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Nazev: Stanoveni proteint biuretovou metodou

Navod na praci

Zadani: Stanovte koncentraci BSA v pfedlozeném vzorku v g/l.

Teorie

Bilkoviny poskytuji reakci s médnatymi ionty v alkalickém prostfedi fialové zbarveny
komplex. Komplexni slou¢enina vznika koordinacni vazbou mezi centralnim iontem —
méd’natym kationtem a volnymi elektronovymi pary na dusiku v peptidovych vazbach.

Reakei obecné poskytuji latky obsahujici v molekule dvé skupiny -CO-NHo, resp. -CO-NH-.
Reakci poskytuji tedy nejen bilkoviny, ale také peptidy. Nazev reakce je odvozen od
nejjednodussi slouceniny, kterd tuto reakci poskytuje, biuretu. Biuret vznikd zahtatim
mocoviny, kdy dochdzi k deaminaci.

2 NH»-CO-NH: > NH2-CO-NH-CO-NH: + NH;3 (1)

Pomiicky: kadinky, odmémé sklo, zkumavky, stojan na zkumavky, automatické pipety,
spektrometr, kyvety, vahy, vortex, psaci potfeby, kalkulacka, chemické tabulky

Chemikalie: BSA (hovézi sérovy albumin), siran méd’naty pentahydrat, vinan sodno-draselny,
jodid draselny, hydroxid sodny

Postup

1. Piectéte si rizikové véty a bezpecnostni upozornéni pro praci s chemikaliemi. Noste
ochranné bryle a rukavice!

2. Nejprve si prectéte cely postup. Vizualizujte postup: nacrtnéte kazdy ptistroj a zapiSte
si mnozstvi latek, zapiste si kroky oddé¢lené naptiklad Sipkami.

Priprava roztokii

1. Piipravte 100 ml standardniho roztoku albuminu o hmotnostni koncentraci 10 g/1.

2. Ze zasobniho roztoku albuminu piipravte kalibrac¢ni roztoky 1; 2; 4; 6 a 8 g/l ve 25 ml
odmérnych baiikach.

3. Piipravte Biuretovo ¢inidlo rozpusténim 0,75 g pentahydratu siranu méd’natého a 3 g
vinanu sodno-draselného ve 250 ml deionizované vody. Potom pftidejte 150 ml 10%
roztoku hydroxidu draselného a dopliite objem na 500 ml. Potom ptidejte 0,5 g jodidu
draselného.
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Priprava kalibracnich roztokit a vzorku pro méreni

1. Pfipravte a oznacte sedm zkumavek:
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e do prvni zkumavky napipetujte 2 ml deionizované vody (slepy vzorek),
e napipetujte 2 ml pfipravenych kalibra¢nich roztokti do zkumavek 2 — 6,
e do zkumavky 7 napipetujte 2 ml neznamého vzorku albuminu.

2. Pridejte 4 ml Biuretového cinidla do vSech zkumavek. Zkumavky promichejte na

vortexu a nechte reagovat 30 minut.

3. Zméite absorbanci vSech pfipravenych kalibrac¢nich roztok a vzorku néapoje oproti
slepému pokusu pii 520 nm. Kazdy roztok odméite alespon tiikrat.

Zpracovani namerenych udajit

1. Z experimentalné ziskanych hodnot absorbance sestrojte kalibracni kiivku A = f(cm),
vyneste rovnici regresni pfimky a hodnotu koeficientu spolehlivosti R2.
2. Z kalibra¢ni kiivky nebo regresni rovnice vypocitejte hmotnostni koncentraci BSA v

neznamém vzorku, vyjadiete ji v g/l.

Nakladani s chemickymi latkami

Chemikalie Forma H-véty P-véty
CuS0O4-5H,0 Pevna H302, H319, H315, | P273, P302 + P352,
H410 P305 + P351 + P338
Vinan sodno- | Pevna - -
draselny
KI Pevna H372 P270
NaOH Pevna H314, H290 P280, P310, P305 +
P351 + P338
BSA Pevna H290, H315, H319, | ---
H335

Zdroje rizik a vyhodnoceni zavaznosti rizika

Pti dodrZeni vSech zasad pro préci s chemikaliemi a pouzivani osobnich ochrannych pracovnich
prostiedkl (rukavice, bryle, plast’) nehrozi zadné riziko.

Zpusob nakladani s odpady

Chemikalie likvidujeme v urcenych sbérnych nddobéch.
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Opatieni k omezeni rizik

Pouzivani osobnich ochrannych prostredki (bryle, rukavice, plast).

Literatura

1. Sedldk, E. et al.: Praktické cvicenia z biochémie. 1. vyd. KoSice, 2020. 154 p. ISBN
978-80-8152-902-3.
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Pracovni list
Vypocéty pro pripravu roztoki

1. Vypocitejte hmotnost albuminu potiebného pro ptipravu 100 ml standardniho roztoku
o hmotnostni koncentraci 10 g/1.

2. Vypocitejte hmotnost NaOH pottebného pro piipravu 150 ml 10% roztoku.

3. Vypocitejte objem, ktery je tfeba odebrat ze zasobniho roztoku albuminu pro ptipravu
25 ml kalibra¢nich roztokii o hmotnostni koncentraci 1; 2; 4; 6 a 8 g/1.

Experimentalni udaje
1. Zaznamenejte absorbanci kalibra¢nich roztokii.

cm [g/1] A A (prumér)
0
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2. Zaznamenejte absorbanci neznamého vzorku albuminu.
Vzorek A A (prumér)
vzorek albuminu
Vypocty
1. Z experimentalnich udajii absorbance sestrojte kalibra¢ni kiivku A = f(cm), vyneste
rovnici regresni pfimky a hodnotu koeficientu spolehlivosti R2.
Rovnice regresni piimky:
Y= e Xt o,
Hodnota koeficientu spolehlivosti:
R¥= ...
2. Z kalibracni kiivky nebo regresni rovnice vypocitejte hmotnostni koncentraci BSA.
c(BSA)=...ccovene g/l
Otazky
1. Vysvétlete princip stanoveni proteinii Biuretovou reakci.
2. Charakterizujte spektrometrii jako analytickou metodu.
3. Napiste Lamberttiv-Beertiv zakon, vysvétlete 1 symboly v matematickém zapisu a
uved’te 1 jednotky pro dané veliCiny.
4. Charakterizujte albumin, popiste jeho zékladni vlastnosti a vyuziti.
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Vysvétlete, pro¢ méd’naté kationty v alkalickém prostiedi vytvareji fialovy komplex
prave s proteiny a peptidy a ne s jinymi latkami?

Porovnejte Biuretovu metodu s jinou metodou pro stanoveni bilkovin (napt. Lowryho
metoda, Bradfordova metoda). Jaké jsou vyhody a nevyhody jednotlivych metod?

Uved’te, pro€ je alkalické prostfedi nezbytné pro prubeh Biuretovy reakce? Jak by se
zménil vysledek experimentu, kdyby bylo prostfedi neutralni nebo kyselé. Zduvodnéte
svou odpovéd’ chemicky.

Najdéte, jaké latky by mohly interferovat s Biuretovou reakci a ovlivnit vysledek
stanoveni proteinti? Jak byste tyto rusivé vlivy eliminovali nebo minimalizovali?
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Zavér

Shriite struéné cil experimentu, hlavni vysledky a porovnejte je s ocekavanymi hodnotami.

Prohlaseni o vylouceni odpovédnosti

Financovéano Evropskou unii. Vyjadfené nazory a postoje jsou nazory a prohlaSenimi autora(i)
a nemusi nutné¢ odrazet ndzory a stanoviska Evropské unie nebo Slovenské akademické
asociace pro mezindrodni spolupraci, Narodni agentury programu Erasmus+ pro vzdélavani a
odbornou pfipravu. Evropska unie ani organizace udélujici grant za né nepfebiraji zadnou
odpovédnost.



	Název: Stanovení proteinů biuretovou metodou
	Pracovní list

