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TEMA

BIELKOVINY

Uloha 5:

Frakciondacia bielkovin vajecného bielka

Princip:

Jednou z najcastejsie pouzivanych metod na frakcionaciu zmesi bielkovin je
ich postupné zrazanie zvySovanim ionovej sily roztoku pridavanim neutralnych
anorganickych soli pri vhodnom pH. Tento postup je vyhodny najmd pre velké
objemy a bielkoviny sa nedenaturuju pri vysokych koncentrdaciach soli. Ziskana
zrazenina bielkoviny vsak obsahuje vysoké percento soli, ktora sa musi odstra-
fiovat zdihavou dialyzou. Na zrdzanie (vysolovanie) bielkovin sa takmer vylucne
pouziva dobre rozpustny siran amonny. Iné soli (chlorid sodny, siran sodny,
fosfaty, atd’.) sa pouzivaju len v zviastnych pripadoch. Koncentracia siranu
amonneho sa vyjadruje stupiiom nasytenia (saturdcia) roztoku, nasyteny roztok
ma stupen sytenia 1. Vyjadrovanie saturacie v percentdach moze viest k zamene s
hmotnostnym zlomkom (w), ktoré vyjadruje mnozstvo latky v gramoch na 100 g
roztoku.

Koncentracia siranu amonneho sa zvysuje pridanim bud nasyteného roztoku,
alebo pevnej soli. Prvy sposob je jednoduchsi a zarucuje rovnomernejsie zvyso-
vanie koncentrdcie, ale da sa pouZzit len pre nizsie stupne nasytenia. Druhy spo-
sob dovoluje dosiahnut vyssie stupne nasytenia. Sol je potrebné pridavat po
malych mnozZstvdach a vyckat, az sa rozpusti, aby sa roztok sytil rovnhomerne. Po
pridani celého vyrdataného mnoZstva siranu amonneho nechame roztok vidy
urcitu dobu postat, aby zrazanie prebehlo kvantitativne. Len potom zrazeninu
odcentrifugujeme alebo odfiltrujeme. Jednoduchym prikladom popisanej me-
tody je frakciondcia ovoglobulinov a ovoalbuminu vajcového bielka. Nasyte-
nim roztoku bielka do stupiia 0,5 sa vyzraZa globulinova frakcia, albumin os-
tava v roztoku. Albumin sa vyzraZa nasytenim filtratu do stupiia 0,9.

Reagencie:

1. vajecny bielok

2. nasyteny roztok siranu amoénneho (536,34 g siranu na 1000 ml roztoku
pri 20 °C, ¢o predstavuje 4,06 M roztok)

3. krystalicky siran amonny

4. koncentrovana kyselina octova

Material:

univerzalne indikéatorové papieriky pre pH 0 — 12, kadicka s objemom 100 ml,
odmerny valec s objemom 50 ml, pinzeta, lyZicka, sklenena tyCinka, centrifu-
gatné skimavky, centrifiiga, gdza

Postup:

Bielko oddelime od Zitka a pinzetou z neho odstranime hrubé Gastice. Od-
mernym valcom odmeriame 25 ml bielka a prelejeme do kadi¢ky. Po malych
davkach a za neustdleho mieSania k nemu pridavame rovnaky objem (25 ml)
nasyteného roztoku siranu amonneho a mieSame d’alSich 5 mintt. Roztok so
zrazeninou  (ovoglobuliny) prelejeme do centrifugaénej skiimavky
a centrifugujeme 10 minit pri 3000 ot/min (1000 g). Supernatant obsahujici
ovoalbumin prelejeme cez gdzu do odmerného valca a stanovime jeho objem.
Zrazeninu ovoglobulinov odstranime.

Pokrac¢ujeme tym, ze upravime pH supernatantu (ovoealbumin) koncentrova-
nou kyselinou octovou na hodnotu priblizne 5 (4 — 6 kvapiek kyseliny na 40 —
45 ml supernatantu). Potom do tohto roztoku priddme za staleho miesania vypo-
¢itané a navaZené mnozstvo krystalického siranu amoénneho (30 g siranu na
100 ml supernatantu). Po jeho Gplnom rozpusteni nechame suspenziu stat’ naj-
menej 30 minit. Vytvorenu zrazeninu ovoalbuminu centrifugujeme 10 minut
pri 6000 ot/min (4000 g). Supernatant zlejeme a zrazeninu rozpustime v 30 ml
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destilovanej vody. Odmeriame celkovy objem tohto roztoku a hodnotu zapiSeme
do zosita. V pripade potreby roztok prefiltrujeme a maximalne 15 ml z neho
prelejeme do dialyzacnej trubice s membranou, ktort ponorime do kadicky s
objemom 600 ml obsahujucej destilovani vodu (vid dloha 6).

Uloha 6:

Dialyza bielkovin

Princip:

Dialyza patri k najjednoduchsim biochemickym metodam separacie latok na
zdaklade roznej velkosti ich molekul. Vyuziva difuziu nizkomolekulovych ldatok
cez polopriepustnu membranu (nepriepustnu pre velké molekuly) z roztoku
s vy$Sou koncentraciou do roztoku s nizSou koncentrdciou. Molekuly bielkovin,
ktorych castice maju rozmery od niekolko nanometrov do 200 nm, maju
v roztoku niektoré vlastnosti koloidov, t.j. ich castice neprechadzaju pre svoju
velkost otvormi dialyzacnych membran. Dialyza umoznuje v biochémii napr.
Jjednoduché oddelenie soli od roztoku bielkovin (pri vysolovani bielkovin sira-
nom amonnym). NajcastejSie sa vyuziva tam, kde chceme vysokomolekulové
latky zbavit' nizkomolekulovych necistot. V minulosti sa k priprave membran
vyuzivali koloidum, celofan alebo membrany zvieracieho povodu (creva, vajec-
na blanka, mechury). V sucasnej dobe su komercne dostupné umelé membrany
v tvare dlhej trubice rozneho priemeru a s vhodnou velkostou porov.

Reagencie:

1.1 M dusi¢nan barnaty
2.roztok ovoalbuminu z @lohy 5

Material:

dialyza¢na trubica s membranou, kadi¢ka s objemom 600 ml, magnetické mie-
Sadlo, stojan

Postup:

15 ml roztoku ovoalbuminu z dlohy 5 prenesieme do dialyzacnej trubice,
ktori upevnime k laboratérnemu stojanu a ponorime do kadi¢ky s destilovanou
vodou. Rychlost’ dialyzy zéavisi od koncentra¢ného spadu (na zaciatku je naj-
rychlejsia, postupne sa spomal’uje), poctu a velkosti pérov v membrane, hribky
membrany, elektrickych vztahov medzi membranou a difundujiucimi Casticami,
d’alej od velkosti plochy membrany a objemu roztoku, od teploty. Pocas dialyzy
vodu v kadicke mieSame pomocou magnetického mieSadla, ¢im dialyzu urych-
I'ujeme. Priebeh dialyzy moéZeme sledovat’ zraZanim siranovych aniénov dusic-
nanom barnatym vo vode:

SO4* + Ba** — BaSOa(s)
Asi po hodinovej dialyze roztok pouZijeme na stanovenie koncentracie bielko-
vin biuretovou metddou (vid’ uloha 7).

Uloha 7:

Stanovenie koncentrdcie bielkovin biuretovou metodou

Princip:

Biuretovu reakciu davaju peptidy a bielkoviny v dosledku pritomnosti pepti-
dovych vizieb (-CO-NH-). Je pomenovana podla zluceniny biuret, ktora dava
rovnakée fialové sfarbenie ako bielkoviny a peptidy. Reakcia je zaloZena na tvor-
be tetraamoniovej soli s komplexne viazanou medou. Metoda je rychla
a spolahliva. Vysledky pre jednoduché roztoky bielkovin su v dobrej zhode
s vysledkami inych metod. V pripade skumania vzoriek s vyssim obsahom lipi-
dov su namerané hodnoty o nieco vyssie ako hodnoty zodpovedajuce skutocne-
mu stavu. V tom pripade sa odporuca vzorku precistit napr. vyzrazanim.

Reagencie:

1. biuretové ¢inidlo

2.8tandardny roztok sérovej bielkoviny ('udsky albumin) s koncentraciou
1 g/100 ml

3. dialyzovana vzorka vajecnej bielkoviny

Material:

sada skumaviek, stojan na skimavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpcny
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spektrofotometer, plastové kyvety, laboratorna trepacka

Postup: Do Ssiestich oznacenych skumaviek pipetujeme sklenenymi pipetami Stan-
dardny roztok l'udského albuminu podla tabuPky 1.10 a postupujeme podla
pokynov v nej uvedenych. Do siedmej skiumavky pipetujeme namiesto Stan-
dardu 1 ml roztoku dialyzovanej bielkoviny z ulohy 6. V pripade vysokej hod-
noty absorbancie mézeme vzorku primerane riedit’.

TABULKA 1.10 0 1 2 3 4 5 vzorka
Standard albuminu [ml] - 0,2 0,6 1 1,5 2 -
dialyzovana vzorka [ml] — — — — — — 1
destilovana H,O [ml] 2 1,8 1,4 1 0,5 - 1
biuretové ¢inidlo [mi] 4 4 4 4 4 4 4

premiesat’
nechat’ 20 min reagovat’
urcit’ absorbanciu pri 540 nm
mnozstvo bielkoviny v sku- 0 2 6 10 15 20 X
mavke [mg]
absorbancia pri 540 nm -

Vyhodno-
tenie:

Pomocou kalibracnych roztokov (skimavky 1 az5) zostrojime kalibracny
graf (zavislost absorbancie Standardného roztoku Tudského albuminu pri
540 nm od mnozstva) a z neho ur¢ime mnoZstvo ovoalbuminu v mg na 1 ml
dialyzovanej vzorky (x). Vypocitame celkové mnozstvo ovoalbuminu (v mg)
vo vaje¢nom bielku (vynasobenim hodnoty od¢itanej z grafu objemom roztoku
ovoalbuminu po pridani destilovanej vody na rozpustenie zrazeniny pred dialy-
zou). Tuto hodnotu vydelime objemom pouzitého bielka (25 ml), ¢im ziskame
koncentraciu ovoalbuminu v bielku (v mg/ml).

Zaver:

Uvedieme koncentraciu ovoalbuminu vo vajecnom bielku (v mg/ml).
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