinan sodno-draselný (95 mol/l), 
hydroxid sodný (1,8 mol/l) a jodid draselný (90 mmol/l). 
Pracovní roztok p�ipravíme na�ed�ním biuretového �inidla s dest. vodou v pom�ru 1:2. 
pístové mikropipety 

zkumavky 

stojánek na zkumavky 

Postup:  
Do zkumavek pipetujte podle tabulky: 

 VZOREK STANDARD BLANK 
Vzorek 40 µl --- --- 
Standard --- 40 µl --- 
Destilovaná voda --- --- 40 µl 
Pracovní roztok 2000 µl 2000 µl 2000 µl 

Nechte inkubovat p�i laboratorní teplot� 30 minut. Poté zm��te absorbanci vzorku a standardu 
proti blanku (540 nm) a vypo�ítejte koncentraci celkové bílkoviny ve vzorku. Pro výpo�et 
použijte znalost Lambert-Beerova zákona. Do záv�ru napište koncentraci bílkoviny 
v neznámém vzorku. 
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Záv�r:  



 

Úloha 2: Stanovení ú�innosti deproteina�ní �inidel

Deproteinace je klí�ová operace p�i p�íprav� vzork� biologického materiálu k analýze. 
Bílkoviny interferují p�i �ad� stanovení. Bílkoviny jsou ze vzorku odstra�ovány denaturací s 
pomocí roztok� kyselin, organických rozpoušt�del, roztok� anorganických solí nebo roztok�
n�kterých t�žkých kov�. Denaturací rozumíme zm�ny v prostorové struktu�e bílkovin – 
nešt�pí se peptidové vazby, ale narušují se nekovalentní vazby (vodíkové m�stky, iontové 
vazby, hydrofobní interakce). Dochází k porušení globulárního tvaru bílkoviny – peptidové 
�et�zce se rozvinou a „obnaží“ se tak hydrofobní skupiny, které byly p�vodn� skryté uvnit�
globule.  Ú�innost deproteinace je vyšší za chladu.  

Precipitace kyselinou: 

Principem je tvorba nerozpustné soli s kationickou (NH3
+) formou bílkovin. Nerozpustnou s�l 

odd�líme od supernatantu centrifugací. 
Používají se nej�ast�ji: kyselina sulfosalicylová, metafosfore�ná, trichloroctová, chloristá, 
fosfowolframová, molybdenová. K denaturaci se používají 5-20% roztoky uvedených kyselin. 

Precipitace organickým rozpoušt�dlem: 

Principem je snížení polarity vodného prost�edí a tudíž i snížení rozpustnosti bílkovin ve 
vodn�-organickém prost�edí. 
N�která organická rozpoušt�dla (alkohol, aceton, ether atd.) p�sobí jako dehydrata�ní �inidla. 
Dehydratace je pak provázena i ztrátou náboje, �ímž se stabilita ješt� více sníží a bílkoviny 
z roztoku vypadnou.   
Používají se nej�ast�ji: methanol, ethanol, acetonitril. Tedy rozpoušt�dla mísitelná s vodou. 
(Jako deproteina�ní �inidlo lze použít též aceton. Avšak jeho využití je limitováno vzhledem 
k výrazné absorbanci p�i vlnových délkách pod 330 nm, která m�že rušit UV-detekci 
analytu.) 

Precipitace solemi:  

Principem je neutralizace náboje bílkovin, které se v roztoku udržují tím, že se jejich shodn�
nabité �ástice navzájem odpuzují. Neutralizací náboje dochází tedy k agregaci. 
Používají se nej�ast�ji soli alkalických kov�, kov� alkalických zemin a amonné soli 
((NH4)2SO4, Na2SO4, MgSO4 atd). Dále mohou být bílkoviny odstran�ny i p�ídavkem 
m��natých �i zine�natých solí v alkalickém prost�edí. (Mechanismus srážení je opa�ný než 
p�i deproteinaci kyselinami – reakce s anionickou formou molekuly bílkoviny.) 

Roztoky a pom�cky: 
deproteina�ní �inidla 

biuretové �inidlo 

pístové mikropipety 

mikrozkumavky 

zkumavky 



 

Postup:  
Do mikrozkumavky napipetujte 200 µl vzorku a 200 µl deproteina�ního �inidla. Centrifugujte 
10 min p�i 4°C (15000 ot/min). V supernatantu stanovte pomocí biuretové reakce (viz. úloha 
1) množství bílkoviny. 
Vypo�ítejte ú�innost jednotlivých deproteina�ních �inidel a do záv�ru zhodno�te, které 
deproteina�ní �inidlo je nejvíce a které je nejmén� ú�inné. 

Záv�r:

 


