Srazeci metody



Srazeni

* Nezameénovat s denaturaci — bilkoviny
zustavaji v nativnim stavu

* Prvni metody pouzivane pro separaci
bilkovin — EtOH, (NH,),SO,

 Filtrace nahrazena centrifugaci



Rozpustnost bilkoviny

» Vlastnostmi bilkoviny — distribuce
hydrofobnich a hydrofilnich skupin na
povrchu bilkoviny




Rozpustnost bilkoviny

* Vlastnostmi roztoku — pH, 1ontova sila, org.
rozpoustédla, org. polymery, teplota



Izoelektricka precipitace
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Srazeni neutralnimi solemi
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Prakticke aspekty

e Hofmeistrova rada

Anionty
SCN-, J-, CIO,, NO;, Br, CI-, Ac’, SO,*,
PO’

Kationty
Na™, K", NH,"




(NH4)2SO4

Rozpustnost se malo méni s teplotou

Saturovany roztok 4 M - hustota 1,235g/cm?
umoznuje centrifugaci agregovanych
bilkovin (hustota 1,29 g/cm?)

Levny
Stabilizuje bilkoviny
Relativné Cisty



Srazeni - dvojstupnove
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Pridané mnozstvi

e Tabulky

* Vzorce - | ! 3
!



Provedeni  pevny NH,),S0,

nebo
saturovany roztok

(NH4)ZSO4

uprava pH
NH,OH




Srazeni org.rozpousteédly
misitelnymi s vodou

* Rozpoustédla rusi solvataCni obal bilkoviny
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Vybér rozpoustédla

« Kompletné misitelné s vodou
* Nereaguje s bilkovinou
* Musi mit dobry precipitacni efekt

EtOH, aceton, MetOH, propanol, dioxan



Srazeni org.rozpousteédly
misitelnymi s vodou

COHN - separace plazmatickych bilkovin
EtOH

Nutno provadét pi1 T < 0 °C, pr1 vétsi
teploté dochazi k denaturaci

Dvojstupnove
Ptidavky z tabulky nebo podle vzorce



Srazeni org.polymery

Princip 1denticky s rozpoustédly

DEAE dextran

PEG

Polyakrylova kyselina
Rivanol

Kaprylova kyselina



Srazeni selektivni denaturaci

« P11 t¢to metode denaturujeme balastni bilkoviny,
cilova bilkovina musi zustat z 85 - 90 % v
nativnim stavu.

e Denaturacni vlivy — T, pH, org. rozpoustédla

« Bilkovina musi nejen denaturovat 1 precipitovat
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Tepelna denaturace

* Doba inkubace je dulezita pouze pro
reprodukovatelnost — denaturacni kiivka se
tim posouva po teplotni ose, ma vyznam pro
vyhtivani vétsich objemu

» Pridavky nckterych latek (substraty,
koenzymy, inhibitory) zvySuji stabilitu
cilovych bilkovin



* pH pf1 tepeln¢ denaturacit musi byt presné
definovano

 Pri vySSi teploté bézi vice proteolyza



pH denaturace

* Provadét za definovane teploty
« Zmény pH d€lat co nejrychleji

* Pro zmény pokud mozno nepouZzivat siln¢
kyseliny a zasady



pH 5 HAc pH 8 Tris
pH 4 k.mléCna pHO DEA
pH 2 H,PO,, H,SO, pH 11 NaOH

« Extrémy pH — bilkovina siln€ 1onizovana a
zustava v rozpusSténém stavu -1tné
zpetna uprava pH



Denaturace org.rozpoustédly

* Pfi srazeni organickymi rozpoustédly —
T<0°C

 P1i denaturaci organickymi rozpoustédly —
T=20-30°C

« Alkoholy s delsimi alifatickymi fetézci maji veétsi
denaturacni vliv

* T a pH musi byt presn¢ definovany

EtOH, MetOH, aceton



