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TEMA

BIELKOVINY

Uloha 2:

Izolacia kazeinu 7 mlieka

Princip:

Kazein je hlavnou bielkovinovou zlozkou mlieka (tvori az 80 % mliecnych
proteinov), kde sa nachadza vo forme vapenatej soli. Patri do skupiny fosfopro-
teinov a vyznacuje sa velmi nizkym zastupenim prvkov sekunddarnej Struktury.
V mlieku vytvara suspenziu castic (tzv. kazeinové micely), v ktorych su jednotli-
vé makromolekuly kazeinu stabilizované hydrofobnymi interakciami a ionmi
vapnika. Okyslenim silnou kyselinou (napr. HCI) na hodnotu svojho izoelektric-
kého bodu (pl 4,6) dochadza k destabilizacii kazeinovych miciel, vysledkom co-
ho je precipitacia kazeinu.

Reagencie:

1. mlieko
2. 10 % roztok kyseliny chlorovodikove;j
3. 96 % etanol (denaturovany)

Material:

centrifiiga, centrifugacné skiimavky, gaza alebo obviz, sklenend ty€inka, mik-
ropipety, kadicka s objemom 100 ml

Postup:

50 ml mlieka centrifugujeme 10 minut pri 3000 otackach za mintitu (ot/min),
¢o pri nami pouzitom rotore odpoveda 1000 g (RCF = relative centrifugal for-
ce). Vyluceny tuk odstranime prefiltrovanim mlieka cez kusok gézy do kadicky
s objemom 100 ml. Nasledne k mlieku pridavame 10 % HCI, a to po kvapkach
za stdleho mieSania sklenenou ty¢inkou do vytvorenia vlockovitej zrazeniny
(spotreba je priblizne 1 ml HCI, ak pouzijeme nadbytok HCI, zrazenina sa za¢ne
znova rozpusStat). Suspenziu prelejeme do centrifugacnej skiimavky
a odstred’'ujeme 10 minut pri 3000 ot/min (1000 g). Supernatant (roztok nad
zrazeninou) zlejeme, zrazeninu premyjeme priamo v centrifugacnej skimavke
destilovanou vodou (25 ml) a opét’ odstred'ujeme. Vodu zlejeme, zrazeninu ka-
zeinu rozmieSame s 25 ml 96 % etanolu, vicsie kusky rozdrobime a znova cen-
trifugujeme. Po odstredeni zlejeme etanol a kazein nechame vol'ne schnut’ na
filtratnom papieri. Na d’alSom cvi€eni kazein odvdZime a jeho hmotnost’ zapi-
Seme do protokolu.

Zaver:

Uvedieme mnoZstvo vyizolovaného kazeinu (v gramoch na 50 ml mlieka).

Uloha 3:

Stanovenie koncentrdcie bielkoviny Lowryho metodou

Princip:

Lowryho metdda je jeden z najcastejSie vyuzivanych sposobov stanovenia
koncentracie bielkovin. V prvom kroku bielkovina reaguje s mednatymi ionmi
v alkalickom prostredi, pricom dochadza k ich redukcii na medné iony. Nasled-
ne dochddza ucinkom mednych ionov kredukcii kyseliny fosfomolybdeno-
fosfovolframovej, ktora je sucastou Folinovho cinidla. Finadlny produkt tejto
reakcie ma modré sfarbenie. Jeho intenzita zavisi od koncentracie bielkoviny v
roztoku. MnoZstvo bielkoviny vo vzorke sa urci na zdaklade hodnoty nameranej
absorbancie pri 750 nm.

Reagencie:

1. roztok A: 2 % uhlicitan sodny v 0,1 M hydroxide sodnom

2. roztok B: 0,5 % pentahydrat siranu med’natého v 1 % tetrahydrate vinanu
sodnodraselného (roztoky A, B zmiesame max. 4 hod. pred cvicenim v po-
mere 50:1)

. Folinovo ¢inidlo (kyselina fosfomolybdeno-fosfovolframova)

4. Standardny roztok bielkoviny (hovddzi albumin) s koncentraciou

50 mg/100 ml
5. vzorka bielkoviny s nezndmou koncentraciou
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Material: sada skimaviek, stojan na skimavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpény
spektrofotometer, plastové kyvety, laboratorna trepacka

Postup: Do Siestich oznacenych skiimaviek pipetujeme sklenenymi pipetami Stan-
dardny roztok hovidzieho albuminu podla tabul’ky 1.8 a postupujeme podla
pokynov v nej uvedenych. Do siedmej skimavky pipetujeme namiesto Stan-
dardu 1 ml roztoku bielkoviny s neznamou koncentraciou (do zosita nezabud-
neme zapisat’ ¢islo vzorky).

TABULKA 1.8 0 1 2 3 4 5 vzorka
Standard albuminu [ml] - 0,05 0,10 0,25 0,50 0,75 -
neznama vzorka [ml] - - - - - - 1
destilovana H,O [ml] 1 0,95 0,90 0,75 0,50 0,25 -
A+B(50:1) [ml] 5 5 5 5 5 5 5

premiesat’
nechat’ 10 min reagovat’
Folinovo &inidlo mj | 05 | 05 | 05 | 05 | 05 | 05 | 05
premiesat’
nechat’ 30 min reagovat’
urcit’ absorbanciu pri 750 nm
mnoZstyo bielkoviny v ski- 0 | 0025 | 0,050 | 0,125 | 0,250 | 0375 | «x
mavke [mg]
absorbancia pri 750 nm -

Vyhodnote-
nie:

Pomocou kalibracnych roztokov (skimavky 1 az5) zostrojime kalibracny
graf (zavislost’ absorbancie Standardného roztoku hoviddzieho albuminu pri
750 nm od jeho mnoZstva v roztoku). Na tento el je vhodny beZzne dostupny
program MS Excel. Body na grafe preloZime priamkou v tvare y = ax, kde x
predstavuje mnozstvo bielkoviny v skimavke, y je namerana hodnota absorban-
cie pri 750 nm a Clen a je konStanta. MnoZstvo bielkoviny x (v mg na 1 ml
vzorky) vypocitame dosadenim hodnoty absorbancie vzorky za y v uvedenej
rovnici. Zistené mnozstvo porovname so skuto¢nou hodnotou a vypocitame
relativau chybu (v %).

Zaver:

Uvedieme koncentraciu bielkoviny vo vzorke (v mg/ml) spolu s relativnou
chybou.
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