1 Stanoveni proteini
1.1 Teoreticky uvod

Stanoveni celkové koncentrace proteint V roztoku je jednou z nejcastéji provadénych analyz
v biochemickych laboratotich. Pfes zdanlivou jednoduchost se vSak provedeni pouzivanych
metod stanoveni proteinl potykd s fadou problému, které casto vedou k nespravnym nebo
nepiesnym vysledkiim. Cilem této ulohy je studenty podrobné&ji sezndmit s nejbéznéjSimi
metodami stanoveni proteind a jejich pfednostmi a slabinami.

Dnes se vpraxi vyzkumnych i rutinnich laboratofi pouzivaji prakticky pouze
spektrofotometrické metody, pro uplnost je vSak nutné zminit i historické metody Kjeldahlovu
a Dumasovu. Jejich pouZiti je omezeno velkou pracnosti a ¢asovou naroc¢nosti, ovSem dodnes
slouzi jako zékladni referencni metody pro pfesnou analyzu proteind, napi. U obilnych zrnek
V potravinaistvi. Obé metody v podstaté stanovuji celkové mnozstvi dusikatych latek ve
vzorku, Kjeldahlova metoda po mineralizaci dusikatych latek na amoniak a Dumasova metoda
po jejich redukci na plynny dusik. Pro tento typ historickych metod byla nutna slozita a
zdlouhava ptiprava vzorkt. V dnes$ni dobé je cilem vzorek minimalné upravovat, aby jeho
analyza byla co nejrychlejsi a nejlevnéjsi. Na to se klade diraz napiiklad v klinické biochemii,
pfi analyze krevnich proteinli je nutné znat vysledek do nékolika minut, protoZe na vysledku
miize zaviset medikace pacienta.

Pii vpbéru metod musime zvazit zejména ndasledujici kritéria:
e mnoZzstvi a charakter analyzovanych proteini,
e moznosti pro vlastni analyzu, tj. pfistrojové vybaveni,
e pfitomnost interferujicich latek,
e pozadavek na citlivost a pfesnost analyzy.

PouZivané spektrofotometrické metody miiZeme rozdélit na:
o primé metody — zaloZené na spektralnich vlastnostech proteint,

e nepiimé metody — zaloZené na interakci mezi proteiny a ¢inidlem, pii kterych dochézi
ke zméné spektralnich vlastnosti ¢inidla.

1.2 Piimé metody

e m¢éfeni absorbance v blizké UV oblasti (vinova délka 280 nm)
e m¢éfeni absorbance v daleké UV oblasti (vinova délka 205 nm)

1.2.1 Meéreni absorbance v blizké UV oblasti

Stanoveni proteinil v blizké UV oblasti je umoznéno piitomnosti chromofor v molekuladch
proteini, zejména tyrosinu a tryptofanu s absorbénim maximem 275-280 nm. Metoda je
relativné malo citliv4 a vykazuje velkou zavislost na aminokyselinovém sloZeni proteinu. Proto
se pro stanoveni koncentraci proteini nepouZziva.

Prakticky se ale metoda pouziva pro stanovené ¢Cistoty nukleovych kyselin, kdy
interference proteind (dana pfitomnosti tyrosinu a tryptofanu) se eliminuje métenim pii dvou
vlnovych délkach a pocetni korekei.



1.2.2 Méreni absorbance v daleké UV oblasti

Me¢teni v daleké UV oblasti pii 205 nm je zalozeno na absorbci peptidové vazby
S Amax = 192 nm. Pfi méteni pfi této vinové délce je nutno precizné volit slozeni pufru. Vzorky
by mély byt zbaveny opaleskujicich malych ¢astic centrifugaci a ve vzorku by mél byt snizen
na minimum obsah O». Pro vypocet koncentrace je mozno pouzit empiricky vzorec:

¢ (mg/ml) = Azos [27 + 120 (A2s0/A205)]

Hlavni vyhodou ptimého méteni proteini v UV oblasti je nedestruktivni analyza vzorku,
t]. po jejim provedeni je mozno vzorek dale pouzit. Hlavni nevyhodou je nutnost pouziti
ktemennych kyvet, pfip. u mikrodestickového readeru specialnich mikrodesticek z plastu
propoustéjiciho UV zafeni.

1.3 Neprimé metody
1.3.1 Redukéni reakce

e Biuretova metoda

Biuretova metoda je zalozena na chelataci méd’natého iontu imidovymi strukturami
polypeptidu ionizovanymi v siln€ alkalickém prostiedi za vzniku ¢erveno-fialového komplexu.
Je pojmenovana podle slouceniny biuretu, vznikajiciho tavenim mocoviny za odStépeni
amoniaku, ktera je modelem dvou peptidovych vazeb a vytvaii za téchto podminek barevny
komplex s médi. Se stanovenim interferuje glukosa a jiné méd’ redukujici latky jako napf.
proteiny bohaté na sulfhydrylové skupiny (keratin). Taktéz interferuji vysoké koncentrace
amonnych soli a n¢které fosfaty uzivané pii purifikaci proteinti. Biuretovd metoda je vhodna
pro vzorky obsahujici protein v koncentraci 1-10 mg/ml, které se fedi zhruba 5x ptidanim
¢inidla na kone¢nou koncentraci proteinu 0,2—-2 mg/ml. VétSina proteini poskytuje tmave
cervené zbarveni s maximem absorbance pfi 550 nm.

e Lowryho metoda (Hartree-Lowryho metoda)

Lowryho metoda stanoveni proteini publikovana v roce 1951 je s oblibou uvadéna jako
jedna z nejcitovanéjsi biochemickych praci. V ptivodnim provedeni je zaloZzena na metodé
biuretové, tj. chelataci Cu?" iontl imidovymi skupinami polypeptid@ v silné alkalickém
prostiedi. Hartreeho modifikace Lowryho metody piinesla vyrazné zjednoduSeni, zvysSeni
citlivosti a roz$ifeni linearniho rozsahu reakce. Modifikovana Lowryho metoda zahrnuje
pouziti dvou ¢inidel pro biuretovou reakci v kombinaci s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem pro
fenoly, obsahujicim fosfomolybdenové a fosfowolframové kyseliny redukované tyrosinovymi
zbytky proteinll za vzniku modrého barviva (Amax = 740 nm).

e Metoda s kyselinou bicinchoninovou (BCA, ,,bicinchoninic acid assay*)

Tato metoda je podobné jako Lowryho metoda zaloZena na tvorb&é komplexu Cu®* ionti
S proteiny a jejich nasledné redukce na ionty Cu®. Na redukci se podili peptidova vazba a dale
cystein, cystin, tryptofan a tyrosin. Kyselina bicinchoninova (Obr. 5.1) tvoii s Cu® ionty
v alkalickém prostiedi modro-fialovy komplex (Amax = 562 nm) (Obr. 5.2).
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Obr. 1: Kyselina bicinchoninova.
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Obr. 2: Reakce probihajici pfi stanoveni proteintl bicinchoninovou metodou.

Pro reakci mezi roztokem BCA a peptidovymi vazbami v proteinech je idealni teplota
37 °C. Pii pokojové teploté reaguje roztok BCA pouze s tyrosinovymi, threoninovymi
a cysteinovymi aminokyselinovymi zbytky v proteinech. Metoda BCA ma ve srovnani
s Lowryho metodou jednodussi provedeni a vyssi citlivost, ve srovnani s metodou Bradfordové
je mén¢ variabilni pro rozdilné proteiny a mén¢ nachylna na interferenci detergentii. Pokud je
ve vzorku piitomna kyselina ethylenglykoltetraoctova (EGTA) nebo jiné chelatacni ¢inidlo, je
vhodné vzorek vhodné natedit a 2-3x zvysit mnoZstvi Cu®* iontli v pracovnim BCA ¢inidle.
Citlivost metody je zavisla na dobé a teploté inkubace, na charakteru proteinu pouzitého
ke standardizaci apod. Nékteré skupiny latek jako jsou napi. redukujici sacharidy a amonné
ionty interferuji velmi silng, lze je odstranit napt. dialyzou.

1.3.1.1 Reakce aminokyselin s vhodnym ¢inidlem

e Ninhydrinovd metoda po kyselé hydrolyze proteinii

Pfi tomto stanoveni jsou proteiny hydrolyzovany na aminokyseliny 6% kyselinou sirovou
pii teplot¢ 100 °C. Hydrolyzaty jsou neutralizovany a aminokyseliny kvantifikovany
derivatizaci ninhydrinem a méfenim absorbance pii 570 nm. Pfi stanoveni neinterferuji fenoly
a podobné slou€eniny jako pfi stanoveni Folinovym ¢inidlem. Jednotlivé aminokyseliny pti
reakci s ninhydrinem neposkytuji stejny “barevny vytézek”. VEétsina proteind, kromé téch, které



maji neobvyklé slozeni, jako je napt. vysoky obsah hydroxyprolinu a prolinu (kolageny),
vysoky obsah siry (cystein; napt. alkoholdehydrogenasa, thionein), nebo husté glykosylované
proteiny (napf. invertasa a glykoforin) poskytuji uspokojivé vysledky pti pouziti leucinu jako
kalibra¢niho standardu. Amonné ionty se ninhydrinem siln¢ barvi, ptiblizn¢ stejné jako leucin.
Pokud se pted hydrolyzou proteiny vysrazi kyselinou trichloroctovou, amonné ionty zlstanou
V supernatantu. Metoda je ¢asové naroc¢na. OsvédCuje se pfi stanoveni proteinil v pevném a
suchém materidlu, ktery lze ziskat z rostlin. Vyhodou je také to, ze pfi stanoveni neinterferuji
baze nukleovych kyselin.

1.3.1.2 Tvorba komplexi s barvivy

« Metoda dle Bradforda

Tato metoda je zaloZena na tvorbé komplexu mezi proteiny a triarylmetanovym barvivem
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Obr. 5.3) v kyselém prostiedi. Po vazb&é na protein se
absorb¢ni maximum G-250 posunuje ze 465 na 595 nm. Na rozdil od Lowryho a BCA metody
je tato metoda kompatibilni s redukujicimi latkami pouzivanymi pro stabilizaci proteint
Vv roztoku, ovSem neni ji mozné pouzit v ptitomnosti detergentii narusujicich tvorbu komplexu
S proteiny. Podobné jako u mnoha jinych barviv, nese pouzité barvivo ,,Coomassie* jméno po
mistnim africkém nazvu, v tomto piipadé ghanském mést¢ Kumasi. Barva byla vyvinuta jako
barvici prostfedek pro vinu a pojmenovana jako piipominka britské okupace hlavniho mésta
ghanského kralovstvi Ashanti v r. 1896, nesouciho tenkrat domorodé jméno Coomassie.
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Obr. 3: Triarylmetanové barvivo — Coomassie Brilliant Blue G-250.

o Metoda vyuZivajici NanoOrange

Jednou z modernich citlivych metod stanoveni velmi malych mnozstvi proteint je postup
zalozeny na latce NanoOrange (ochrannd zndmka firmy Molecular Probes). Tato latka se vaze
na molekuly proteini pfes navdzané molekuly detergentu dodecylsiranu sodného (SDS).
Metoda je teoreticky nespecifickd, nezavisi na typu aminokyselin v proteinu. Nevyhodou
metody je nutnost inkubace vzorku pfi teploté 95 °C, coz je postup ne vZdy dobie kompatibilni
S polystyrenovymi mikrodestickami pfi realizaci stanoveni v mikrodestickovém uspotadani.
Tato latka je zatim komercéné dostupnd pouze jako soucast relativné drahého firemniho kitu.



1.3.1.3 Fluorescen¢ni derivaty

e metody s fluoreskaminem
e metody s o-ftaldialdehydem

U této skupiny metod je stanoveni proteini zaloZzeno na reakci Cinidla se specifickymi
aminokyselinami za vzniku fluorescen¢niho produktu. Fluorimetrické metody jsou obecné
citlivéjsi nez spektrofotometrické metody, ale také nachyInéjs$i na nejriznéjsi interference
vV matrici vzorku. Navic je méteni kazdého vzorku omezeno nestalosti fluorescen¢niho signalu
Vv Case, intenzivni ozafeni vzorku béhem méfeni ve fluorimetru snizuje intenzitu fluorescence
pro dal$i opakované méteni.

Jedna z popsanych metod vyuziva reakci nefluoreskujicich latek jako je fluoreskamin
(4-phenyl-spiro[furan-2(3H),1'-phthalan]-3,3'-dion) (Obr. 5.4) nebo o-ftaldialdenyd (OPA)
(Obr. 5.5) s primarnimi aminoskupinami v proteinu za tvorby vysoce fluoreskujicich produkti.

Diky vysoké citlivosti umoznuji stanoveni proteind s pouzitim velmi malych vzorkt v fadu
ng proteinu na ml. Z povahy reakce je ovSem ziejmé, ze interferovat budou vSechny ostatni
latky obsahujici volnou aminoskupinu, jako napt. Tris nebo glycinovy pufr. Navic mize byt
reakce primarni skupiny lysinu ovlivnéna jeho dostupnosti, li§ici se v nativnim
a denaturovaném proteinu. Pouziti fluoreskaminu je navic omezeno jeho malou rozpustnosti ve
vodném prostiedi, které znamena nutnost pouziti vyssi koncentrace organického rozpoustédla,
napf. acetonitrilu. Pouziti o-ftalaldehydu piedstavuje fadu vyhod diky vétsi stabilité vodnych
roztoki ¢inidla a fadoveé vysSimu kvantovému vytézku produktu. Pro reakci OPA s proteinem
je nejvhodnéjsi alkalicky boratovy pufr a je nutna ptitomnost thiolové skupiny.

COOH

fluoreskamin fluorofor

Obr. 4: Fluoreskamin.
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Obr. 5: o-ftaldialdehyd.



1.4 Porovnani metod stanoveni proteini

1.4.1 Casova narocnost metod stanoveni celkovych proteini

o Krealizaci biuretové, Hartree-Lowryho a BCA metody je tieba 40 -60 min.

e Metoda ninhydrinova spojena s kyselou hydrolyzou vyzaduje prvni den jednu hodinu,
poté hydrolyzu ptes noc a druhy den jednu az dvé hodiny na vlastni méteni.

e Metoda méfeni v UV oblasti spotiebuje jen 5—10 minut.

e Metoda Bradfordové 20 az 30 minut.

1.4.2 Citlivost a vyhody pripadné nevyhody jednotlivych metod

V tabulce 1 jsou u danych metod uvedeny piiklady interferujicich latek. V tabulce 2 jsou
piehledné porovnany citlivosti jednotlivych metod, vyhody a nevyhody dané¢ho uspotadani.

Tab. 1: Pfehled interferujicich latek.

Metoda

Interferujici latky

Biuretova

Siran amonny, glukosa, sulfhydrylové slouceniny, fosforecnan sodny, nekteré
aminokyseliny

Hartree-Lowry

EDTA, guanidin.HCI, Triton X-100, SDS, > 0,1 M Tris, siran amonny, 1 M octan
sodny, 1 M fosfore¢nan sodny, glycin, merkaptany

BCA EDTA, > 10 mM sacharosa nebo glukosa, 1 M glycin, > 5% siran amonny, 2 M
octan sodny, 1 M fosfore¢nan sodny, DTT

Ninhydrinova Siran amonny, aminosacharidy

uv Barviva, fenolové latky, organické kofaktory, > 0,5 % Triton X-100, puriny,
pyrimidiny, nukleové kyseliny

Bradford > 0,5% Triton X-100, > 0,1% SDS, deoxycholan sodny, silné bazické pufry

Vysvétlivky: EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina, Triton X-100 — polyoxyethylenovy detergent
s alkylfenylovymi skupinami, SDS — sodiumdodecylsulfat (dodecylsiran sodny).




Tab. 2: Porovnani citlivosti, vyhod a nevyhod metod stanoveni proteind.

Metoda Citlivost Vyhody a nevyhody metody
NanoOrange 10 ng/ml — 10 ug/ml | Vzorky je mozno vyhodnotit do 6 hod bez ztraty signalu.
velka Nizka variabilita signalu mezi riiznymi proteiny.
Neovlivnéno redukénimi ¢inidly a nukleovymi kyselinami.
Vyzaduje zahiivani vzorkt na 95 °C.
Nekompatibilni s detergenty.
OPA 50 ng/ml — 2 mg/ml | Nekompatibilni s latkami obsahujicimi aminoskupinu.
velka
BCA 0,5 ug/ml—1,5 Vzorky musi byt zméfeny v izkém ¢asovém intervalu.
mg/ml Nekompatibilni s redukénimi ¢inidly.
velka
Bradford 1 pg/ml — 1,5 mg/ml | Postupné sraZeni proteini v reakéni smési.
velka Vysoka variabilita signalu mezi riiznymi proteiny.
Nekompatibilni s detergenty.
Hartree- 1 pg/ml — 1,5 mg/ml | Casové naroény vicekrokovy postup.
Lowry velka Nekompatibilni s detergenty i s reduk¢énimi latkami.
uv 50 pg/ml — 2 mg/ml | Vysoka variabilita signalu mezi rliznymi proteiny.
stiedni Ovlivnéno pfitomnosti nukleovych kyselin a dalSich kontaminant
absorbujicich v UV ablasti.
Biuretova 1-20 mg/ml Velmi zdlouhava a malo citliva metoda. Vyhodou je nezavislost na
nizka aminokyselinovém slozeni.

Neptfimé metody pro stanoveni proteinti vyuzivaji tzv. kalibra¢nich funkci pro urceni koncentrace
proteini v neznamych vzorcich. Nejéastéji se vyuziva linearni funkce, méné cCasto pak funkce
polynomické a dal§i. Pro pripravu kalibrace, resp. zjisténi kalibra¢ni funkce, se vyuziva standardnich
roztoki proteini. Ve vétSiné piipadd se vyuzivaji tyto proteiny: hovézi sérovy albumin (BSA,
z angli¢tiny: bovine serum albumine) a imunoglobulin G (1gG).




2 Prakticka ¢ast: stanoveni proteini Bradfordovou metodou ve
zkumavkovém a mikrodestickovém usporadani
2.1 Cile ulohy:

1) Zvladnuti fedéni roztoku standardt a vzorkd pro méfeni.

2) Tréning ptesného pipetovani.

3) Sestaveni kalibra¢ni funkce a grafu.

4) Porovnani metod stanoveni proteint ve vzorcich ve zkumavkovém a mikrodestickovém
usporadani.

5) Zjisténi koncentraci celkovych proteini v méfenych vzorcich.

2.1.1 Material

Proteiny Ize stanovovat v riznych vzorcich, zpracovani vzorku a extrakce se provadi riznymi
zpusoby. V tomto cviceni budou proteiny stanovovany v suSeném mléce nebo v proteinovém
napoji pro sportovce.

2.1.2 Pristroje

Digitalni pfedvazky, analytické vahy, vortex, centrifuga, spektrofotometr, mikrodestickovy
reader.

2.1.3 Chemikalie

Albumin, ethanol, kyselina fosfore¢na, Coomassie Brilliant Blue G-250, destilovana voda,
dodecylsiran sodny (SDS)

2.1.4 Roztoky

¢inidlo Bradfordovo (zasobni roztok): zasobni roztok Coomassie Blue (50 mg
Coomassie Blue G-250 se rozpusti ve 25 ml methanolu a 50 ml 85% kyseliny
fosforecné, doplni se deionizovanou H20 na 100 ml, uchovava se pti 4 °C ve tmg).

2.1.5 Standardy pro p¥ipravu kalibra¢nich roztoki

1) Piipravime si 100 ml zasobniho roztoku hovéziho sérového albuminu (zkracovaného
jako BSA) o koncentraci 100 pg/ml. Navazku albuminu je potieba spocitat a vysledek
konzultovat s vedoucim cvi¢eni. Zasobni roztok BSA natfedime ptesné do 100 ml
odmérné banky!

2) Po jeho spravném nafedéni ¢ast roztoku pielijeme z odmérné banky do kadinky, z niz
budeme roztok odebirat pii dalsi praci.

3) Standardy: pripravime si mikrozkumavky, které si oéislujeme, viz tabulka nize. Do
téchto zkumavek budeme pipetovat rozpuStény standard BSA v pfislusnych
koncentracich. V kazdé mikrozkumavce se standardem je finalni objem 1 ml. Standardy
promichame na vortexu.

4) Ptipravime si blank: blankem neboli slepym vzorkem se rozumi takovy vzorek, ktery
obsahuje vesSkera ¢inidla kromé vzorku nebo standardu. Misto nich se pouziva voda,
resp. rozpoustédlo pouzité pro rozpusténi standardi. Dale byl zpracovavan jako vzorky
nebo kalibra¢ni standardy!



5) Natedime si zasobni roztok Bradfordova ¢inidla na pracovni koncentraci. Zasobni
roztok ¢inidla fedime 5X; celkové budeme pottebovat 50 ml pracovniho roztoku
Bradfordova ¢inidla.

Tab. 3: Koncentrace standarda BSA pro kalibra¢ni fadu v rozmezi koncentraci 0 — 100 ug/ml a postup
ptipravy danych koncentraci ze zdsobniho roztoku BSA o koncentraci 100 pg/ml.

Piiprava standardi (doplni
Cislo Koncentrace student) Celkovy
zkumavky | BSA (ug/ml) ] Obiem objem (ul)
Objem vody zzisolj)niho
() roztoku BSA (ul)
1 10 1000
2 20 1000
3 30 1000
4 40 1000
5 50 1000
6 60 1000
7 70 1000
8 80 1000
9 90 1000
10 100 1000

2.1.6 Priprava vzorku, v nichZ bude stanovovana koncentrace proteint
Stanoveni celkovych proteini v suSeném mléku
1) Navazte 10 mg suSeného mléka a rozpust'te jej v pfiblizné 5 ml vody v kadince a po
rozpusténi dopliite do celkového objemu 10 ml v odmérné bance.
2) Vzorek v odmérné bance zahtivejte na vodni lazni p¥i teploté 50 °C a promichavejte
otacenim banky s uzavérem az do UpIného rozpusténi mléka.
3) Zasobni roztok mléka 10x zied’te do mikrozkumavky, pottebny objem ziedéného
roztoku je 2 ml. Takto pripravite vzorek 1 (M).
4) Zasobni roztok mléka zfedte 10x pomoci vody a 10% roztoku SDS tak, aby ve
vysledném objemu 2 ml bylo SDS o koncentraci 0,5%. Takto pfipravite vzorek 2 (M-
SDS).

Tab. 4: Ptiprava 10x zfedénych vzorkl pro méfeni koncentrace proteinli v suSeném mléce.

Vzorek 1 (M) Vzorek 2 (M-SDS)
Zasobni roztok suseného mléka (ul)
Voda (ul)
10% SDS (ul) n/a

Stanoveni celkovych proteinii ve vyZivé pro sportovce
1) Navazte 10 mg vyzivy pro sportovce a rozpust'te jej v priblizné 5 ml vody v kadince a
po rozpusténi dopliite do celkového objemu 10 ml v odmérné baiice.
2) Zasobni roztok vyzivy pro sportovce 10x ziedte do mikrozkumavky, potfebny objem
zfedéného roztoku je 2 ml. Takto pfipravite vzorek 3 (PN).
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Tab. 5: Piiprava 10x zfedéného vzorku pro méfeni koncentrace proteinti ve vyzivé pro
sportovce.

Vzorek 3 (PN)

Zasobni roztok vyzivy pro sportovce

(uh

Voda (ul)

Stanoveni celkovych proteinl v neznamém vzorku (NV)

1)

2)
3)
4)

Od vyucujiciho si vyzadame neznamy vzorek (vzorek BSA o neznamé koncentraci) pro
stanoveni koncentrace proteint.

Vzorek nechdme rozmrznout volné na stole.

Pted métenim vzorek promichame, dale jej nefedime.

Po rozmrznuti a promichani je vzorek pfipraven ke stanoveni koncentrace proteind.

Pripravené vzorky budou nasledné pouZity pro stanoveni koncentrace celkovych proteinii ve

2.1.7
1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

2.1.7.1
1)
2)
3)
4)

zkumavkovém a mikrodestickovém usporadani.

Stanoveni proteini ve zkumavkovém usporadani na stolnim spektrofotometru

Ptipravime si sadu sklenénych zkumavek pro kalibraci (pocet dle poctu kalibra¢nich
roztoku), které oc¢islujeme stejné jako kalibra¢ni roztoky, tj. 0 (blank), 1, 2, 3...
Ptipravime si sadu sklenénych zkumavek pro vzorky (pocet dle poctu vzorkt x 2
opakovani), které vhodné pojmenujeme.

Piiprava blanku: do zkumavky pipetujeme 500 pul vody (objem je totozny jako pro
vzorek nebo standard) + 500 ul vody.

Piiprava standarda: do ocislovanych zkumavek pipetujeme 500 upl standardu
nafedéného na ptislusnou koncentraci + 500 pl vody. Kalibra¢ni sadu ve zkumavkovém
uspofadani ptipravime v jednom technickém opakovani.

Priprava vzorki: do ocislovanych zkumavek pipetujeme 500 ul pfipraveného vzorku
(mléka, mléka s SDS, proteinové vyzivy nebo neznamého vzorku) + 500 ul vody. Pro
kazdy vzorek ptipravime dvé technickd opakovani (duplikaty).

Do vsech ptipravenych zkumavek pipetujeme 2000 pl pracovniho roztoku Bradfordova
¢inidla.

Po napipetovani vSech komponent reakce do pfislusSnych zkumavek, zkumavky
promichdme na vortexu a nechame je 5 minut inkubovat pti laboratorni teploté. Métime
do 1 hodiny od ukonceni inkubace.

Méieni na stolnim spektrofotometru

Ptistroj zapneme hlavnim tlacitkem.

V nabidce hlavniho menu zvolime Single wavelenght.

Nastavime vlnovou délku 595 nm.

Nejprve musime piistroj vynulovat (vyblankovat), k tomu pouzijeme nami pfipraveny
blank (slepy vzorek), ktery ze zkumavky opatrné prelijeme do méfici kyvety tak, aby
kyveta byla ze ¥ zaplnéna. Stiskneme modré tlacitko na spektrofotometru, pfistroj se
vynuluje.
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5)
6)
7)

8)

2.18

Zatneme méfit absorbance kalibracnich standardti a vzorkl. Standard ¢i vzorek
inkubovany s Bradfordovym ¢inidlem ptelijeme do métici kyvety. Méfeni spoustime
zelenym tlacitkem.

Do pristroje vkladame vzdy ocisténé a suché kyvety.

Ze spektrofotometru si  zapisujeme zméfené hodnoty absorbanci, vysledky
konzultujeme s vedoucim cviceni.

DULEZITE: Plastové méfici kyvety je nutno po kazdém méfeni proplachovat
roztokem 50% etanolu. Barva Coomassie Briliant Blue se vaze na stény kyvety, takze
pfi nevymyti kyvety by dochdzelo k velkému zkresleni meéteni. PFi méreni
postupujeme od nejniZsi koncentrace k nejvyssi.

Stanoveni proteinti v mikrodestickovém usporadani na spektrofotometrickém
readru

Ptipravime si mikrodesti¢ku, nejprve si rozvrhneme a zapiSeme pozice, do kterych budeme
pipetovat blank, kalibra¢ni roztoky a vzorky. PFi¢emz blank, kalibraéni standardy i vzorky
budou na desti¢ce vZdy v technickych triplikatech, tzn. ve 3 opakovanich (Tab.4).

Tab. 4: Ukazka pozic mikrodesti¢ky, do kterych budou pipetovany roztoky blanku, kalibra¢nich
standard 1 vzorkd.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
stdl std2 ... blank
stdl std2 blank
stdl std2 blank

vzorekl | vzore2

vzorekl |vzorek2

vzorekl |vzorek2

ITOmMmo|lo|lm|>

Na mikrodesticku nesahame zespodu, prenasime a zdvihame ji pouze za bo¢ni okraje!

1)
2)
3)
4)
5)

6)

Piiprava blanku: do piislusnych jamek pipetujeme 20 ul vody (objem je totozny jako
pro vzorek nebo standard)

Piiprava standardi: do piislusnych jamek pipetujeme 20 pl standardu natedéného na
prislusnou koncentraci

Piiprava vzorki: do piislusnych jamek pipetujeme 20 pl pfipraveného vzorku

Ke vSem jamkam nasledné¢ ptidame 80 pl vody a 200 ul pracovniho roztoku
Bradfordova ¢inidla. Bradfordovo ¢inidlo pipetujeme bud’ standardnim, nebo reverznim
pipetovanim.

DULEZITE: Potadi pipetovani jednotlivych reakénich komponent je nutné dodret,
zajiSt'uje to spravné promichani vzorkl v jamkach.

Po napipetovani vSech komponent reakce do pfislusnych jamek, desticku nechdme 5
minut inkubovat pfi laboratorni teploté. Métime do 1 hodiny od ukonceni inkubace.

2.1.8.1 Méreni na spektrofotometrickém readru

1)
2)

Spustime pocitac, po plném spusténi Windows zapneme i readr.
Reader se ovlada programem i-Control 1.12

11



3) Po spusténi programu, zvolime moznost pfednastaveného protokolu pro Bradford assay

4) Dalsi nastaveni readru a méfeni desticky provadéjte ve spolupraci s vedoucim cviceni

5) Po skonceni méteni vyplachneme jamky desticky 50% etanolem a vSechny zbytky
kapaliny vyklepeme z desticky do ubrousku.

2.2  Vyhodnoceni

Kalibraéni funkce a vypocet koncentrace

Kalibra¢ni funkce je vyneseni zavislosti absorbance (osa y) na koncentraci (osa x). Kalibra¢ni
funkci jsme ziskali z proméfeni absorbanci kalibra¢nich roztoki a jejich vyneseni proti dané
koncentraci standardu. V tomto piipadé je kalibra¢ni funkce popsana obecnou rovnici linearni
funkce y = ax+b, pficemz:

y... hodnota méteného signalu

a... sklon pfimky neboli smérnice

X... koncentrace (uvedena na ose x)

b... tsek neboli prisecik funkce s 0sou y

Diky rovnici Ize z naméfenych hodnot absorbanci zpétné dopocitat koncentrace vzorki.

0.350
y =0.0029x+0.0125

0.300 R? =0.994
0.250
0.200

0.150

Absorbance (A595)

0.100
0.050

0.000
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Koncentrace (pg/ml)

Graf: Priklad kalibra¢ni zavislosti zjisténé po proméfeni roztokl kalibra¢nich standardit BSA o
znamych koncentracich.

2.2.1 Soucasti protokolu

o Kalibra¢ni graf a zéapis kalibracni funkce pro zkumavkové i mikrodestickové
uspofadani.

e Vypocty koncentraci métenych vzork.

e Doplnéna tabulka s uvedenim métenych absorbanci a vypoc¢itanych koncentraci vzorkt
(viz nize).

e Porovnani vysledkii ziskanych z métfeni ve zkumavkovém a mikrodestickovém
uspotadani.

e Porovnani zjisténého obsahu proteinii v mléce a vyzivé pro sportovce s hodnotou,
kterou udava vyrobce na obalu vyrobku.
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e Spravného urceni koncentrace proteinti v nezndmém vzorku, ktery jste ziskali od
vyucujiciho. Tolerovana odchylka od spravné hodnoty je 20 %.

Vzorové tabulky pro protokolt:

Tabulka pro porovnani absorbanci standardi méfenych ve zkumavkovém a mikrodestiCkovém
usporadani.

Koncentrace Absorbance 595 nm
standardu
(ng/ml)
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100

Zkumavky Mikrodesticka

Tabulka s vypoc¢itanymi koncentracemi a obsahu celkovych proteini. Vysledky a piipadné
odlisnosti je nutné komentovat v protokolu.

Koncentrace roztoku (pg/ml) Obsah proteini v susiné 100 g
Vzorek He vyrobku (g)

Zkumavky Mikrodesticka Zkumavky Mikrodesticka

Susené mléno ve vodé (M)

Susené mléno ve vodé a 0.5% SDS (M-SDS)
Proteinovy napoj ve vodé (PN)

Neznamy vzorek od vyuéujiciho (NV) n/a n/a
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