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Uloha 1 - Elektroforesa proteinti séra v 0,5% agarose
Reagencie:

1.
2.

6.
7.
8.

Agarosa pro elektroforesu
Elektroforeticky puft: barbital sodny 5,5 g/ a kyselina citronova 0,25 g/l, pH 8,7-9,0

Vzorky sérovych bilkovin vhodné¢ nafedéné a obsahujici bromfenolovou modrt a 25 %
glycerolu

S&
Fixac¢ni/odbarvovaci roztok: kyselina octova-metanol 1:9 %

’@} ‘s@@
Barvici roztok: 0,5 % amidocerii 10B v kyseliné€ octové-metanolu 1:9 ‘

Elektroforeticky zdroj
Horizontalni elektroforeticka vana
Misky na fixaci, barveni a odbarvovani

UPOZORNENI: Elektrické napéti a proud, jaké se pouZivaji p¥i elektroforese, jsou pro
zpusobeni zavazného urazu elektrickym proudem vice nez dostatecné !!!

Dbejte nezbytné opatrnosti, predevsim zabraiite rozliti kapalin v okoli elektroforetické
vany pod proudem. Pred jakoukoliv manipulaci s vanou je vZdy nezbytné nejdrive
vypnout elektroforeticky zdroj!

Postup (demonstrace):

1.

Do Erlenmeyerovy banky s 0,25 g agarosy pfidame 50 ml elektroforetického pufru. Toto
mnozstvi agarosy je na dva gely.

V mikrovinné troubé smés zahfejeme az k varu a do tplného rozpusténi (Pozor aby
vafici smés nepietekla). PoCkame az zchladne asi na 60 °C (da se udrzet v ruce).

Sestavime elektroforetickou vanu na odlévani: vnitini plastova ¢ast napfic, s gumovym
tésnénim. Do vnitini ¢asti nalijeme pfiblizné 25 ml rozpusténé agarosy a do krajnich
drazek usadime jeden hieben.

Nechame tuhnout nejméné hodinu. Béhem této doby s vanou nehybat.

Elektroforeticky pufr a vany s odlitymi agarosovymi gely nechame pied vlastni
elektroforézou vychladit v lednici.

Ptestavime vanu na elektroforézu: vyjmeme vnitini plastovou ¢ast se ztuhlou agarosou,
odstranime gumova tésnéni a vratime do vany oto¢ené o 90 ° tak, aby jamky byly nad
barevnym pruhem na dné vany.

Prelijeme gel 250 ml vychlazeného pufru, nechame gel ekvilibrovat asi 5 minut a velmi
opatrné€ odstranime hieben (jamky se nesmi poskodit).

Aplikace vzork do jamek: pod hladinu pufru, pipetou se Zlutou $pickou, 10 pul na
jamku.



9. Zavieme vanu a pfipojime ke zdroji. Nastavime 100 V a nechame elektroforézu bézet
dokud bromfenolové modf nedosahne asi 0,5 cm od okraje gelu (trva asi 30 minut).

10. Vypneme zdroj, odpojime vanu od zdroje a vyjmeme plastovou ¢ast s gelem.

Kroky 11. az 13. provadét nebudete. Pokracujte krokem 14., kde obdrzite gel k
vyhodnoceni.

11. Gel sesuneme z plastové podlozky do fixaéniho roztoku. Fixace 3 x 5 minut, pokazdé v Cerstvé
porci fixaéniho roztoku. Pouzity fixaéni roztok je 1épe opatrné odsat neZ slit (gel se snadno
mechanicky poskodi).

12. Barveni v roztoku amidocerni asi 30 minut.

13. Odbarvovani v odbarvovacim roztoku asi 1-2 hodiny (sledovat postup odbarveni). Po odbarveni
uchovavame v destilované vod¢ pii 4 °C.

14. Vizuélni vyhodnoceni vysledného elektroforeogramu.

Uloha 2 - Zakladni organické reakce

2.1 Oxidace akoholii

Reagencie:

1. Manganistan draselny (nasyceny roztok) ‘g ‘ C

2. Vzorky (pod oznacenim A, B, C) jsou Vv pofadi:

& & BD
metanol@, 2-propanol , tert-butanol

Postup:

Do 4 oznacenych zkumavek nalijte asi 1 ml vody, vzorku A, B ¢i C. Do kazdé zkumavky
pfidejte asi 4 kapky nasyceného roztoku manganistanu draselného a jemné promichejte.
Pozorujte zbarveni roztoki.

2.2 Azokopulacni reakce fenolii
Reagencie:

1. Kyselina sulfanilova (¢inidlo diazo I) 5 g ve 100 ml 0,6 mol/l HCI1 : ‘i
2. Dusitan sodny (¢inidlo diazo IT) 5 g ve 100 ml dest. Vody

3. pB-naftol 2 g ve 100 ml etanolu C

Postup:

K 1 ml kys. sulfanilové (diazo I.) ptidejte asi 5 kapek dusitanu sodného (diazo II). Opatrné
ptikapavejte roztok B-naftolu a pozorujte vznikajici zbarveni.



2.3 Reakce karbonylové skupiny
Reagencie:

1. Hydroxid sodny (2 mol/l)) ‘i

2. Nitroprusid sodny
3. Fehling I (siran méd’naty 70 g/1) C @

4. Fehling Il (hydroxid sodny 250 g/, vinan draselnosodny 350 g/1) ‘i

5. Dusicnan stiibrny (20 g/1) ’i“
6. Vodny roztok amoniaku (200 g/1) ’i®

7. Aceton

>
8. Formaldehyd @
9. Kyselina octova (0,2 mol/l)
10. Kyselina mravenci ‘i

11. Schiffovo ¢inidlo (fuchsin odbarveny oxidem sifi€itym) :
Postup:

e Legalova zkouSka

Rozpust'te nékolik krystalti nitroprusidu sodného ve vod¢. Pripravte si dve zkumavky,
jednu s 0,5 ml acetonu a druhou s 0,5 ml kyseliny octové. Do kazdé ptidejte nékolik (2—3)
kapek pfipraveného nitroprusidového cinidla a zalkalizujte postupnym ptikapavanim
roztoku NaOH. Pozorujte vzniklé zbarveni.

e Fehlingova zkouska

Ve zkumavce smichejte Fehlingliv roztok I a II v poméru asi 1:1 (dohromady 4 ml).
Rozdé€lte do dvou zkumavek, pii¢emz do prvni pfidejte nékolik kapek formaldehydu a do
druhé nékolik kapek kyseliny octové. Zahtejte ve vodni 14zni a pozorujte zbarveni.

o Tollensova zkousSka
Ptipravte Tollensovo ¢inidlo:

Ve zkumavce smichejte piiblizné¢ 3 ml dusi¢nanu stiibrného a 3 ml hydroxidu sodného.
Vylouci se oxid stiibrny. Poté pfikapavejte roztok amoniaku, dokud se oxid stiibrny témét
uplné€ nerozpusti (maly zbytek neni na zavadu).



Do 3 zkumavek odlijte po cca 2 ml Tollensova ¢inidla. Do prvni pfidejte par kapek
formaldehydu, do druhé par kapek kyseliny mravenci a do tieti par kapek vody. Opatrne
zahiejte ve vodni lazni. Pozorujte zbarveni.

e Schiffova zkouSka

K 1 ml Schiffova ¢inidla ptidejte kapku formaldehydu nebo kyseliny octové a pozorujte
zbarveni.

2.4 Esterifikace
Reagencie:

1. Kyselina benzoova :

2. Kyselina salicylové<>’i
3. Kyselina sirova ‘i

4. Metanol @
5. Etanol @

Postup:

V této uloze ptipravite bud’ etylester kyseliny benzoové nebo metylester kyseliny salicylové.
Podle toho si vyberte pfislusné reagencie.

Do zkumavky nasypejte cca 0,5 g kyseliny benzoové (salicylove), ptidejte asi 1,5 ml etanolu
(metanolu) a promichejte. Opatrné (!) pfidejte asi 10 kapek koncentrované kyseliny sirové a
zkumavku dejte na 10 minut do horké 1azné. Usp&sny pribéh reakce poznate snadno &ichem —
oba estery maji velmi vyraznou viini, vzdalené pfipominajici matu (zejména metylester
kyseliny salicylové, dominantni sloZku ustnich vod, si nespletete). Celou reakéni smés nalijte
do kadinky s malym mnoZstvim studené vody z kohoutku, ve které se vysrazeji bilé krystaly
esteru.

Uloha 3 - Reverzibilni srazeni proteint
Reagencie:

1. Roztok vaje¢né bilkoviny
2. Krystalicky chlorid sodny, s odmérkou

Kyselina octova 12 g-1"* (ze zékladni sady) ‘i c

Hydroxid sodny 2 mol-1? (ze zakladni sady) i

w

B



Postup:

3.1 SraZeni vajecného proteinu chloridem sodnym a jeho opétné rozpusténi

K asi 2 ml vaje¢né bilkoviny ve zkumavce piidejte téi odmérky chloridu sodného a 5 kapek
ziedéné kyseliny octové a protiepejte. Objevi se bild srazenina proteinu.

V dalsim kroku se pokuste dokazat, ze precipitace proteinu je reversibilni: piidejte asi 2 ml
deionizované vody ze stficky a n€kolik kapek hydroxidu sodného. Uzaviete parafilmem,
dikladné protiepejte a pockejte, az vyprchaji bubliny a opadne péna. Je nyni roztok vajecné
bilkoviny opét Ciry?

Uloha 4 - Srazeni proteinti spojené s denaturaci

Reagencie:
1. Roztok vajecné bilkoviny
2. octan olovnaty 5 g-1"! @
3. Koncentrovana kyselina dusi¢na @
4. Kyselina sulfosalicylova (2-hydroxy-5-sulfobenzoové) 200 g-1* @
5. Kyselina octova 12 g-1" (ze zékladni sady) @
6. Kyselina octova 100 g-1"*
Postup:

4.1 SraZeni solemi téZkych kovi

Do zkumavky odlijte asi 1 ml roztoku vaje¢né bilkoviny. Ptidejte 1 kapku octanu olovnatého
a pozorujte, zdali se proteiny srazeji.

Ptidanim nadbytku octanu olovnatého zkuste precipitované bilkoviny zase rozpustit.

4.2 SraZeni minerdlnimi kyselinami

I ml koncentrované kyseliny dusi¢né ve zkumavce se opatrné (kapatkem, po sténé
zkumavky) prevrstvi roztokem vajecné bilkoviny tak, aby se oba roztoky nesmisily. SraZeni
proteint se projevi jako bily prstenec na rozhrani obou roztoki.

4.3 SraZeni organickymi kyselinami

Do zkumavky dejte 1-2 ml vajecné bilkoviny. Pfidejte n¢kolik kapek kyseliny
sulfosalicylové a pozorujte, zdali se proteiny srazeji.



4.4 SraZeni bilkovin vysokou teplotou (varem)

1. Do tfi dlouhych zkumavek odlijte asi po 2 ml vajecné bilkoviny. Prvni zkumavka bude
slouzit jako kontrola. Do druhé zkumavky pfidejte jednu kapku kyseliny octové (12 g/l)
(ze zékladni sady) a do tieti zkumavky ptidejte priblizn¢€ 0,5 ml octové kyseliny (100 g/1).
Vsechny tfi zkumavky zahiejte ve vodni lazni k varu.

3. Sledujte srazeni proteind. Ocekava se, ze ve druhé zkumavce je mirn€¢ kyselé pH blize
isoelektrickému bodu vaje¢né bilkoviny a protein by se m¢l srazet rychleji nez v kontrolni
zkumavce. Naopak ve tfeti zkumavce, kde je pH vyrazné kyselé, se da o¢ekavat, ze protein
I po denaturaci zistane ionizovany a nebude se srazet.

4. Srovnejte pribéh srazeni v jednotlivych zkumavkach.

no



