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RieSenie sa tyka fixa¢no-vymyvacieho roz-
toku na stanovenie bielkovin detekénou
technikou striebrom. Roztok obsahuje 40 aZ
50 obj. dielov metylalkoholu, 10 aZ 12 obj.
dielov kyseliny octovej, 38 aZ 50 obj. dielov
deionizovanej vody a 0,2 aZ 0,5 obj. dielov
glutaraldehydu. Roztok mé vyuZitie pri fi-
xovani bielkovin v polyakrylamidovych gé-
loch, najmé pri stanoveni bielkovin deteké-
nou technikou striebrom na biochemickych
pracoviskédch, v pivovarnictve a farmaceu-
tickom priemysle.

259362




259362

3

Vynélez sa tyka fixatno-vymyvacieho roz-
toku na stanovenie bielkovin detek&nou
technikou striebrom.

Z literatiry st zndme mnohé obmeny tzv.
fixatného roztoku. Zakladate! metddy far-
benia striebrom v polyakrylamidovom géle
Merril doporuduje vo vSetkych jeho pré-
cach zmes 50 % metylalkoholu -+ 12 % Kky-
seliny octovej vo vode. Rovnaki zmes dopo-
rutujd i Schleicher M. a Watterson D. M.
{Anal. Biochem. 131, 312, 1983). Zmes me-
tylalkoholu resp. etylalkoholu a Kkyseliny
octovej v roznych niZ8ich koncentracidch u-
védzaji rozni ini autori. Niektoré metodiky
uvadzaja fixatné roztoky, ktoré obsahuji i-
né latky, najmé kyselinu trichléroctovd a
kyselinu sulfosalycilovi v réznych koncen-
tracidch. Glutaraldehyd ako fixativum pri
tejto technike prvy pouZil r. 1980 Oakley a
spol. (Oakley B. R., Krisch D. R. a Morris
N. R.: Anal. Biochem. 105, 361, 1980) vo for-
me 10 % vodného roztoku. Iné fixa¥né lat-
ky nepouZili. Glutaraldehyd si naSiel odvte-
dy prvé miesto v metodike farbenia strieb-
rom ako vodny roztok v koncentracii 10 %,
iba v jednom pripade v koncentracii 1%
(Porro M., Viti S., Antoni G. a Saletti M.: A-
nal. Biochem. 127, 316, 1982).

Vizba glutaraldehydu na bielkovinu pred
aplikdciou striebornych idnov zvy3uje citli-
vost stanovenia farbenim striebrom, ak sa
pouZije strieborny i6n vo forme amoniakal-
neho komplexu. Nevyhodou stanovenia bez
pouZitia glutaraldehydu je jeho niZsia cit-
livost. PouZitim glutaraldehydu vo forme
10 %-ného vodného roztoku sa v3ak pra-
covny proces znatne predlZuje, pretoZe vy-
myvanie glutaraldehydu z gélu je velmi
zdlhavé a vZdy nedokonalé, v désledku co-
ho ostédva po zafarbeni pozadie. Prica s glu-
taraldehydom v koncentrécii 10 % je naviac
zdraviu Skodliva.

Uvedené nevyhody odstratiuje fixa€no-vy-
myvaci roztok pre detek&nu techniku strieb-
rom, ktorého podstata spociva v tom, Ze ob-
sahuje 40 aZ 50 objemovych dielov metylal-
koholu, 10 aZ 12 objemovych dielov kyseliny
octovej a 38 aZ 50 objemovych dielov vody
a t4to zmes obsahuje 0,2 aZ 0,5 obj. dielov
glutaraldehydu.

Vyhodou fixaéno-vymyvacieho roztoku po-
dla vynélezu je, Ze fixuje bielkoviny v po-
lyakrylamidovom géle, vymyje nizkomole-
kulové latky z gélu a sG¥asne zabezpeli, Ze
glutaraldehyd sa velmi u€inne naviaZe na
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bielkovinu i v pouZitej nizkej koncentracii.
Védzba je dostatotne pevnd a to, aby pri po-
sobeni dalSich roztokov ostal glutaraldehyd
na bielkovinu naviazany, zatial o nenavia-
zany sa z gélu odstrani. T4dto skutocnost je
jedna z podmienok, ktoré zabezpeluji, Ze
gél ostane po zafarbeni striebrom prakticky
bez pozadia.

Priklad 1
Priprava fixatno-vymyvacieho roztoku:

Pripravi sa zmes, pozostdvajica z 50 ob-
jemovych dielov metylalkoholu, 12 objemo-
vych dielov koncentrovanej kyseliny octo-
vej a 38 objemovych dielov deionizovanej
vody. Do tejto zmesi sa pridd 1 objemovy
diel 25 % glutaraldehydu.

Priklad 2

Postupovalo sa ako v priklade 1 s tym
rozdielom, Ze sa pripravila zmes pozostiva-
jdca zo 40 objemovych dielov metylalkoho-
lu, 10 objemovych dielov kyseliny octovej
a 50 obejmovych dielov vody.

Priklad 3

Postupovalo sa ako v priklade 1 s tym
rozdielom, Ze do zmesi sa pridali 2 objemo-
vé diely glutaraldehydu (25 %).

Priklad 4

Spésob stanovenia bielkovin detekénou tech-
nikou striebrom

Po ukonéeni elektroforézy sa gél preperie
fixeéno-vymyvacim roztokom uvedenym v
prikladoch 1, 2, 3. Potom sa gél premyva
vodou, dalej sa pfdsobi roztokom amoniakal-
neho strieborného komplexu, gél sa dalej
vymyje 0,001 M hydroxidom sodnym a vyvo-
14 sa roztokom kyseliny citrénovej a form-
aldehydu. Potom sa proces zastavi stop-ki-
pelom a gél sa nakoniec premyje vodou.

Fixatno-vymyvaci roztok podla vynédlezu
mo¥no pouZit pri fixovani bielkovin v poly-
akrylamidovych géloch. Jeho 3pecidlne vyu-
¥itie je pri stanoveni bielkovin v polyakryl-
amidovom géle detek&nou technikou strieb-
rom.

PREDMET VYNALEZU

Fixatno-vymyvaci roztok pre detekdni
techniku striebrom, obsahujici metylalko-
hol, kyselinu octovid, vodu a glutaraldehyd,
vyznadujici sa tym, Ze obsahuje 40 aZ 50
objemovych dielov metylalkoholu, 10 aZ 12

objemovych dielov kyseliny octovej, 38 aZ
50 objemovych dielov deionizovanej vody a
0,2 a¥ 0,5 objemovych dielov glutaraldehy-
du.
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