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(64) Spﬁsob detekcie bielkovin delenych v polyakrylamidovom aéli

Vyndlez spadé do odboru analytickych, bio-
chemtckych metod. RieZi splsob detekcie
bielkovin delenych v polyakrylamidovom géli,
pri ktorom sa postupuje tak, Ze elektrofo-
resgramy sa detekuju nasftenym roztokom
1:2 kovokomplexného arofarbive chromu, ko-
baltu alebo Zeleza bis(l-feny1-3-alkyi-5—
-hydroxyl pyrozolyl) dibenzoovej kyseliny
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kde X Je chrém, kobalt alebo Zelezg v roz-
toku kyseliny octove] alebo trichlorovej.
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Vynélez sa tyka zpdsobu detekcie bielkovin delenych v polyakrylamidovom géli.

V silasnej dobe sa na detekciu bielkovin pouZiva 4~amino-5-hydroxy-3-(paranitrofenyla
20)-6-(fenylazo-2,7) naftalendisulfonovéd kyselina, dvojsodnd sol ako procentudlny roztok
v roztoku kyseliny octovej, itrichloroctove] alebo v inych rozpi¥tedléch, %o je popisané
v prdcach monografického charakteru autora Devisa D. A.,, Disc electrophoresis II,

N 4 Acad. Sci, 1964 a sutora Msurera H. R., Disc elektrophoresid Theorie und Praxix der
diskontinnierlicher Polyacrylamidgel-Elektrophorese, Walter de Gruyter and Co., Berlin,
1968. Tieto farbivé vykesujd krdtkodedd trvanlivost v rozsehu niekoYkych dnt.

Uvedené nedostatky si odstrénené u zpdsobu detekcie bielkovin delenych v polyskrylemi-
dovom géli podla vyndélezu, ktorého podstatou je, Ze na elektroforeogramy sa detekujd na-
sftenym roztokom 1:2 kovokomplexného azofarbiva chrému, kobaltu alebo %eleza bis (1-fenyl-
-3-alkyl-5-hydroxylpyrozolyl) dibenzoovej kyseliny vzorca I
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kde X je chrém, kobalt alebo felezo v roztoku kyseliny octovej alebo trichléroctovej.

V¥hodou zp8sobu detekcie bielkovin delenych v polyakrylamidovom géli podla vyndlezu
Je, Ze trvanlivost - stdlost farbiva v zévislosti na Zase za beiného osvetlenia a teploty
presahuje dobu jedného roka. Spektrum poskytovanych farieb Je vyhodné pre vyhodnotenie
elektroforeogramov na rbznych typoch denzitometrov pro r8znej vlnovej alzke. Urdity stupen
rozdielnosti v selektivite farbenie jednotlivych komponentov bielkovin umoZnuje -&tudovat
kvalitat{vne aspekty delenia bielkovin.

V d8sledku substitucie chrému a metylovych skupfn ingmi radikdlmi ako je kobalt alebo
Zelezo vznikd Biroké ferebné spektrum. Farbivéd tohoto typu sa ispedne aplikoveli na detekciu
bielkovin delenych elektroforeticky v polyskrylemidovom géli, nakolko v oblasti pH pod
izoelektricky bod molekule bielkoviny je kladne nabitd, &fim sa vytvéraaﬁ podmienky pre vie-
zanie elektrostatickymi améniovymi zloZkami farbiva.

Predmet vyndlezu je ilustrovany na priklade prevedenia.
Pr{klad prevedenia’

Rastlinné bielkoviny, izolované zo zrna obilnin, boli delené elektroforetickou
metddou v polyakrylamidovom géli. Na priloZenom obrdzku je znédzornené farebné spektrum
aplikovanfch prepardtor, farbenych nasytenych-roztokom farbiva v 7 %-nej kyseline octovej.
Farbenie sa uskutodnilo tak, %e polyakrylemidové gély sa preniesli do kadi¥iek e farbivom
a nechali stét po dobu 12 hodin. Potom sa prebytok detek&ného &inidla zliael a zvy¥ok &inid-
la sa odstrédnil viacndsobnou dekontamindciou roztokom 7 %-nej kyseliny octovej & destilova-
nou vodou. PouZilo sa 1:2 kovokomplexné arofarbivo. -
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Spdsob podla vyndlezu Jje moiné vyuZit okrem nazns&eného smeru na rieSenie problemati-
ky stanovenia 3pecifickych bielkovin, v&ftane enzymov.

PREDMET VINLKLEZU

Spdsob detekcie bielkovin delenych v polyakrylamidovom géli vyznadeny t¥m, Ze
elektroforeogramy sa detekujui nasytenym roztokom 1:2 kovokomplexného azofarbiva chrému,
kobaltu alebo Zeleza bis (1-fenyl-3-alkyl-5-hydroxyl pyrozolyl) dibenzoovej kyseliny
vzorca 1
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kde X je chrom, kobalt alebo Zelezo v roztoku kyseliny octovej, alebo trichlérovej.
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