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Extrakcia proteinov zo semien jacmena

Extrakcia SDS tlmivym roztokom - centrifugacia —» zrdzanie proteinov vymrazenym aceténom -

ulozenie pri =20 °C

ROZTOKY A VZORKY POMOCKY

Semena jacmena 0,59g-3x0,1g

SDS timivy roztok 3 x 1,5 ml

2 % SDS - 10 % glycerol - 50 mM DTT - 40 mM Tris-HCI, pH L s
6.8 automatické pipety
Acetén 80 %, vymrazeny (—20 °C) 3 x (4V + 1 chladena centrifiga

ml) = 3 X 7 ml

mlyncek - analytické vahy

centrifuga¢né skimavky 15 ml (PP) s uzaverom - 6 ks

CAS

=3 h

z toho 2 h trepanie
a zrdZzanie

trepacka - kadicky

mrazni¢ka —20 °C

Pracujte v triplikate - kazdy krok robte paralelne v 3 skimavkach (1, 2, 3) a vSetky hodnoty zapisujte do zdéznamového harku na

konci.
POSTUP

a AN ) Pomelte semena
E Na mlynceku pomelte @ semien
...} jatmena. Zaznamenajte odrodu.

v
a Navazte rozdrvené semena do 3
skumaviek

Do kazdej z troch 15 ml skimaviek navazte

semien. Skimavky oznatte 1, 2, 3 a

odrodou.

v

<
1 2 3

Pridajte SDS timivy roztok

L
E Do kazdej skimavky pridajte SDS

timivého roztoku a skimavku uzavrite.

v
Extrahujte na trepacke
Prerusované trepanie m pri laboratérnej

°
\
teplote a otadckach 120 RPM.

Q((. ; @

e Centrifugacia 1 - odstranenie

— nerozpusteného podielu
(60000 JRT) E 6000 g |- m - laboratérna teplota.
= V Na dne zostanu nerozpustené proteiny, nad

nou proteinovy extrakt.
v

Preneste extrakt a zapiSte objem (V)

Zo supernatantu odoberte ¢o najviac
extraktu do novej 15 ml skimavky. Neporuste

proteiny. Zapiste odpipetovany objem .

A BEZPECNOST - PRACA - LIKVIDACIA

Obilny prach @

Pri mleti drazdi dychacie cesty, je mozny
alergén. Mlyncek otvorit az po usadeni prachu;
po mleti ho vycistit Stetcom, nie fakanim.

SDS timivy roztok

Obsahuje SDS (H315 - H319 - H335) a DTT (H302 -
H315 - H319) - skodlivy pri poziti, dréazdi kozu, oci a
dychacie cesty; DTT silne zapacha.

@ Nitrilové rukavice a okuliare.

O Pipetovat len automatickou pipetou.

SDS peni - pri mieSani netrepat naprézdno,
pipetovat pomaly.

Trepanie
© Skimavky tesne uzavriet a uloZit do stojana
trepacky; pri poliati utriet a vymenit rukavice.

Centrifuga

Vyvazit - 3 skimavky triplikdtu rozmiestnit
symetricky alebo pridat vyvaZovaciu skimavku s
rovnakou hmotnostou vody.

Veko otvorit az po Uplnom zastaveni rotora.

Odpad po extrakcii

@ Skimavky so zvyskom semien a SDS pufru -
pevny chemicky odpad.

@ Zvysky SDS/DTT timivého roztoku - tekuty
chemicky odpad, nie do vylevky.
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Proces extrakcie proteinu

+1,5 ml 6000g vV ml +4-v 6000g
— — — — —
Pomleté Extrakcia Proteiny Extrakt Zrazanie
semena 1h, RT objem V 1h, —20°C
0,1lg
e Pridajte 4-nasobny objem
vymrazeného aceténu
* Pridajte aceténu vychladeného
Priklad: V=1,2ml > 4 x 1,2 = 4,8 ml aceténu.
Celkovy objem = 6 ml sa do 15 ml skimavky
zmesti.
v
Q Zrazajte proteiny
b | p ' . .
| Skimavky uzavrite a nechajte m pri
-20 °C}
* (-20 °C ). Roztok sa zakali, proteiny sa
vyzrazaju.
v
9 e~ Centrlf_ugaaa 2 - oddelenie
E zrazeniny
v

®

Zlejte supernatant

Supernatant opatrne zlejte do odpadovej nadoby na
aceton. Proteiny zostanu na dne.

003

Zaznamovy harok do protokolu

CETO|

v
Premyte, oznacte a ulozte
Pridajte [E] vymrazeného

aceténu a proteiny

rozsuspendujte prepipetovanim.
Skimavky dobre oznacte
(odroda, ¢islo opakovania, datum,

meno) a ulozte pri [ —20 °C].

Odroda ja¢mena:

Opakovanie 1

E +1 ml
—>
\/
Proteiny Suspenzia
+4 °C —-20°C

Acetén 80 % @@

H225 - H319 - H336 - EUH066 - velmi horlavy;

drazdi oci; pary sposobuju ospalost a zavraty;

vysusuje pokozku.

®) Davkovat len v digestore, flasu hned'
uzavriet.

0 Acetén prenikd nitrilom za menej ako minutu
- po poliati rukavice ihned vymenit.

Q Ziadny plamen, vari¢ ani iskry v blizkosti.

© Len skimavky z PP; polystyrén aceton
rozpusta.

Acetdén v mraznicke @

Q Len laboratérna mraznicka.

6 Skimavky tesne uzavreté, v stojane, aby sa
neprevrhli.

Centrifugacia acetonu @
© Uzévery dotiahnut, skimavky vyvazit;
centrifigu vopred vychladit na +4 °C.

@ Po centrifugacii skimavky otvarat v
digestore.

Aceténovy supernatant

() Zliat do odpadovej nadoby na acetén
(nehalogénované organické rozpustadla). Nie
do vylevky.

Zlievat pomaly, aby sa neuvolnili proteiny;

nadobu ihned' uzavriet.

Ulozenie pri —20 °C @

Q Len laboratérna mraznicka. Stitok musi odolat
aceténu (liehova fixka na PP, nie papierova
nalepka).

Opakovanie 2 Opakovanie 3

Navazka (g)

Objem extraktu V (ml)

Objem aceténu 4:V (ml)

Vzhl'ad / poznamka

dcmrpv
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