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Nazov: Stanovenie proteinov biuretovou metéodou

Navod na pracu

Zadanie: Stanovte koncentraciu BSA v predlozenej vzorke v g/l.

Teoria
Proteiny poskytuju reakciou s mednatymi i6onmi v alkalickom prostredi fialovo sfarbeny

komplex. Komplexnd zlicenina vznika koordinacnou vézbou medzi centralnym idonom —
med’natym kationom a vol'nymi elektrénovymi parmi na dusiku v peptidovych vézbach.

Reakciu vSeobecne poskytuji latky obsahujuce v molekule dve skupiny -CO-NH>,
resp. -CO-NH-. Reakciu poskytuji teda nie len proteiny, ale aj peptidy. Nazov reakcie je
odvodeny od najjednoduchsej zlaceniny, ktord tuto reakciu poskytuje, biuretu. Biuret vznika
zahriatim mocoviny, kedy dochddza k deaminécii.

2 NH2-CO-NH: - NH2-CO-NH-CO-NH: + NH3

Pomocky: kadicky, odmerné sklo, skiimavky, stojan na skumavky, automatické pipety,
spektrometer, kyvety, vahy, vortex, pisacie potreby, kalkulacka, chemické tabul'ky

Chemikalie: BSA (hovidzi sérovy albumin), siran mednaty pentahydrat, vinan sodno-
draselny, jodid draselny, hydroxid sodny

Postup

1. Precitajte si rizikové vety a bezpecnostné upozornenia pre pracu s chemikaliami. Noste
ochranné okuliare a rukavice!

2. Najprv si precitajte cely postup. Vizualizujte postup: nacrtnite kazdy pristroj a zapiste
si mnozstva latok, zapiste si kroky oddelené napriklad Sipkami.

Priprava roztokov

1. Pripravte 100 ml Standardného roztoku albuminu s hmotnostnou koncentraciou 10 g/I.

2. Zo zasobného roztoku albuminu pripravte kalibracné roztoky 1; 2; 4; 6 a 8 g/l v 25 ml
odmernych bankach.

3. Pripravte Biuretovo Cinidlo rozpustenim 0,75 g pentahydratu siranu mednatého a 3 g
vinanu sodno-draselného v 250 ml deionizovanej vody. Potom pridajte 150 ml 10 %
roztoku hydroxidu draselného a dopliite objem na 500 ml. Potom pridajte 0,5 g jodidu
draselného.
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Priprava kalibracnych roztokov a vzoriek na meranie

1.

Pripravte a oznacte sedem skumaviek:

e do prvej skimavky napipetujte 2 ml deionizovanej vody (slepa vzorka),

e napipetujte 2 ml pripravenych kalibra¢nych roztokov do skumaviek 2 — 6,

e do skumavky 7 napipetujte 2 ml neznamej vzorky albuminu.

Pridajte 4 ml Biuretového ¢inidla do vSetkych skiimaviek. Skimavky premiesajte na
vortexe a nechajte reagovat’ 30 minut.

Zmerajte absorbanciu vsetkych pripravenych kalibra¢nych roztokov a vzorky napoja
oproti slepému pokusu pri 520 nm. Kazdy roztok odmerajte aspon trikrat.

Spracovanie nameranych udajov

1.

Z experimentalne ziskanych hodnot absorbancie zostrojte kalibra¢nt krivku A = f(cm),
vyneste rovnicu regresnej priamky a hodnotu koeficientu spol'ahlivosti R?.

Z kalibrac¢nej krivky alebo regresnej rovnice vypocitajte hmotnostni koncentraciu BSA
v neznamej vzorke, vyjadrite ju v g/I.

Nakladanie s chemickymi latkami

Chemikalia Forma H-vety P-vety

CuSO4-5H,0 Tuha H302, H319, H315, | P273, P302 + P352,
H410 P305 + P351 + P338

Vinan sodno- | Tuha - -

draselny

KI Tuha H372 P270

NaOH Tuha H314, H290 P280, P310, P305 +

P351 +P338

BSA Tuha H290, H315, H319, | ---

H335

Zdroje rizik a vyhodnotenie zavaZnosti rizika

Pri dodrzani vSetkych zasad pre pracu s chemikéliami a pouZzivani osobnych ochrannych
pracovnych prostriedkov (rukavice, okuliare, plast’) nehrozi ziadne riziko.

Sposob nakladania s odpadmi

Chemikalie likvidujeme v ur€enych zbernych nadobach.



Nazov Digitalizacia chemickych experimentov pre zlepSenie kvality a .
projektu: podporu vyucby chémie na strednych $kolach agEHE"]ID
Akronym: ChemIQSoc ») S=0OC

Co-funded by the
Erasmus+ Programme
of the European Union

Cislo projektu:  2021-1-SK01-KA220-VET-000027995

Opatrenia k obmedzeniu rizika

Pouzivanie osobnych ochrannych prostriedkov (okuliare, rukavice, plast).

Literatura

1. Sedlék, E. et al.: Praktické cvicenia z biochémie. 1. vyd. Kosice, 2020. 154 p. ISBN
978-80-8152-902-3.
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Pracovny list

Vypoéty na pripravu roztokov

1. Vypocitajte hmotnost’ albuminu potrebného na pripravu 100 ml Standardného roztoku
s hmotnostnou koncentraciou 10 g/1.

2. Vypocitajte hmotnost’ NaOH potrebného na pripravu 150 ml 10% roztoku.

3. Vypocitajte objem, ktory je potrebné odobrat’ zo zasobného roztoku albuminu
na pripravu 25 ml kalibra¢nych roztokov s hmotnostnou koncentraciou 1; 2; 4; 6 a 8 g/l.

Experimentalne udaje
1. Zaznamenajte absorbanciu kalibra¢nych roztokov.

cm [g/1] A A (priemer)
0
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2. Zaznamenajte absorbanciu neznamej vzorky albuminu.
Vzorka A A (priemer)
vzorka albuminu
Vypocty
1. Z experimentalnych tidajov absorbancie zostrojte kalibra¢nt krivku A = f(cm), vyneste
rovnicu regresnej priamky a hodnotu koeficientu spol'ahlivosti R2.
Rovnica regresnej priamky:
Y= e Xt o,
Hodnota koeficientu spolahlivosti:
R*= ...
2. Zkalibracnej krivky alebo regresnej rovnice vypocitajte hmotnostnil koncentraciu BSA.
c(BSA)=...covree g/l
Otazky
1. Vysvetlite princip stanovenia proteinov Biuretovou reakciou.
2. Charakterizujte spektrometriu ako analytickii metddu.
3. Napiste Lambertov-Beerov zdkon, vysvetlite aj symboly v matematickom zépise
a uved’'te aj jednotky pre dané veli¢iny.
4. Charakterizujte albumin, popiste jeho zakladné vlastnosti a vyuzitie.
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Vysvetlite, preCo mednaté kationy v alkalickom prostredi vytvaraji fialovy komplex
prave s proteinmi a peptidmi a nie s inymi latkami?

Porovnajte Biuretovu metddu s inou metddou na stanovenie bielkovin (napr. Lowryho
metoda, Bradfordova metoda). Aké st vyhody a nevyhody jednotlivych metod?

Uved'te, preco je alkalické prostredie nevyhnutné na priebeh Biuretovej reakcie? Ako
by sa zmenil vysledok experimentu, keby bolo prostredie neutrdlne alebo kyslé?
Zdovodnite svoju odpoved’ chemicky.

N4jdite, aké latky by mohli interferovat’ s Biuretovou reakciou a ovplyvnit’ vysledok
stanovenia proteinov? Ako by ste tieto ruSivé vplyvy eliminovali alebo minimalizovali?
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Zaver
Zhriite strucne ciel prace a experimentalne vysledky. Zhodnot'te presnost’ merania, identifikujte
mozné chyby a navrhnite spdsoby ich elimindcie.

Vyhlasenie o vyluceni zodpovednosti

Financované Eur6pskou tiniou. Vyjadrené nazory a postoje st ndzormi a vyhlaseniami autora(-
ov) a nemusia nevyhnutne odrazat nazory a stanoviskd Eurdpskej unie alebo Slovenskej
akademickej asocidcie pre medzindrodnu spolupracu, Narodnej agentiry programu Erasmus+
pre vzdelavanie a odbornt pripravu. Eurdpska unia ani organizécia udel'ujuca grant za ne
nepreberaji ziadnu zodpovednost'.



	Názov: Stanovenie proteínov biuretovou metódou
	Pracovný list

