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ELEKTROFORESA V AGAROSOVEM GELU - separace proteinti, barviv a
nukleovych kyselin

Proteinova nativni elektroforesa

Princip: Elektroforesa v agarosovém gelu Ize poZit k idéadi, separaci a purifikaci molekul
nesoucich naboj. Tyto molekuly jsou v gekleshy podle velikosti jejich naboje (migrace k atod
nebo katod, piicemz velikost ndboje tuje rychlost) a velikosti (gel vlasimptsobi jako sito).

Ukoly: Pomoci elektroforézy ro#tte a identifikujte proteiny vajmého bilku

Chemikalie: Vzorek proteinu: vajy bilek, suSené odiwné mléko, haizi sérovy albumin (BSA), lysozym;
agarosa i potravindsky agar (Jeho chemické sloZeni i vlastnosti jsodopné jako u agarosy avSak polysacharid
agaru je modifikovan sulfatovymi skupinami acz$ten pektinovymi latkami a solemi coz negatiewlivni rozliseni.)),
0,1 % roztok NaHC¢) sacharosa

e barvici laze# Coomassie Brilliant Blue R 250 (2g Coomassie @rill Blue R 250 v 1 litru 50% ethanolu
s 10% kys. octovou) nebo 0,1% bromfenolovaimod
« odbarvovaci laze (50% ethanol s 10% kys. octovou)

Pomicky. nevodiva nadobka cca 5 x 10 cm na gel nejlé@dlpdna bezbarva (napplastova
krabicka na mydlo, kraltka na potraviny), material na vyrobiebene (nap voskovany papiti
cca 2 mm plastovy tacek ...), material na elektrosijny alobal (grilovaci tacky), tuha do
versatilky, uhlikova elektroda ze suchyélanki nebo ocelovy drat, 2 kabelyiznych barev
s ,krokosvorkami®, baterie R9 (9 V) — na 1 gel 4 @&baterii spojenych do série, pro manipulaci
s malym mnozstvim kapalin (mala injgk stikacka (inzulinka), tenka slamka, dutacka od
lizatka, kapatko), mikrovinné trouba nebo plynoahén + sika, zkumavky, kapéatka, rukavice.

zdroj napéti
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Postup:
- jako elektrodovy pufr pouzijeme 0,1 % roztok NaHCG0a jednu elektroforesu sfacca
200 ml)

-z rgj pripravime kratkym zatatim v mikrovince (2 min na 500 W) cca 50 ml 1%rags
POZOR: vrouci agargmi a mize vzkygt!!

- nechame ji zchladnout na asi 60°C (Ize &a kratce udrzet ruku), pak jej Ize nalit do
vanicky, hireben umistime doprdst (rékteré proteiny jsou za pouzitého pH nabité kiadn
jiné zaporg, budou se tedy pohybovat naéatirany) a dame gel ztuhnout do chl&éwgi
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vzorkovy pufr fiipravime také z 0,1 % NaHGO Br OH
piidame cca 20% objemu sacharosy pro zvySeni hust
a trochu bromfenolové maéidoro usnadani nanaseni

na Spkku IZicky (cca 0,2 mg) vzorkovych protéirdle
Tabulky 1. rozpustime ve 0,1 ml vzorkového pufru;
bilek 10x n&edime vzorkovym pufrem, a vSe opétrn
promichame

u ztuhlého gelu adzneme konce a zalijeme ho cca 50
ml elektrodového pufru a pak opatvytahneme feben

do jamek naneseme pomoci inzulinky vzorky tak, sby Bromfenolova mo#
nedostali mimo &a zapojime stejnosimy proud (6 x 9 V)

Tabulka 1.
Protein zdroj Molekulovd hmotnost | Isoelektricky bod
(2])
Lysozym kur domaci -vejce 14 100 g/mol 10,7
Ovalbumin kur domaci -vejce 43 500 g/mol 4,6
Sérovy albumin (BSA) tur domaci 67 000 g/mol 4,9
Bilek kur domaci -vejce smés proteiri
- elektroforesu ukotime odpojenim proudu, kdyz PN SOsH
modra zona doputuje aspdo %2 vzdalenosti ke N/\O/
kraji gelu,
- gel v rukavicich vyndame, oz¢iane jednu stranu O

odriznutim 6BZku a geneseme na 15 minut do
kadinky s barvici lazni (2g Coomassie Brilliant 8lu

R 250 v 1 litru 50% ethanolu s 10% kys. octovou) O \
gel odbarvime pomoci odbarvovaci 16£60% HN SN

ethanol s 10% kys. octovou)

o) SO
Modifikace: elektroforesa organickych barviv ~ ’

Postup: Misto vzorki proteini naneseme s&s ¢i samotna barviva rozpu$ta ve vzorkovém
pufru. Migrace barviv je patrna jiZbem elektroforesy, gel tudiz neni nutno barvitaibarvovat.

N
Indigotin E132, Azorubin E122 /@:/ D\
H.C X CH
3 \ITI S+ ITI/ 3

CH, cr CH,

Methylenova moti
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Doprovodné experimenty:

A. Pozorovéni tuhnuti gelu pomoci rozptylu sétla (Tyndallav jev)

Pomoci laserového ukazovatka i pouhym okem sledujertenzitu rozptylu sitla bshem

tuhnuti gelu.
. ~ s . 7, c DH

- gel je po vytaZeni z mikrovinky téth Hy g H

Ciry, rozptyluje s¥tlo jen miniméli =

malédastice

- pii 60°C je 1% agalosa jeStekuta (sol),

ale jiz Zetelrs rozptyluje s¥tlo = Vet . 'H OH H i

Iy L

ale stéle jegtisolované&iastice

— 45°C ageing
3 2 — -_—
sol state initial gel

- ztuhly gel Zzetelrt opalizuje a sil
rozptyluje s¥tlo laseru =tastice se pomoc
H-vazeb navzéjem propojili do 3D &it

stav gel

SEM photo of a 1% LE Agarose gel at
22kX magnification.

B. Sledovéani znén pH béhem elektroforesy

Pomoci pH papirku z#éite pH v katodovém a
anodovém prostoru hned naatku elektroforesy a pak vzdy po 10 minutach. dakni pH a
proc?

Moiskérasa z niz je agar a také

agarosa ziskavana:




Elektroforéza: rozdéleni barviv

BILKOVINY - vlastnosti a d iikazy peptidu a proteini

Chemikalie a poricky: 10% roztok NaOH, 10% Pb(NJ@, pog. 10% AgNQ, konc. HNQ,
5% roztoku CuSQ5H,0, pevny (NH),SO,;, matovina, 10x *redny vajeny bilek (v 0,5% NaCl),
libovolny suchy ¢i Iépe lyofilisovany) protein, potravitigka Zelatina, suSené miléko,&ty
nizkotuwny syr (Eidam 30%), bilé pe swtlé (nejlépe Sedivé) vlasy, &a surova kze, suspenze
drozdi, ethanolovy extrakt z pS&né mouky, suspenzeiemych fazoli, laserové ukazovatko.
Roztoky proteint: Ovéreni koloidni povahy roztoku proteinu.

Asi 10 ml dostatén¢ koncentrovaného roztoku proteinu (hapOx zedny vajeny bilek v 0,5%
NaCl) nalijeme do malé kadinky (50 ml) a stejnyeshjvodyc¢i 0,5% NaCl do dalSi kadinky.
Kadinky postavte na bily podklad (list papiru).é®ia roztoky pak nechte vodoravprochazet
laserovy paprsek a pozorujte roztok sharaeozor NA O CI ! Koloidni roztok rozptyluje sitlo
takze Ize petelrt pozorovat celou drdhu paprsku v roztoku.

Denaturace proteini:

a) reverzibilni: PFitomnost ekterych ion naruSuje solvaténi obal proteinu a ten pak Zma
agregovat (srazet se bez poruSeni/wiito prostorového uspadani polypeptidovéh&etézce).

Do roztoku bilkoviny ve zkumavceigaveijte pevny (N&#.SOs (az 40% objemu), vznik zakalu
signalizuje denaturaci (vysoleni) proteinu. Poloviohoto roztoku odlijte aied’te ho vodou 1:1,
protein se rozpusti a roztok sesbpyjasni.
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Srazenina bilkoviny v pritomnosti (NH4)>,SOs, rozpusténi po z'edéni vodou

b) irreverzibilni Dochazi ke zeme vnitniho prostorového uspadani polypeptidovéhgetezce
bilkoviny spojeného s nevratnou agregaci bilkaviny
- Varem:Zkumavku s roztokem bilkoviny pokta a pozorujte vznikajici zakal.
- Solemi &zkych kow: k roztoku proteinu fedejte vzdy #kolik kapek 10% Pb(Ng), nebo AgNQ
a promichejte.
- Organickymi rozpouétlly: k roztoku proteinu fedejte stejny objem acetonu.

Ukol: Tepelnym rozkladem n¥oviny péipravte biuret.

Priprava biuretu: Ve sucha zkumavce roztavime cca 1 gowiny a zakivame pi cca 300 — 350

°C. Ukorteni vyvoje plynu nasledované ztuhnutim taveninynaliguje ukoreni reakce, v usti
zkumavky se usazujeigsublimovany biuret. Narozdil od ®aviny obsahuje biuret amidovou
vazbu a tviéi cervenofialovy komplex s Ciiv alkalickém progedi.

il il n
2 H,N-C-NH, = ——  H,N-C-NH-C-NH, + NHj

Biuretovy test - nejobecwyjSi kvalitativni i kvantitativni test na bilkovinyipravte si 3 zkumavky,
do jedné zkumavky nakapejte 10 kapek roztoku bitkgvdo druhé roztok biuretu Zgxchozi
tlohy a dotteti 10 kapek vody. Do vSech pak feptidejte 10 kapek vody, 10 kapek 10% NaOH a
1 kapku 5% roztoku CuS®H,0O. Porovnejte zbarveni!

Jiné provedeni: K1 ml roztoku bilku, Zelatitiy roztoku jiné bilkoviny pidame 4 kapky 10%
NaOH a potom kapku Fehlingova roztoku A nebo 5%akiz CuSQ. Objevi se charakteristické
¢ervenofialové zbarveni. V ndpmnosti peptidu, bilkoviny ziskame zelenavy azdmaoztokdi

srazeninu.
Pozn: Ri reakci vznika midnaty komplex zahrnujici NH a CO skupiny v amidickyeazbach peptidu nebo proteinu,
takze je vlasttdikazem pitomnosti peptidové vazby.
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Xanthoproteinovy test testuje se ifitomnost specifickych aminokyselin tyrosinu a tofpnu
(popr. fenylalaninu) a to hil volnych ¢i vazanych v proteinu. Do zkumavekigame po 10-i
kapkach roztoku bilkovin (vajeého bilku, mléka ...) a nakapeme k nim 5 kapekck&tNG;,
nechame atét v mikrovince na cca 90°C a porovnhamec¢mm barvy oproti kontrole bez HNO
Poté je&t pridame 20 kapek 10% NaOH, aby byla veSkera kysetimeutralizovana a roztok
zalkalizovan. Barevna z#na je nejlépe patrna u bilkovin s vysokym obsahgwsinu.

Modifikace pro nerozpustné bilkoviny: na platek vEeného bilku, viasy, kousek biléhotpe
platek syra, masai jiny svétly material, ktery chcete otestovat na bilkovinakapejte #kolik
kapek konc. kyseliny dusi€, nechte chvili stat, pak kyselinu odsajte akvainsi nakapejte 10%
roztok NaOH. Obsahuje-li vzorek bilkovinu,¢linby se v mist kam jste nakapali konc. HNO
vytvorit Zluté skvrny, které v alkalickém présti zoranZovi. ''"Pozor kize dava také pozitivni
reakci, ktera petrvava dosti dlouho!!!

OH OH o o o o] o
l: l: L
\O \O = \o-
HNO, +OH"
HaN< HaN< y HaNS HaN<
H,0
o o o” o o} o o) o

Tyrosin(Tyr) oranzova
Popis: Pisobenim kyseliny dusné dojde k nitraci benzenovych kfuaromatickych aminokyselin,
piedevSim tyrosinu. Vzniklé nitrofenoly jsou dutabarveny, v alkalickém pragsti je zbarveni
vyrazrejSi. Slabou reakci davajikteré bilkoviny s nizkym obsahem tyrosinu (hdglagen).

Xanthoproteinova reakce: vaeny bilek, p&i, Sunkovy salam
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Doprovodné experimenty:

|zolace kaseinu z mléka

Kasein, hlavni bilkovinna slozka mléka, je v mlémesazen ve forgh vapenato-draselné soli.
Okyselenim mineralni kyselinou séepede na volnou kyselinu, jejiz izoelektricky bedgi pH
4,7. Kasein se srazi nejlép& pH o trochu nizSim. # dalSim poklesu pH se &aou projevovat
bazické vlastnosti aminoskupin a kasein znokecpazi do roztoku jako bazick& slozka soli silné
kyseliny.

Chemikalie: ethanol, 10% HCI, jemny pisek nebteenny prach, molybdenova soluce (7,5 g
molybdenanu amonného rozpustime za tepla v 50 stiloeané vody a jidame 50 ml HNQ@
zreckné 1:1).

Pomicky: odsavaci hika, filtracni kruh, nalevka, filtréni papir (vata), Biichnerova nalevka, vodni
vyvéva, nizky, zkumavky, pinzeta.

Vzorek: nizkotiené mléko (max. 0,5% tuku).

Postup izolace:250 ml nizkotdného mléka (max. 0,5% tuku) Zzfiltrujeméep vatu (ve stopce
nalevky) pro odstrami vétSich kousk tuku. Pomalu pkapavame 10% roztok HCI, dokud se
nepgestane vyltovat viatkovitd srazenina a pH neklesne po 5 (pokles pHrkbaneme pomoci
kouski univerzalnich indikatorovych papitk Vyvarujte se nadbytku kyseliny (viz princip uigh
Srazeny kasein Zzfiltrujeme pomoci Blchnerovy ngfeMkeediny ciry filtrat odlijte pro dalSi
analyzu. VySstistoty preparatu dosahnete rozmichanim srazené&wrkas destilovanou vodou a
opétovnym Zzfiltrovanim. Nakonec kasein proplaétenethanolem a ususte jéglba na hodinovém
sklicku ¢i Petriho misce.

Analyza slozek mléka

1. Ve filtratu po vysrazeni kaseinu dokazte pitomnost laktozy.

Hlavnim zasobnim sacharidem miéka je lakt6za, itaizolaci kaseinu &stane rozpusha ve
filtratu. A jelikoZ laktdza je redukujicim disaclidem lze ji dokdzat pomoci Benediktova (nebo
Fehlingovakinidla.

2. Ve filtratu po vysradzeni kaseinu dokaZzte pitomnost fosfor&nani.

Fosfor je v mléce obsazen ve Zném mnozZstvi. Jednak vazany na proteiny (kasdwsfeprotein)
dale pak jako fosfotmanové aniony (PO, a HPQ?). Volné fosforénanové aniony Ize prokazat
reakci s molybdenovou soluci, ktera poskytepkou Zlutou srazeninu.

3. SraZeninu tvari piredevSim kaseina lze ji @gimo pouzit na xanthoproteinovy test pro
nerozpustné bilkoviny. Nebo jej I1ze znovu rozpustitazickém progedi a vznikly roztok pouzit
pro dikazy proteitd v roztocich.

SKODLIVE LATKY V CIGARETOVEM DYMU

Cilem pokusu je dokazatippmnost gkterych ziady Skodlivych latek v cigaretovém dymu.
Pomiicky a chemikalie

Schiffovocinidlo, NacCl, vata, 5% roztok KMn©

Zkumavka s bénim vyvodem, stojan, svorky, drzaky, kadinka, gutntnadice, sklefma trubtka
zahnuta + vrtana zatka, rovna skiea trubtka, vata, baloneé&i injekeni skikacka, cigareta.

Postup:

Tti zkumavky s bonim vyvodem pipevnime ke stojanu pomoci svorky. Do 1. nalijeroe ttetiny
vySky Schiffovocinidlo a do 2. roztok KMn@ Zahnutou skle¢nou trub&ku se zatkou nasadime
na zkumavku tak, aby trulka zasahovala co nejhlotjbdo reagetiniho roztoku. Druhy konec
trubicky pripojime kratkou hadkou krovné sklegné trubéce, ktera je naplma malym
mnoZstvim chloridu sodného (nebo jiného absorbewta. cigaretového filtru) a z obou stran
uzaw¥ena malym kouskem vaty. Na volny konec skien trubéky pomoci kratké hadky
piipojime cigaretu. Na @mi vyvod zkumavky ppojime balonek neboé&si injekeni stikacku.
Cigaretu zapalime a pomoci balénkurikgicky) probubldvame jednotlivymgéinidly cigaretovy
dym.
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Pozorovani:

Pozorujeme Zloutnuti az &nuti pouZzitého absorbentu - chloridu sodného. éPm jrozpugini

v minimalnim mnozstvi vody fizeme spdit na dré kadinky kapiéky kondenzatu - dehtu.

Variace:

Jestlize pouZijeme nasyceny roztok siranu Zelehpat@&tdé azcerné zbarveni roztoku ukazuje
piitomnost oxid dusiku.

Vysledky:

Reakce pouzitycinidel prokazuji pitomnost dehtu (aromatické polykondenzované uhldydd
aldehydi a dalSich redukujicich latek v cigaretovém dymutSwa €chto latek vznika az ip
spalovani tabdku a neni zachycena filtrem.

Il Cigaretovy kou obsahujeradu pro clovéka toxickych latek, proto experiment provadime
v digestai !!!

Nakres:

cigareta bez filtru
naustek

vata

sklergna trubtka
spojovaci hadka
promyvaka
balének
Schiffovo¢inidlo

. trinitrofenol : roztok NaCOs; = 1:1
10. roztok KMnQ,

Latky pritomneé v cigaretovém dymu dle Mezindrodni agenpuioyvyzkum rakoviny (IARC)
http://monographs.iarc.frfENG/Monographs/vol38/vokB8. pdf

CoNoOr~WNE

Acetaldehyde Dimethylamine Nitric oxide
Acetone Formaldehyde Nitrogen dioxide
Acrolein Furfural 2-Nitropropane
Acrylonitrile and methyl acrylate Hydrazine N-Nitrosamines
Ammonia Hydrogen cyanide PAH

Benzene Methylamine Propionaldehyde
Benzo[a]pyrene Methyl chloride Pyridine
Bicyclohexyl Methylpyrazines and 2,5- Pyrrolidine
Crotonaldehyde dimethylpyrazine Tar (=dehet)
Cyclopentane 2-, 3- and 4-Methylpyridines Trimethylamine
Cyclohexane 1-Methylpyrrolidine Urethane
Ethylamine Nicotine Vinyl chloride

Diikaz karbonylovych slowenin (v prvni zkumavce oranzovy dinitrofenylhydrazin ¢i fialove
Schiffovo ¢inidlo) a redukujicich latek (v druhé zkumavce hrédy oxid mangankity)

v cigaretovéem dymu
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