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) {54) Stprava na stanovenie bielkovin detekénou technikou striebrom

1 ' 2

RieSenie sa tyka stipravy na stanovenie
bielkovin detek&nou techmikou striebrom.
Podstata tejto stipravy na stanovenie bielko-
vin spotiva v tom, Ze obsahuje oddelene
Sest zloZiek vo forme roztokov, priom prvé
zlo¥ka obsahuje vodny roztok glutaraldehy-
du, druhd zloZka roztok zmesi hydroxidu a-
ménneho a hydroxidu sodného, tretia zloZ-
ka roztok dusidnanu strieborného, Stvrta
zloZka roztok hydroxidu sodného, piata zloZ-
ka roztok kyseliny citrénovej a Siesta zloZ-
ka vodny roztok formaldehydu. RieSenie ma
vyuZitie pri stanoveni bielkovin v platiio-
vych polyakrylamidovych géloch a to naj-
mé v biochemickych pracoviskéch, v pivo-
varnictve, farmaceutickom priemysle a pod.
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Vynélez sa tyka sipravy na stavenie biel-
kovin detekénou technikou striebrom.

Stprava na farbenie striebrom, ktorii vy-
rdba firma Bio-Rad (USA) pracuje na za-
klade metodiky, ktord opisal Merril a spol.
(Meril C. R., Goldman D., Sedman S. A. a
Ebert M. H.: Science 211, 1437, 1931). Inu
stipravu pod obchodnym ndzvem GELCODE
vyrabaji dve firmy v USA s urgitymi obme-
nami, avSak u oboch je postup odvodeny z
metodiky podla Sammonsa [Ochs D. C., Mc-
Conkey E. H. a Sammons D. W.: ¥lectropho-
resis 2, 304, 1981). Ani jedna z menovanych
siprav nepouZiva strieborné iény vo forme
amoniakdlneho komplexu.

Nevyhody doteraz vyrabanych siprav spo-
¢ivaju hlavne v tom, Ze g€l po spracovani
mé pomerne intenzivne pozadie. Podia fi-
remnych ndvodov pracovny postup trva vel-
mi dlho alebo na dosiahnutie optimélneho
zafarbenia autor jednej metodiky (Meril C.
R., Goldman D. a Van Keuren M. L.: Electro-
phoresis 3, 17, 1982} doporufuje po prvom
farbeni eSte dvakrat odfarbit a farbenie
znova zopakovat.

Uvedené nevyhody odstraifiuje sdprava na
stanovenie bielkovin detekénou technikou
striebrom podla vyndlezu. Podstata vyndle-

zu_ spo€iva v tom, Ze slprava obsahuje

oddelene zloZky vo forme roztokov pre pri-
pravu pracovnych roztokov. Obsahuje me-
tanol, kyselinu octovi, glutaraldehyd a vo-
du pre pripravu fixa&no-vymyvacieho rozto-
ku, s vfhodou v objemovych pomeroch 50 :
: 12 : 38 : 0,25. Pre pripravu amoniakédlneho
strieborného komplexu ako farbiaceho roz-
toku stuprava obsahuje vedny roztok hydro-
xidu sodného a hydroxidu draselného alebo
ich zmes a roztok dusi¢nanu strieborného.
Pre pripravu vymyvacieho roztoku obsahuje
roztok hydroxidu sodného s vyhodou o kon-
centrécii 0,001 M pred pouZitim. Pre pripra-
vu vyvojky stiprava obsahuje roztok kyseli-
ny citrénovej, vodny roztok formaldehydu
a vodu. Pre pripravu zastavovacieho ktpela
stiprava obsahuje roztok metanolu a roztok
kyseliny citrénovej.

Vyhody stpravy na stanovenie bielkovin
podla vynédlezu spoé&ivaji v tom, Ze apliko-
vanim jednotlivych roztokov pripravenych
podia prikladu 1 a postupom podla prikla-
du 2 sa obdrZi gél s bielkovinami zafarbe-
nymi striebrom so zanedbatelnym pozadim
a cely pracovny postup trva 160 minut.

Priklad 1

Z koncentrovanych roztokov stpravy na
stanovenie bielkovin detek&nou technikou
striebrom sa pripravia pracovné roztoky.
a) Fixatno-vymyvaci roztok sa pripravi tzk,
Ze do 100 objemovych dielov zmesi metanol,
kyselina octova a voda v objemovych po-
meroch 50 : 12 : 38 sa pridéd 1 objemovy diel
25 % vodného roztoku glutaraldehydu. b)
Roztok amoniakédlneho strieborného komple-
xu sa pripravi pomalym zmieSavanim 5 cb-
jemovych dielov roztoku zmesi 8,1 objemo-
vych dielov 17,3 % hydroxidu aménneho a
81,4 objemovych dielov 0,14 M hydroxidu
sodného s 1 objemovym dielom 20 % roz-
toku dusiénanu strieborného a zriedenim
tejto zmesi 60,7 objemovymi dielmi deioni-
zovanej vody a nasledujicim filtrovanim, c)
Vymyvaci roztok hydroxidu sodného sa pri-
pravi 200-ndsobnym zriedenim roztoku 0,2
M hydroxidu sodného. d) Vyvojka sa pripra-
vi zmie$anim 0,1 objemového dielu 20 %

roztoku kyseliny citréonovej, 400 objemovych

dielov vody a 0,4 objemovych dielov 37 %
vodného roztoku formaldehydu. e} Stop-ki-
pel sa pripravil zmieSanim 400 objemovych
dielov 20 %-ného metanolu s 1 objemovym
dielom 20 % roztoku kyseliny citrénovej.

Priklad 2

Po skoncéeni elektroforézy bieMovin v
platiiovom polyakrylamidovom géle, pri po-
uZiti roztokov uvedenych v priklade 1 sa
gél vymyva 2 X 30 minit vo fixa&no-vymy-
vacom roztoku a preperie 3 krat 15 mintit
vodou. Na gél sa potom pbsobi 15 miniit roz-
tokom amoniakédlneho strieborného komple-
xu. Gél sa dalej vymyva vymyvacim rozto-
kom hydroxidu sodného 3 krat 10 minit a
sa vyvoldva dovtedy, kym sa objavujd no-
vé zony bielkovin (cca 3 mintty). Vyvola-
vanie sa zastavi 10 mindtovym pranim v
stop-kipeli a nakoniec sa gél preperie 1
hodinu vodou. Takto pripraveny gél sa po-
uZije na vyhodnotenie.

Vynélez mé vyuZitie pri stanoveni bielko-
vin v platiiovych polyakrylamidovych géloch
pritommych vo velmi nizkej koncentrécii.
Uplatni sa najméd v biochemickych labora-
téridch najroznejSej Specializdcie, Kklinic-
kych laboratériach i v niektorych priemys-
lovych odvetviach napr. v pivovarnictve, far-
maceutickom priemysle a pod.
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PREDMET VYNALEZU

1. Stprava na stanovenie bielkovin detekc-
nou technikou striebrom obsahujica odde-
lene zloZky vo forme roztokov pre pripra-
vu pracovnych roztokov, vyznafujica sa
tym, Ze obsahuje metanol, kyselinu octovq,
glutaraldehyd a vodu pre pripravu fixatne-
vymyvacieho roztoku, vodny roztok hydro-
xidu sodného a hydroxidu amdénneho alebo
ich zmesi a roztok dusitnanu strieborného
pre pripravu amoniakdlneho strieborného
komplexu ako farbiaceho roztoku, roztok
hydroxidu sodného pre pripravu vymyvacie-
ho roztoku, roztok kyseliny citrénovej, vod-
ny roztok formaldehydu a vodu pre pripra-
vu vyvojky, roztok metanolu a roztok kyse-
liny citrénovej pre pripravu zastavovacieho
ktpela.

2. Stprava na stanovenie bielkovin, po-
dla bodu 1, vyznaujica sa tym, Ze fixaéno-
vymyvaci roztok obsahuje metanol, kyseli-
nu octovi, vodu a glutaraldehyd v objemo-
vych pomeroch 50 : 12 : 38 : 0,25.

3. Stprava na stanovenie bielkovin, po-

dla bodu 1, vyznadujica sa tym, Ze farbiaci
roztok pred pouZitim obsahuje amoniakdlny
strieborny komplex pripravitelny zmie3anim
0,1 M roztoku hydroxidu sodného, 26 % roz-
toku hydroxidu amdnneho, 20 % roztoku
dusitnanu strieborného a vody v objemo-
vom pomere 10 : 0,42 : 1,65 : 88.

4, Suprava na stanovenie bielkovin, po-
dla bodu 1, vyznadujtica sa tym, Ze vymyva-
ci roztok pred pouZitim mé& koncentrdciu
0,001 M.

5. Stprava na stanovenie bielkovin, po-
dla bodu 1, vyznadujica sa tym, Ze vyvojka
obsahuje 0,1 objemového dielu 20 % rozto-
ku kyseliny citrénovej, 0,4 objemovych die-
lov 37 % vodného roztoku formaldehydu a
400 objemovych dielov vody.

6. Stprava na stanovenie bielkovin, po-
dla bodu 1, vyznalujica sa tym, Ze zastavo-
vaci kupel obsahuje 400 objemovych dielov
20 % metanolu a 1 objemovy diel 20 % roz-
toku kyseliny citronovej.
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