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VLASTNOSTI PROTEINU

Roztoky proteinii ve vodé maji vlastnosti molekularnich koloidnich disperzi. Rozpustnost proteinti je
dana pfitomnosti aminokyselin, které obsahuji v postrannim fetézci polarni skupinu. Rozpustnost
naboje (rozdilu mezi poctem kladnych a zapornych naboji) proteinu se zvySuje jeho rozpustnost.
Ponévadz proteiny obsahuji kyselé a bazické aminokyseliny, které obsahuji v postrannim fetézci
ionizovatelné skupiny, 1ze velikost vysledného néboje proteinu ovlivnit zménou pH roztoku. V tzv.
izoelektrickém bodé (pl) je pocet jeho kladnych a zapornych naboji shodny a Castice se chova
navenek jako elektroneutralni. V izoelektrickém bodé¢ se protein nepohybuje v elektrickém poli, roztok
ma nejmensi elektrickou vodivost, osmoticky tlak, viskozitu a nejsnaze se protein srazi
dehydratacnimi Cinidly (ztrata hydratacniho obalu).

Rozpustnost proteini velmi vyrazné ovliviiuje piitomnost
ionti vroztoku. Ve vodé¢ lze jejich rozpustnost zvysit
pridavkem malého mnozstvi soli (vsolovani), jejiz ionty se

podili na stabilizaci hydrata¢niho obalu proteinu, snizeni

Log (rozpustnost)

interakci mezi nabitymi skupinami proteint a zvySeni interakci
proteinu s molekulami rozpoustédla. Se zvysujici se hodnotou
iontové sily roztoku se rozpustnost proteinu po dosazeni urcité

maximalni rozpustnosti postupné snizuje, az dojde k aplnému

vysrazeni daného proteinu zroztoku (vysolovani). Pficinou
tohoto vysoleni je sniZeni aktivity molekul vody (ionty soli lontova sila
soutézi s proteiny o molekuly rozpoustédla), ¢imz se mimo jiné snizuje elektrostatické odpuzovani
shodné nabitych skupin proteinti. Ruzné soli se ve vysolovacim uéinku velmi lisi. Nejsilngjsi
vysolovaci u¢inek maji fosfaty a sirany, nejmensi jodidy a chloristany. Kationty v porovnani s anionty
maji na rozpustnost proteinti mnohem mensi vliv.

Koncentrace soli, pii které dochazi k vysolovani proteinti, je dana jednak typem proteinu, ale
rovnéz typem soli a hodnotou pH (nejnizsi rozpustnost je v izoelektrickém bod¢). Odstranénim
pridavku soli (napf. zfedénim, dialyzou) se proteiny opét rozpusti a obnovi se jejich nativni

funkce (renaturace).

Vysolovani se pouziva v prvnich krocich pii izolaci proteinii ze smési za G¢elem zakoncentrovani
nebo ¢asteéného odd€leni od ostatnich latek z roztoku (tzv. frakcionace).

Pro vysolovani proteint se nejéastéji pouziva siran amonny (je velmi dobie rozpustny a vykazuje
maly denaturacni u¢inek na proteiny). Pfi jeho pouziti se vSak musi sledovat hodnota pH roztoku,
ponévadz v disledku hydrolyzy dochazi k okyselovani roztoku. Do roztoku s proteiny se ptidava
bud’ pevny (rozetfeny v tieci misce) v malych davkach nebo ve formé nasyceného roztoku. Béhem
pridavku soli je nutno s roztokem neustale michat, aby se zabréanilo lokalnimu nasyceni. VéEtsina
proteind se srazi z roztoku mezi 30-75 % nasyceni, tzn. po pfidavku takového mnozstvi soli do
roztoku, které odpovida 30-75 % mnozstvi soli potfebné¢ho ke vzniku nasyceného roztoku této
soli. Po pfidani potfebného mnozstvi soli se roztok proteini micha asi 30 minut, aby se ustalila

rovnovaha, a srazenina se poté oddéli od roztoku centrifugaci.
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Aktivitu molekul vody (stabilizaci hydratacniho obalu proteinll) a tim i rozpustnost proteini 1ze
snizit ptidavkem organickych rozpoustédel, napf. ethanolu nebo acetonu, které v dusledku snizeni
dielektrické konstanty prostfedi zvysuji elektrostatické interakce mezi opacné nabitymi skupinami
proteinu. V porovnani se solemi vykazuji vSak vétsi denaturacni ucinek, proto se provadi srazeni
za nizké teploty (pod 0 °C) a udrZzovani pH na pozadované hodnoté. Po snizeni koncentrace
organického rozpoustédla se ziskd zpét nativni protein. Za vyssi teploty dochdzi ve vétsi mite

k ireverzibilni denaturaci.

Nativni konformace proteind jsou v roztoku pomérmé malo odolné vic¢i riznym fyzikalnim
a chemickym vliviim, které rozrusuji ¢aste¢né nebo i Gplné nevazebné interakce, které stabilizuji
terciarni a sekundarni strukturu. Pokud se porusi kovalentni struktura proteinu (tzn. peptidové
vazby v primarni struktufe), protein ztrati své biologické vlastnosti. Tento dé& nazyvame
denaturace. Pfi denaturaci proteinu pfechdzi jeho vysoce uspofadana nativni konformace do
stavu caste¢né nebo zcela neusporadaného (tzv. nahodného klubka). Z fyzikalnich Cciniteld
zpusobuje denaturaci napf. teplo (u vétSiny proteint jiz teplota nad 40—50 °C), tfepani, vysoky
tlak, UV zafeni, ultrazvuk. Z chemickych vlivi jsou to napf. silné kyseliny a hydroxidy, kationty
tézkych kovi, tenzidy, nékteré organické kyseliny. Citlivost riznych proteind vuci uvedenym
vliviim neni stejna a zavisi rozdilnou mérou na hodnoté pH roztoku, jeho iontové sile, druhu
pritomnych ionti atd. Denaturace je Casto nevratna (ireverzibilni), u nékterych proteini za
vhodnych podminek miize byt vratna (renaturace). Denaturaci proteinu se zpravidla znacéné
snizuje jeho rozpustnost. Denaturovany protein se srazi spontdnné z koncentrovanych roztokd,
jinak jen pii poruseni podminek stability koloidni disperze (tj. poruseni hydrata¢niho obalu a/nebo
,vynulovani“ vysledného naboje proteinti).

Ireverzibilni denaturace se pouziva napf. pfi detekci proteinti v moc¢i nebo pfi odstraiovani proteint (tzv. deproteinaci)
z krevniho séra ¢i plazmy pied stanovenim nékterych metabolitt.
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PRAKTICKA CAST

Ukol 13.1 Stanoveni izoelektrického bodu kaseinu

Kasein je hlavnim proteinem kravského mléka (50-80 % celkového obsahu proteind).
Izoelektricky bod kaseinu lze pfiblizné stanovit tak, Ze se mléko postupné smicha s pufry o ruzné
hodnoté pH a vyhleda se takovy, v némz se protein nejsnaze srazi.

Material: Citrat-fosfatové pufry pH 2,5-6,0 (fada osmi roztokt s diferenci pH 0,5, ptipravenych
z citronové kyseliny 0,05 mol/l a Na,HPO4 0,1 mol/l), mléko zfedéné vodou v poméru 1:1.
Plastové pipetky, zkumavky, popisovac.

Provedeni:

= Do 8 zkumavek odméfte cca 2 ml pufru. Kazdd zkumavka bude obsahovat pufr
s jinou hodnotou pH v rozmezi 2,5-6,0.

= Poté do kazdé zkumavky ptidejte po cca 1 ml zfedéného mléka a dobi'e promichejte.

= Po nékolika minutach hodnotte stupein vysrazeni (pfitomnost sraZeniny, jeji objem,
vzhled supernatantu) v jednotlivych zkumavkach.

= Dle stupné vysrazeni odhadnéte hodnotu izoelektrického bodu kaseinu.
1. Odhadnéte hodnotu izoelektrického bodu kaseinu.

2. Vzhledem ke zjisténé hodnoté izoelektrického bodu urcete, jaky naboj bude prevladat na molekule
kaseinu v prostiedi o pH 5,5?

Ukol 13.2 Rozpustnost proteinti, srazeni proteina z roztoki

Mezi vyznamné faktory, které ovliviuji rozpustnost proteinti v roztoku, patfi pfitomnost soli,
organickych rozpoustédel, pH a teplota.

Material: Roztok proteint (10 g/1), jemné rozetfeny chlorid sodny kryst., ethanol denaturovany
methanolem, roztok trichloroctové kyseliny (1 mol/l), konc. HNOj3, zfedéna CH;COOH
(2 mol/l). Lopaticka. Plastové pipetky, zkumavky, popisovac.

a) Vysolovani proteinii

= K pfiblizné€ 1 ml roztoku proteinti ptidavejte postupné po malych ¢astech jemné rozetfeny
chlorid sodny. Po kazdém pfidavku soli obsah zkumavky promichejte. Pokracujte
v ptidavcich soli tak dlouho, dokud se bude sil rozpoustét.

= Poté obsah zkumavky ziedte dvojnasobnym objemem vody. Pozorujte, zda dojde ke

zméné€ rozpustnosti vysrazenych proteini.
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b) Srazeni proteinu ethanolem
= K asi 0,5 ml roztoku proteint pfidavejte po ¢astech 4—6nasobné mnozstvi ethanolu, po
kazdém ptidavku ethanolu, roztok dobfe promichejte.

= Poté obsah zkumavky zfedte stejnym objemem demi-vody a pozorujte zmény ve

zkumavce.

3. Vysvétlete vliv soli a ethanolu na chovani proteinti v roztoku.
4. Uvedte, za jakych podminek je sraZeni reverzibilni.

c) Srazeni proteinii po jejich tepelné denaturaci

= Roztok proteind (cca 1 ml) ve zkumavce umistéte do vrouci lazné na 2 min.

= Po ochlazeni obsahu zkumavky, ptfidejte nckolik kapek ztedéné octové kyseliny.

= Vyhodnot'te zménu rozpustnosti proteint bezprostfedné¢ po tepelné denaturaci a poté po

okyseleni roztoku.

5. Jak vysvétlite zménu rozpustnosti denaturovanych proteinii v mirn¢ kyselém prostredi (pii pH 5)?

d) Srazeni proteinit koncentrovanou kyselinou dusi¢nou
= Do zkumavky odméfte pfiblizné 1 ml koncentrované kyseliny dusié¢né.

= Poté, po naklonéné sténé zkumavky opatrné navrstvéte nad roztok kyseliny roztok
proteint, obsah zkumavky nepromichavejte.

= Pozorujte bily prstenec vysrazenych proteint, ktery se vytvofi na rozhrani roztokd.

6. Popiste, k jakym zménam doSlo ve zkumavce. Reakce se pod nazvem Hellerova zkouska

pouzivala k diikazu proteinii v moci.

e) Srdzeni proteinu kyselymi deproteinacnimi cinidly
= K pfiblizné¢ 1 ml roztoku proteini ve zkumavce pfidejte nékolik kapek roztoku
trichloroctové kyseliny, obsah zkumavky promichejte.

= Pozorujte vysrazeni proteint z roztoku, které je kompletni po n¢kolika minutach.
= Obsah zkumavky zifedte dvojnasobnym objemem demi-vody a pozorujte chovani

srazeniny.

7. Popiste vysledek.
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Ukol 13.3 Stanoveni koncentrace celkovych proteint

Stanoveni mnozstvi celkovych proteint v roztoku je zaloZeno na zji$téni:

a) mnoZstvi dusiku, ktery se obvykle stanovi Kjeldahlovou metodou. Mnozstvi proteinti lze pak
zjistit napt. vypoctem ze vztahu koncentrace proteintii = 6,25 - Npro: (VEtSina proteinti obsahuje
primérné 16 hmotn. % dusiku, tj. 1/0,16 = 6,25), Nyt je mnozstvi bilkovinného dusiku.

b) mnozZstvi peptidovych vazeb (biuretova reakce, metoda Bradfordové, castecn¢ metody viz odst. ¢)

Stanoveni proteinit metodou Bradfordové

V prostiedi kyseliny fosfore¢né barvivo Coomassie briliant blue G-250 se vaze s peptidovou
vazbou za vzniku komplexu, ktery vyvola posun absorpéniho maxima z 465 nm na 595 nm.

¢) mnoZzstvi nékteré aminokyseliny (Lowryho metoda, pomoci bicinchoniniové kyseliny)

Stanoveni proteinit Lowryho metodou

Folinovo-Ciocalteuovo ¢inidlo (fenolové ¢inidlo) poskytuje v alkalickém prostiedi i s velmi slabé
redukujicimi latkami modré zbarveni, vzniklé redukci fosfowolframant a fosfomolybdenani.
Proteiny reaguji predevs§im v dusledku pfitomnosti fenolickych Fetézeid tyrosinu. Barevna reakce
je mnohem intenzivnéjsi, provadi-li se po p¥idavku Cu?* iontd, tzn. po biuretové reakci. M&d’naté
ionty v komplexu s peptidovymi vazbami jsou redukovany na ionty Cu' zbytky Tyr, Trp nebo Ser.
Vzniklé Cu* ionty a radikaly postrannich fetézcti vy$e zminénych aminokyselin redukuji Folinovo-
Ciocalteuovo ¢inidlo na modry produkt.

Stanoveni proteinit pomoci bicinchoniniové kyseliny

Princip je obdobny jako u Lowryho metody. Za alkalickych podminek ionty Cu?* vytvaii
s peptidovou vazbou komplex, v kterém dochézi k redukci Cu?>" na Cu® za pFitomnosti zbytki
cysteinu, cystinu, tryptofanu a tyrosinu. Bicinchoniniova kyselina tvoti s Cu® ionty v alkalickém
prostfedi modrofialovy komplex.

d) absorbance roztoku v UV oblasti spektra

Stanoveni koncentrace bilkovin pomoci méfeni absorbance v UV oblasti spektra je v porovnani
s ostatnimi metodami velmi rychlé, ponévadZz nevyzaduje Zadné Cinidla ani inkubace. Pfi této
metodé nedochazi k znehodnoceni vzorku. Nevyhodou této metody je, ze jakakoliv latka
absorbujici v UV oblasti spektra interferuje s proteiny. Proteiny absorbuji UV zafeni
s absorp¢nim maximem pti 280 nm (pfedevs§im Tyr, Trp) a 200 nm (peptidova vazba).

Pro hruby odhad sta¢i zmétit absorbanci pouze pti 280 nm: pprot (mg/ml) = Azg0/b

kde b je tloust’ka vrstvy roztoku, jimz prochazi zafeni.
Eliminace nukleovych kyselin. Pokud se v roztoku vyskytuji nukleové kyseliny je nutno méteni

absorbance opakovat pti vinové délce 260 nm (absorpéni maximum nukleovych kyselin).
Koncentrace proteintd se vypocita napt. ze vztahu: pprot (mg/ml) = 1,55 A280 — 0,76 A260



13. cviceni

Biochemicky tstav LF MU 2018

Stanoveni proteini biuretovou reakci

Latky obsahujici nejméné dvé peptidové vazby reaguji sionty Cu?' v alkalickém prostiedi za vzniku

cervenofialového komplexu. Metoda se pouziva na stanoveni celkovych proteinti v krevnim séru nebo moci.

Material: Biuretové cinidlo (100 ml roztoku CuSO4 15 mmol/l a EDTA.Na; 0,18 mmol/l, se ziedi
vodou na 600 ml, za vydatného michani se postupné piida 200 ml roztoku NaOH 5 mol/l a
doplni vodou na 1 litr). Kalibrator-proteiny (koncentrace proteinli uvedena na Stitku), vzorky.
Mikropipetory 20 pl a 5 ml. Spektrofotometr.

Provedeni

%~ Do cistych, oznacenych zkumavek odméiujte podle schématu:

Roztok (nl) Slepy pokus Vzorek Standard
Biuretové ¢inidlo 1 000 1 000 1 000
Demi-voda 200 - -
Vzorek - 200 -
Kalibrator-proteiny - - 200

Promichejte a inkubujte 10 minut pfi pokojové teplote.

Zmeéfte absorbance vzorkl 4y a standardu Astp pti 545 nm proti slepému pokusu béhem hodiny.

Vypocet hmotnostni koncentrace proteind:

kde pstp je hmotnostni koncentrace proteint v kalibra¢nim roztoku (uvedena na §titku)
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