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Stanoveni obsahu celkového dusiku a bilkovin
podle Kjeldahla — referenc¢ni metoda

* mineralizace
bilkovina + H, SOy —— NH;+ CO,; + H,O + SO

2 NH; + H,SO4 — (NH4),S0;, ()
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destilace
(NH4);50, + 2 NaOH—— Na, 50, + 2 NH; + 2 H,0O
2 NH; + H,504 ——— (NHq)gSOq

titrace Jg

H:S04 + 2 NaOH — Na;504 + 2 H,0
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Automatizované metody dle Kjeldahla

* mineralizace
(digescni jednotka, elektricky vyhiivané bloky)

» destilace
(destilacni jednotka)

e {itrace

(automaticke titrace)
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Metody na principu reakce bilkovin s barvivy

* barvivo + bilkovina—— nerozpustny komplex
« kalibracni ph’mka (absorbance, koncentrace)

pr. metoda s Amidocerni 10B

rutinni metoda

225 2,50 2,75 3,00 325 3.50

¢ aUtomatizace Jangtova a kol. (2009)
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Metody IR spektrometrie

absorbce IR zareni vazbami mezi N-H a C-N
‘MIR

‘NIR
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Separacni metody

« chromatografie

e elektroforéza
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Elektromigracni metody

 elektrokineticke jevy (elektroforézy, elektroosmoza)

« v prostredi obsahujicim roztok s nabitymi
casticemi a pevné povrchy stykajici se
s roztokem, které mohou nest elektricke naboje,
se vytvareji elektrické dvojvrstvy

« stejnosmerne elektrické pole, porusi rovnovahu
v rozlozeni naboju a vyvola jejich pohyb
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Elektroforéza

* po aplikaci napéeti se nabité casteCky pohybuiji
K opacne nabiteé elektrode

« v gelové elektroforéze se pfri separaci uplatnuje
vedle elektroforetické pohyblivosti molekulove

sitovy efekt
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SDS PAGE

elektroforéza  komplexu  denaturovanych polypeptidu
s anionickym detergentem dodecylsulfatem sodnym (SDS).

navazanim SDS se nabojové rozdily mezi rUznymi proteiny
temer uplné potlaCi, komplexy protein — SDS jsou
v neutralnim a alkalickem prostredi silne negativnhé nabité a
putuji k anode.

prochazeji-li gelem o vhodné porozite, je jejich pohyblivost
dana temer vyhradné velikosti molekuly.

srovnanim s pohyblivosti standardd o znamé molekulové
hmotnosti lze tak snadno a relativne presne urCovat
molekulové hmotnosti proteinu, resp. jejich podjednotek

S a [ ]
* X =% L
* * W .-
- * * L]
evropsk RN
socialni = ISTERS ST OP Vzdélavani
b= fondvCR EVROPSKA UNIE - /Y ' pro konkurenceschopnast

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI




Priprava vzorku

odstredeni

e vysrazeni

lyofilizace (kasein)
pridavek redukujiciho pufru
tepelny zahrev na 100 °C

Foto autor
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Priprava gelu, aplikace vzorku
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Elektroforéza, barveni gelu
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Odbarveni a suseni gelu
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Vyhodnocovani gelt

— laktoferin

—— BSA
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Vyhodnocovani gelt

) miééna bilkovina
1.0 e K mlécna bilkovina :
Jméno Poloha |AmplitudaPlocha |..v%
-E alfakasein | 42373] 0910 23996| 3343
beta kasein 48.870 0.628 1.8691 25438
beta kasein kapa Kasein 55.367 0.109] 03148 429
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Miécné proteiny

bilkovina Mr poCet aminokyselin pocCet c genetické varianty
(kDa) celkem Pro Cys PO, (g.1h
kasein
o, ,-kasein 23 164 199 17 0 8 10 A,B,C,D.E,F,G,H
o.,-kasein 25 388 207 10 2 10-13 2,6 A,B,C,D
B-kasein 23 983 209 35 0 5 9,3 Al,A2, A3 B,C,D,E,F,G
K-kasein 19 038 169 20 2 1 3,3 A,B,C,E,Fs F1L. GS,GE,H,1,J
syrovatkové bilkoviny
B-LG 18 277 162 8 5 0 3,2 A,B,C,D,E,F.H,1,]
o-LA 14 175 123 2 8 0 1,2 A,B,C
sérovy albumin 66 267 582 28 35 0 0,4 -
Ig 1 430 000- 8,4 % 2,3% - 0,8 -
1 030 000
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