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TEMA BIELKOVINY
Uloha 4: Stanovenie izoelektrického bodu Pudského albuminu
Princip: Jednym z moznych sposobov stanovenia izoelektrického bodu bielkovin (pl)
Jje zistit' hodnotu pH, pri ktorej je bielkovina najmenej rozpustnd vo vode. Pri
tomto pH sa celkovy naboj bielkoviny rovna nule a lahko sa vyzrdza, co sa pre-
javi zvySenim turbidity (zakalenia) roztoku. Vyzrazanie bielkoviny sa urychli
pridanim vhodnych dehydratacnych prostriedkov, napr. etanolu alebo acetonu.
Vzniknuty zakal je mozné kvantifikovat’ meranim optickej hustoty roztoku pri
urcitej vinovej dizke. Cim viac je roztok zakaleny, tym vyssia je hodnota optic-
kej hustoty. Dovodom je rozptyl Ziarenia na vyzrazanych bielkovinovych casti-
ciach.
Reagencie: 1. 0,1 M octan sodny
2.0,4 % roztok I'udského albuminu (0,4 g 'udského albuminu rozpustime za
tepla v 10 ml 0,1 M CH3COONa a doplnime na objem 100 ml destilova-
nou vodou)
3.0,1 M kyselina octova
4.1 M kyselina octova
5.96 % etanol
Material: sada skiimaviek, stojan na skimavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpcny
spektrofotometer, plastové kyvety, laboratorna trepacka
Postup: Do série Siestich skumaviek pipetujeme roztoky podl'a nasledujucej tabul’ky:
TABUL’KA 1.9 1 2 3 4 5 6
0,1 M CH;COONa [ml] 1 1 1 1 1 1
0,1 M CH;COOH [ml] 0,12 0,25 0,5 1 2 -
destilovana H,O [ml] 1,88 1,75 1,5 1 - 1,6
1 M CH;COOH [ml] — — —~ — — 0,4
premieSat’
0,4 % albumin [ml] 1 1 1 1 1 1
etanol [ml] 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
premiesat’
nechat’ 10 min stat’
urcit’ optickd hustotu pri 540 nm
referencnd kyveta obsahuje destilovanu vodu
pH 5,6 53 5,0 4,7 4,4 4,1
opticka hustota pri 540 nm

Za izoelektricky bod albuminu sa povazuje pH hodnota, pri ktorej mé roztok
najvyssiu hodnotu optickej hustoty.

Vyhodnote- Zostrojime zavislost’ optickej hustoty pri 540 nm od pH. Body na grafe pre-
nie: loZime polyndmom druhého, prip. treticho stupna.
Zaver: Uvedieme nami zistent hodnotu izoelektrického bodu 'udského albuminu.
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