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Uloha ¢.4
Izolace laktalbuminu a dialyza

Jméno:

Obor: Datum provedeni:

TEORETICKY UVOD

Izolace a-laktalbuminu

MIléko obsahuje nékolik proteint zahrnujici kaseiny (fosfoproteiny), -laktoglobulin,
a-laktalbumin, albumin a imunoglobuliny. a-laktalboumin ma molekulovou hmotnost 14,2
kDa a obsahuje 129 aminokyselin. V mléku se vyskytuje v koncentraci kolem 1 mg/ml a je
nezbytnou komponentou systému pro syntézu laktézy. Abundantni proteiny mléka jsou
kaseiny. Ty mohou byt odstranény precipitaci okyselenim mléka na pH 4.6 pfi zvySené
teploté a ndslednou centrifugaci. Zbyvajici supernatant nazyvany syrovatkou obsahuje
prevazné a-laktalbumin (14 kDa) a [B-laktoglobuliny. Tyto proteiny mohou byt nasledné od

sebe oddéleny pomoci gelové chromatografie.

Gelovd chromatografie

Gelova chromatografie patfi mezi zakladni chromatografické metody, kdy vlastni
technika je zalozena na déleni molekul predevsim podle jejich velikosti, i kdyz tvar a
hydratace molekuly maji také urcity vliv. Jako stacionarni faze se pouzivaji porézni gelové
Castice s definovanou velikosti porQ slouZici jako molekulové sito. Molekuly vétsi nez péry
gelu nemohou pronikat do péra a prochdzeji pres kolonu, zatimco malé molekuly pronikaji
do porl gelu. Velké molekuly tedy prochazeji kolonou rychleji, malé poté pomaleji, i kdyz v
praxi se mohou také uplatiovat i jiné interakce mezi ¢asticemi (adsorpcni, poldrni, apod.).
Separované latky se v rdmci separace na koloné rozdéluji podle rozdélovaciho koeficientu Ky

(1), kdy u malych molekul se blizi jedné a u velkych molekul 0.
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V-V
Kq = TO (1)

V.—elucni objem
Vo— objem mobilni faze
V;— objem kapaliny v pdrech

V této uloze bude pomoci gelové chromatografie izolovan a-laktalouminu (14 kDa). Proteiny
bude separovdn na Sephadexu-G50, jednom z nejpouzivanéjSich gell, ktery je tvoren

dextranem zesitovanym pomoci epichlorhydrinu.

Dialyza

Dialyza vyuziva difuze nizkomolekularnich latek pres dialyzaéni membranu s
definovanou velikosti por(, kterd je nepropustna pro latky s molekulovou hmotnosti vyssi,
nez je velikost pérQ. Hnaci silou dialyzy je koncentracni gradient dialyzované latky. V
okamziku, kdy se koncentrace latek prochazejicich membranou na obou strandch vyrovnaji,
se proces zastavi. Rychlost dialyzy zavisi na koncentracnim spadu (zpocatku je nejrychlejsi,
postupné se zpomaluje), ktery je predevsim uréen pomérem objemuU roztok( latky vné a
uvniti membrdny. Rychlost dialyzy ddle zavisi na teploté, velikosti pord, na sile membrany a
na velikosti jeji plochy. Prabéh dialyzy velmi urychluje michani a castd vyména vnéjsi
kapaliny (dialyzatu). Dokonalé odstranéni nizkomolekularnich latek dialyzou trva az nékolik

desitek hodin.

V této uloze bude dialyzou rozdélena smés dvou barevnych latek - Blue Dextranu
(rozpustny barevny derivat dextranu s relativni molekulovou hmotnosti cca 2.000.000) a

hexakyanoZelezitanu (relativni molekulovd hmotnost = 376,37).
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PRAKTICKA CAST

A. Dialyza

Postup prdce:

Stanoveni miligramového absorpcniho koeficientu hexakyanoZelezitanu

1. Odeberte 5 ul roztoku hexakyanozZelezitanu a doplite objem vzorku (pipetou)
destilovanou vodou na 1 ml.

2. Zmérte absorbanci vzorku pfi vinové délce 420 nm proti vodé. Namérenou hodnotu
absorbance zapiste.

Vyhodnoceni:

Vypoctéte miligramovy absorpéni koeficient hexakyanoZelezitanu (délka optické drahy byla 1
cm) a, doplnite fyzikalni rozmér:

Aso ¢ (mmol.I') Ks[Fe(CN)]s €

Dialyza

1. Smichejte 0,5 ml roztoku Blue Dextranu a 0,5 ml (nezfedéného) roztoku
hexakyanozZelezitanu.

2. Dialyzacéni trubici uzaviete na jednom konci svorkou a naplrite pfipravenym vzorkem.
Uzavrete i druhy konec trubice svorkou, vioZte ji do kadinky naplnéné 200 ml vody a
michejte na elektromagnetické michacce.

3. Kazdych 15 minut odeberte z kadinky cca 1 ml dialyzatu, zmérte jeho absorbanci pfi
vinové délce 420 nm proti vodé (odebrany vzorek vratte zpét do kadinky).

4. Po 2 hodinach pozorujte barvu vzorku uvnitf dialyzaéni trubice a barvu roztoku

v kadince.
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VVyhodnoceni:
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Do grafu zakreslete pribéh dialyzy (zavislost Ao na dobé dialyzy) a popiste.
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B. Priprava syrovatky

Postup prdce:

1. Odmérte do 50 ml centrifugaéni zkumavky 25 ml polotu¢ného mléka a centrifugujte
15 minut pfi 7 500 x g (centrifuga Eppendorf).
2. Po stoceni odstrante lipickou vrstvu plavajici nahofe a supernatant odlijte do malé 50

ml kadinky.
3. Pomoci kyseliny chlorovodikové upravte pH supernatantu na hodnotu 4.6 ve dvou
krocich:
a) Nejprve upravte pH na hodnotu pfiblizné 5 pomoci 5M HCI (3-4 kapky).
b) Poté findlné upravte pH na hodnotu 4.5 pomoci 0.5M HCI.

4. Nasledné srazeny roztok v kadince inkubujte za stdlého michani po dobu 15 minut pfi
37°C.

Laboratorni technika
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5. Poté prelijte srazeninu do 50 ml centrifugacni zkumavky a centrifugujte 15 minut pfi
7 500 x g (centrifuga Eppendorf).

6. Odeberte supernatant a precistéte ho filtraci pfes 0.22 uM stfikackovy filtr.

C. Gelova chromatogradfie

Postup prdce:

1. Odzatkujte kolonu naplnénou matrici Sephadex-G50 a nechejte pufr odkapat, az
hladina v koloné dosahne matrice.

2. Pomoci pipety naneste po kapkach 2.0 ml supernatantu precisténého filtraci.

3. Po naneseni nechte supernatant vsaknout do kolony, aZz hladina v koloné dosdhne
matrice. Poté pomoci pipety naneste po kapkach 2.0 ml pufru a kolonu zazatkujte.

4. Zacnéte jimat frakce do 10 ml zkumavek po 2 ml, kdy prGtok nastavte na 1-2
kapky/sekundu. Celkem nasbirejte 15 frakci.

5. Poté si do 16 zkumavek napipetujte 2.0 ml ¢inidla Bradfordové a postupné pridejte do
zkumavek po 100 ul jednotlivych frakci a zkumavky promichejte na vortexu. Do
posledni 16 zkumavky pfidejte 100 ul vody. Tato zkumavka bude pfi méreni
absorbance slouzit jako slepy vzorek.

6. Inkubujte zkumavky 15 minut na stole a poté zmérte absorbance pfi 590 nm, kdy jako

blank pouZzijte zkumavku s vodou.

Vyhodnoceni:

Do grafu poté zakreslete pribéh chromatografie na koloné naplnéné matrici Sephadex
G-50, kdy na osu x vyneste protekly objem a na osu y absorbanci pfi 590 nm. Pozorovany

vysledek zdlvodnéte.
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