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Aktivita KA 2340/4-8up

Stanoveni bilkovin v mléce pomoci SDS PAGE
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(elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s pridavkem dodecyl sulfatu sodného)

vypracovala: MVDr. Michaela Kralova, Ph.D.

Princip:

Metoda je zalozena na elektroforéze komplexti denaturovanych polypeptidit s anionickym
detergentem dodecylsulfatem sodnym (SDS). Navazanim SDS se nabojové rozdily mezi
riznymi proteiny téméf uplné potlaci, komplexy protein — SDS jsou v neutrdlnim a
alkalickém prostiedi siln€ negativné nabité a putuji k anodé. Prochazeji-li gelem o vhodné
porozité, je jejich pohyblivost dana témét vyhradné velikosti molekuly. Srovnanim
s pohyblivosti standardd o zndmé molekulové hmotnosti Ize tak snadno a relativné ptesné

ur¢ovat molekulové hmotnosti proteint, resp. jejich podjednotek.

Postup

Pfiprava vzorku

Miléko

Kasein
[ ]

odstfedéni

natedéni

ptidavek redukujiciho pufru

var

naneseni vzorki na elektroforeticky gel

vysrazeni kyselinou octovou na pH 4,6

odstranéni tuku promytim (dichlormethan-voda)

odstfedéni

lyofilizace

rozpus$téni v Tris

odstfedéni

pridavek redukujiciho pufru
var

naneseni vzorki na gel

Syrovatka

nafedéni

pridavek redukujiciho pufru
var

naneseni na gel

Elektroforéza

upevnéni skel do stojanku

aplikace separacniho gelu

prevrstveni isobutylalkoholem

odsati isobutylalkoholu

ptevrstveni gelu ekvilibracnim roztokem
odsati ekvilibra¢niho roztoku

aplikace zaostfovaciho gelu
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zasunuti plastového hiebenu na vytvoieni jamek pro vzorky
odstranéni hfebenu

upevnéni skel s gely do stojanil a vlozeni do kyvety
naplnéni anodového i katodového prostoru kyvety elektrodovym pufrem
naneseni vzorkl

nasazeni vika

pfipojeni ke zdroji napéti 110 V

po skonceni elektroforézy vyndani skel s gely

sundani gelt

barveni gelt

odbarveni geld

suSeni gell

skenovani gelt

vyhodnoceni

(

Obrazek: Gel barveny Coomassie brilliant blue R (Autor: Kralova)

laktoferin
BSA

(lsz-CN
QSI-CN
B-CN
k-CN

AN

B-LG

a-LA

Popis: BSA — bovinni sérovy albumin, CN — kasein, LG- laktoglobulin, LA- laktalbumin

Graf: Vyhodnoceni gelti pomoci programu ElfoMan 2.6 — vzorek mléka

miééna bilkovina

0 o alfa kasein mlééni bilkovina :
‘ | Jméno | Poloha | Amplitudal Plocha V%
sl |alfakasein | 42373 0.910 2.3996 3543
| |beta kasein | 48.870 1.8691 2548
i kapakasein | 35367 0.314% 4.29
06— beta laktoglobylin80.226 0.8812 12.01
| |alfa laktalbumih 97.740 0.2409 3.28]
0_4_1_ | 99.4331 0.0134 0.18]
| beta laktoglobulin
0.2— i
T \{fr\w‘—’b‘/ﬂ- alfa laktalbumin
| ] I \L\’\;/H
R | I I l I
0 20 80 100
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Ukoly
Uved’te principy metod pro stanoveni bilkovin v mléce:

1) Stanoveni obsahu celkového dusiku a bilkovin podle Kjeldahla — referencni metoda:

2) Metody na principu reakce bilkovin s barvivy (spektrofotometrie):

3) IR spektrometrie:

4) Vyjmenujte separa¢ni metody:
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Elektromigra¢ni metody
» elektrokinetické jevy (elektroforézy, elektroosmoéza)
» v prostiedi obsahujicim roztok snabitymi Casticemi a pevné povrchy stykajici se
s roztokem, které mohou nést elektrické naboje, se vytvaieji elektrické dvojvrstvy
» stejnosmérné elektrické pole, porusi rovnovahu v rozlozeni nabojit a vyvola jejich
pohyb

(— 4

Elekroforéza
* po aplikaci napéti se nabité casteCky pohybuji k opacné nabité elektrodé
+ vgelové elektroforéze se pii separaci uplatituje vedle elektroforetické pohyblivosti
molekulovée sitovy efekt

Elektroosméza — po aplikaci napéti se v ktemenné nebo sklenéné kapilate pohybuje voda
k zaporné elektrodé

Elektroforeticka pohyblivost . urcité nabité castice je rychlost jejiho pohybu v elektrickém
poli o jednotkové intenzité. Jsou-li na zacatku separace Castice v jednom misté, dostavaji se
behem separace dopfedu nabité Castice, které maji vétsi pohyblivost, a opozd’uji se Castice
s mensi pohyblivosti. Tim dochazi k jejich oddéleni.

Na nabitou Castici o naboji Q pusobi v elektrickém poli o intenzité £ dvé sily: elektricka sila
F;, ktera ji uvadi do pohybu, a odpor viskdézniho prostredi F, ktery ji brzdi.

V roztocich slabych elektrolytli jsou vedle sebe disociované (nabité) a nedisociované
(nenabité) molekuly. Podil nabitych ¢astic je urcen stupném disociace a.. Molekula takového
elektrolytu proto vykazuje efektivni elektroforetickou pohyblivost danou soucinem o. ple.
Disociaci slabych kyselin a zasad lze ménit volbou pH prostiedi, a tim také ovliviiovat
separaci téchto latek.

Kapilarni elektroforéza -kapilara je naplnéna zakladnim elektrolytem, ktery vede proud. Jeji
konce jsou ponofeny do zasobnikl s elektrolytem, spolecné s elektrodami z inertniho
materialu. Mezi elektrody se aplikuje vysoké napéti. Aplikace malych objemil vzorku.
Detektor (fotometricky)

Elektroforeogram

Separacni techniky

Kapilirni zénova elektroforéza (kapilarni elektroforéza) ve volném roztoku je separace
zalozena na rozdilech v naboji analytu a provadi se jako volna elektroforéza bez nosice
v tenké kapilare.

Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie se pouziva k separaci neutralnich
sloucenin a vyuziva povrchové aktivity micel

Kapilarni gelova elektroforéza vyuziva molekulové sitového efektu rozpusténych latek
v prostiedi gelu

Kapilarni isoelektricka fokusace souzi k separaci amfolytl v gradientu pH

Kapilarni elektrochromatografie vyuziva k pohybu mobilni faze elektroosmotického toku a
separace nastdva na silikagelu jako staciondrni fazi. Separacni selektivita této metody je
kombinaci elektroforetického a chromatografického procesu.
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Tabulka: MIécné bilkoviny

bilkovina Mr pocet aminokyselin pocet | c genetické varianty
(kDa) celkem |Pro | Cys |POs |[(g1h)
kasein
o, -kasein | 23 164 199 17 0 8 10 A,B,C.D.E,F,G,H
og-kasein | 25 388 207 10 2 10-13 | 2,6 AB,C.D
B-kasein 23983 209 35 0 5 9,3 A' A% A’ B,C,D,E,F.G
«-kasein 19 038 169 20 2 1 3,3 AB,C.EF°F.G°G"H,J
syrovatkové bilkoviny
B-LG 18 277 162 8 5 0 32 A.B,C,D,E,F,H,L,J
o-LA 14 175 123 2 8 0 1,2 A,B,C
sérovy 66 267 582 28 35 0 0,4 -
albumin
Ig 1 430 000- 84% |23 - 0,8 -
1 030 000 %
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