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Stanovenie koncentracie proteinov

Bradfordovou metdédou

Rozpustenie proteinov z cvi¢enia ¢. 6 v IEF roztoku — kalibracna krivka s albuminom - reakcia s CBB

G-250 -» A595
ROZTOKY A VZORKY POMOCKY CAS
Proteiny z cv. €. 6 3 skimavky (E1-E3) chladena centrifuga ~ 3 h
IEF roztok 3 x 100-200 ul + na standardy a blank = mikroskdmavky 1,5 ml - = 35 ks kalibra¢na krivka sa

0,5 ml

8 M mocovina - 2 M tiomocovina - 2 % CHAPS - 50 mM DTT
Bradfordovo c¢inidlo = 26 ml (1 ml / skdmavku)

Vajecny albumin 0,01 g + 1 ml dest. vody

automatické pipety 0,5-10 pl, 10-100 ul, 100-1000 pl

stolova trepacka (vortex)

robi po¢as 1 h
rozpustania
plastové kyvety 1 cm

Spectroquant Pharo 300 - Excel

Paralelny postup: ¢ast B (kalibra¢na krivka) robte pocas 1 h rozpustania proteinov v kroku 6 ¢asti A. Cast C meria vzorky aj

Standardy spolu.

a Priprava vzoriek proteiny z cvicenia ¢. 6

POSTUP

(1) *

Rozmrazte IEF roztok

Vyberte IEF roztok z mraznicky a nechajte ho pomaly
rozmrazit pri laboratérnej teplote.

v
Centrifugujte proteiny z cvicenia ¢.
— 6
Skimavky E1-E3 vyberte z mraznicky.
Centrifugujte vo vychladenej centrifige pri

(+4 °C)a(max. oté¢kach ]

v

Zlejte acetdn
Aceténovy supernatant zlejte do odpadovej nadoby

na acetdn. Proteiny zostanu na dne skimavky.
v
Odparte zvysSny acetén
Otvorenu skimavku nechajte v digestore m

hore dnom a m dnom dole.

v

Pridajte roztok na rozpustenie
- proteinov (IEF)

E Pridajte | 100 pl | IEF roztoku. Ak je to
potrebné, pridajte dalSich [ 50-100 pl |.

Zapiste celkovy objem V..

v

A BEZPECNOST - PRACA - LIKVIDACIA

IEF roztok @

Tiomocovina (H302 - H351 - H361d - H411) a DTT

(H302 - H315 - H319) - skodlivy pri poziti;

podozrenie na rakovinu a poskodenie plodu; toxicky

pre vodné organizmy.

0 Rukavice a okuliare; nedostat na kozu, po
kontakte umyt.

@ Skimavku otvarat v digestore - DTT zapacha.

Nezahrievat - mocovina sa rozkladd a meni

proteiny. Tehotné s tiomocovinou nepracuju.

Aceton v skumavke @@

© Uzévery dotiahnut, skimavky vyvazit;

centrifdgu vopred vychladit na +4 °C.
»Najvyssie otacky“ = max. povolené pre 15 ml
skiimavku a rotor (pozri znacenie).

Acetdn - odpad @

@ Zliat do nadoby na acetén
(nehalogénované org. rozpustadla). Zlievat v
digestore, pomaly, aby sa neextrahované
proteiny neuvolnili.

Odparovanie acetéonu

@ Len v digestore so zapnutym odtahom.
Q Ziadny plamen ani vari¢ v digestore.
Proteiny nevysusit Uplne - horSie sa potom
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Rozpustajte 1 h
Pri laboratérnej teplote m Obcas

v
U rozsuspendujte prepipetovanim. Medzitym
pripravte kalibra¢nu krivku (¢ast B).

v

a Centrifugujte a preneste rozpustené

proteiny
Centrifugujte priamo v 15 ml skiimavke:

0 m - laboratdrna teplota.

Supernatant prepipetujte do novej
mikroskumavky (E1-E3). Nerozpusteny
material nechajte na dne.

=a) (]

B Kalibrac¢na krivka pocas kroku 6

Centrifugacia
© Overte, Ze 15 ml skimavka aj rotor znesu 6
000 g; nezabudnite vyvazit.

Pripravte zasobny roztok BSA

Rozpustite m BSA v @ destilovanej vody —
10 mg/ml |.

e 10 mg/ml

v

9 Nariedte 5 $tandardnych roztokov
- Do 5 mikroskiimaviek napipetujte standard a

: U‘U‘U‘U‘U IEF roztok podla schémy nizSie. Spolu vzdy
i (200 i)

02 04 06 08 1,0 |

Objemy 2-10 pl pipetujte pipetou s rozsahom
0,5-10 ul. Standardy sa riedia v IEF.

Riedenie Standardov BSA (Tab. 1) - spolu vzdy 100 pl

o-T T U T 7T

10 mg/mi 0,2 mg/m 0,4 mgm 0,6 mg/m 0,8 mgmi 1,0 mg/ml
0,01g/1ml 2 pl standardu 4 pl Standardu 6 pl standardu 8 pul Standardu 10 pl
dest. voda 98 ul IEF 96 pl IEF 94 pl IEF 92 ul IEF Standardu
90 pl IEF

Reakcia s ¢inidlom a meranie standardy a vzorky spolu

Vajecny albumin

Mozny alergén - prasok vazit opatrne,
nevdychovat. Pri alergii na vajcia pracovat v
rukaviciach.

IEF roztok @

0 Obsahuje tiomocovinu - rukavice, pozri krok
1. Zvysky - toxicky vodny odpad.

Q Bradfordovo ¢inidlo

CBB G-250 rozpustite v 96 % etanolu,
pridajte 85 % H3PO,, doplnite destilovanou
vodou do a prefiltrujte cez filtracny papier.

v
@ Napipetujte reakéné zmesi
Do kazdej 1,5 ml mikroskimavky dajte @
roztoku a @ Bradfordovho cinidla.

A Pripravte:

e Standardy: 5 koncentracii x 3 opakovania =
15

* vzorky: 3 extrakty x 3 opakovania = 9

e blank: 5 pl IEF + 1 ml ¢inidla

v

H3PO, 85 %

H290 - H314 - spdsobuje tazké poleptanie koze a
poskodenie oci.
@ Okuliare a rukavice, pracovat v digestore.

Kyselinu pridavat do etanolového roztoku, nie
naopak; potom riedit vodou.

Etanol 96 % @@

O H225 - H319 - velmi horlavy; mimo plameria.

Bradfordovo cinidlo

~ 9 % H3PO, + 5 % etanol + CBB - drazdi kozu a
oci; CBB farbi kozu, odev aj sklo.

@ Rukavice, okuliare a plast.

@ 1 ml davkovat automatickou pipetou alebo
davkovacom.
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PremiesSajte, preneste do kyviet a Kyvety
Komplex CBB-protein sa viaze na sklo - pouZzite

Inku.b!.lj.te . y plastové jednorazové kyvety (PS, 1 cm).
¢ ) PremieSajte na stolovej trepacke, preneste do © Kyvetu chytajte za matné steny; optické

kyviet a inkubujte m pri laboratérnej steny bez odtlackov.
preikveka - taplote. Farba sa meni z hnedocervenej na
modru.
v
@ Zmerajte absorbanciu LD ) .
@ Obsah kyviet » tekuty chemicky odpad
Spektrofotometer - - proti blanku. Merajte do (obsahuje aj IEF roztok s tiomoc&ovinou).
~60 min od pridania ¢inidla, komplex sa potom zréza. O Kyvety a mikroskdmavky - pevny odpad.
v
@ Zostrojte kalibraénu krivku a vypoditajte Kalibra€na krivka - ako ju &itat
koncentraciu
Ve - . ¥ 4 v 0,8 A=k c+q _
* Vypocitajte priemerné Agqg kazdého standardu (3 ’ R 2%0
opakovania). 06 /.
* V Exceli zostrojte graf A = f(c), pridajte linedrnu spojnicu Avzorky °
. < o4pmmmmmmmmmaaa %)’
trendu s rovnicou a R2. o |
* Z priemerného A kazdého extraktu vypocitajte 02 ./ '
koncentraciu: |~ O
C (mg/m'l_) = (A595 — q) / k 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
c albuminu (mg/ml)
Volitel'ne - obsah proteinov v semene:
m (mg) =c- VIEF (ml)-1,5/ Vextraktu (V z cv. €. 6 - korekcia,
ak sa nepreniesol cely 1,5 ml extrakt)
obsah (%) = m / navazka (= 100 mg) - 100 - porovnajte s
10-15 % v ja¢meni.
Ak A vzorky presahuje najvyssiu hranicu, extrakt nariedte IEF roztokom a
meranie zopakujte.
Zaznamovy harok do protokolu
Kalibracia - Aggs
A Az As g A
0,2 mg/ml
0,4 mg/ml
0,6 mg/ml
0,8 mg/ml
1,0 mg/ml
Rovnica: A = “C+ Rz =
Vzorky
Vg (M) A Az As OA c (mg/ml) obsah (%)
Extrakt E1
Extrakt E2
Extrakt E3

Pouzita literatdra

Bradford (1976) https: i.org/10.101 -2697(7

Podporené projektom

KEGA 012UCM-4/2025

UCmrpv Lab. cvi€enie &. 7 - Stanovenie koncentrécie proteinov Bradfordovou metédou - strana 3/ 3


https://doi.org/10.1016/0003-2697(76)90527-3

	Stanovenie koncentrácie proteínov Bradfordovou metódou

