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Homogenizacija tkiva in frakcionirno obarjanje proteinov z amonijevim sulfatom  
(Teorija je v skriptih na straneh 15 - 37.) 
 
Namen vaje: Spoznati  ustrezne  načine  homogenizacije  glede  na  vrsto  izhodnega  materiala,   izvesti  začetno  izolacijo  
proteinov  ter  spoznati  načine  koncentriranja  in  menjave  pufrov  raztopin  proteinov. 
 
Uvod: Pri   raziskovanju   življenjskih   procesov   na   molekulski   ravni   moramo   molekule,   ki   pri   tem   sodelujejo,  
………………………..-  to   je   ločiti   od   vseh   ostalih.   Izbrani   izhodni   material   najprej   po  
potrebi………………………...,  potem  pa  sledijo  različne  metode  izolacije. 
 
 
Potek dela: 
 
1. Izhodni  material  je:  (Obkroži!) 
 
 zmrznjen organ                   odporen material bakterijskega izvora         material glivnega izvora 
 
 mehkejše  tkivo                odporen material rastlinskega izvora 
 
      V  tem  primeru  homogeniziraš  s:  (Obkroži!) 
 
      terilnico          stresanjem v posodi s steklenimi kroglicami 
 
      osmoznim  šokom                      homogenizerjem  z  nožički                 ultrazvokom 
 
2. Nato  homogenat  prelij  v  centrifugirko  in  previdno  nakisaj  do  pH  3,5,  da………………………………………… 

…………………......………………………………………………………………………………………………. 

3. Centrifugirke  uravnoteži,  da  je  rotor  simetrično  obremenjen.  Sledijo  tri  stopnje  centrifugiranja  (Slika  1): 
 

 
Slika 1: Stopnje centrifugiranja. 

 
 

4. Centrifugiraj 10 minut pri 8000 vrt./min. Med centrifugiranjem v  dve  čaši zatehtaj po 5,4 g in 4 g (NH4)2SO4. Z 
merilnim   valjem   odmeri   20   mL   supernatanta   (bistro   raztopino   nad   sedimentom).   Prelij   ga   v   čašo   s   5,4   g  
(NH4)2SO4,  čašo  postavi  na  led  in  previdno  mešaj,  da  se  sol  raztopi. 

5. Vsebino  čaše  prelij  v  centrifugirko,  uravnoteži  po  dve  centrifugirki  in  centrifugiraj  10  minut  pri  8000  vrt./min.  
Ves  supernatant  prelij  v  čašo  s    4,0  g  (NH4)2SO4.  Na  ledu  mešaj,  da  se  sol  raztopi.  Oborjene  proteine  (sediment)  
raztopi  v  1  mL  0,1  M  NaCl  in  shrani  v  označeni  mikrocentrifugirki. 

6. Centrifugiraj 20 minut pri 8000 vrt./min. Supernatant zavrzi, oborjene proteine (sediment) pa raztopi 
(suspendiraj) v 5 mL 20 mM NaOAc pufra, pH 5,0. 0,5 mL vzorca shrani v mikrocentrifugirki za encimski test, 
preostali vzorec pa prelij v erlenmajerico. 

 
 
Sledi  dializiranje  v  dializnem  črevesu  in  nadaljnje  čiščenje  proteinov  s  kromatografskimi  metodami  (pri  naslednjih  
vajah).  
 
 



Odgovori  na  vprašanja: 
 
1. Za zmes proteinov v frakciji, ki si jo shranil na koncu, velja, da: 

a) so  topni  pri  40%  nasičenju  z  (NH4)2SO4 
b) se  oborijo  pri  40%  nasičenju  z  (NH4)2SO4 
c) so topni pri 40-70%  nasičenju  z  (NH4)2SO4 
d) se oborijo pri 40-70%  nasičenju  z  (NH4)2SO4 
e) so  topni  pri  >  70%  nasičenju  z  (NH4)2SO4 
f) so bolj hidrofobni od proteinov v predhodni usedlini 
g) so bolj hidrofilni od proteinov v predhodni usedlini 

 h) imajo nativno strukturo 
 
2. Obkroži  tehnike,  s  pomočjo  katerih  lahko  menjamo  pufer  proteinskega  vzorca  oz.  vzorec  razsolimo! 

a) dializa 
b) ionsko-izmenjevalna kromatografija 
c) ultrafiltracija 
d) gelska filtracija 
e) izsoljevanje 

 
3. Naštej  tri  načine,  s katerimi  pri  izolaciji  proteinov  zmanjšamo  neželeno  delovanje  peptidaz. 
 a) 

 b) 

 c) 

 
4. Nasičena  raztopina  (NH4)2SO4 vsebuje  pri  4  °C  675  g/l.  Koliko  g  (NH4)2SO4 moraš  dodati  50  mL  30%  nasičene  

raztopine,  da  boš  dobil  80%  nasičeno? 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


