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Interakce s Cu?*

Biuretova metoda — chelatace Cu?* imidovymi strukturami, vznik ¢erveného
komplexu (550 nm), interference —glukosa, amonné sole, nékteré fosfaty, pro 1-10
mg/ml.

Hartreeho-Lowryho metoda — modifikovany biuret, druhou slozkou Cinidla je
cinidlo na fenoly (polykys. fosfowolframova a fosfomolybdenova), vznik modrého
zbarveni, vétsi citlivost, pro vétsi rozsah koncentraci.

bicinchoninova metoda alkalicka redukce Cu?* iontu a nasledné chelataci kys.
bicinchoninovou, vznik Cerveného komplexu, velmi citlivé na podminky reakce,
interference — redukujici sacharidy, amonné ionty, citlivost jako Lowry.

Ninhydrinova metoda

nejprve hydrolyza 6% Kkys. sirovou, neutralizace, derivatizace ninhydrinem,
meéfi se pfi 570 nm, kalibraéni standard leucin, asové naro¢né, interference —
amonne ionty

Stanoveni z UV spektra

vyuziti absorbance aromatickych aminokyselin pfi 280 nm, pro stanoveni
Cistych proteint 0,1-1mg/ml, interference — nukleové kyseliny (Ize eliminovat
souCasnym méfenim pfi 260 nm a korekci)

absorbance pfi nizSich vinovych délkach — méné Casté, pouze pro Cisté
proteiny, nutné odstranit kyslik z roztoku, interferuji mnohé kofaktory




Metoda podle Bradfordové

vazba Coomassie blue v kyselém prostredi (trifenylmethanova skup. na
nepolarni, -SO?* na bazické ¢asti), barevna zména (modra), pro globularni bilkoviny,
pomeérné hodné interferenci, kalibracni standard BSA, citlivéjSi nez Lowry a
bicinchoninova.

Stanoveni celkovych proteinu ze susiny

susSeni do konstantni hmotnosti pfi 105°C, nevyhoda — pouze pro velka
mnozstvi proteinu, nutné odstranit ostatni netékave latky.

Stanoveni dostupnych SH skupin

Ellmanovo Cinidlo — k. 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova (DTNB), vznik
thionitrobenzoatu, zluty (412 nm)

Stanoveni poctu disulfidovych vazeb

Clelandovo cCinidlo — dithiothreitol a dithioerythitol, vznikne cyklicka forma
Cinidla, absorpce pfi 283 nm

Stanoveni volnych aminoskupin

K. trinitrobenzensulfonova (TNBS), reakce zavisla na pH, méfi se pfi 345 nebo
420 nm



