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TEORETICKY UVOD

UV-VIS spektrofotometrie

Interakci elektromagnetického zareni s atomy a molekulami dochazi k pfijeti kvanta
energie ve formé fotonl a naslednému zvyseni energie atomu molekuly ze zakladniho stavu
do stavu excitovaného. Pfi absorpci zareni o energiich odpovidajicich rozsahu vinovych délek
200-2000 nm probiha excitace valencnich elektroni ozafovanych atom( a molekul. Ze
zavislosti mnozstvi absorbovaného zareni na jeho vinové délce se pro dany atom nebo

molekulu ziska absorpéni spektrum, které je pro danou chemickou latku charakteristické.

Absorpénich efekt latky se popisuje s pomoci fyzikdlni veli¢iny transmitance, kterd
udavd pomér intenzity vystupujiciho svétla k intenzité svétla, které do latky vstupuje a
vyjadruje de facto frakci svétla, ktera se latkou pohlti. JelikoZ vSak transmitance neni pfimo

umérna koncentraci latky, z praktického divodu se definovala veli¢ina zvand absorbance.
Absorbanci Ize zjistit z Lambertlv-Beeruv zakon dle rovnice (1).
A=¢-c-1(1)

€ je molarni absorpcni koeficient a Ize jej v podstaté chdpat jako materidlovou konstantu,
ktera je specifickd, pro kazdou Ilatku schopnou absorpce vysSe zmifnovaného
elektromagnetického zareni s jednotkou I.cm™.mol?, ¢ je molarni koncentrace latky v mol.I*
al je délka optické drahy v cm. Jak je patrné, absorbance stejné jako transmitance je velic¢ina
bezrozmérna. V pripadé, Ze absorbance blize nespecifikované latky je 1, znamena to, Ze po
prachodu zareni touto latkou, se jeho intenzita snizi desetkrat, pokud je 2 tak stokrat, pokud

je 3 tisickrat atd.

V praxi samoziejmé muizZe nastat pripad, kdy je k dispozici smés dvou nebo vice
raznych chemickych latek, které absorbuji pfi dané vinové délce. Mérend absorbance je pak

souctem vsech dil¢ich absorbanci.
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Aby bylo mozné zméfit absorbanci, je nutné znat intenzity dvou paprskd, konkrétné
referencniho, jehoZ intenzita se nezménila a indika¢niho, ktery prosel latkou, kterad se
identifikuje. Pokud je pro méreni latky k dispozici jednopaprskovy pfistroj, ktery ma jen jednu
optickou drdhu, elektromagnetickému zareni se nejdfive postavi do cesty referencni vzorek
(blank) a mnozstvi svétla, jez jim projde, je vlastné referenci. Nasledné se do optické drahy
umisti mérena latka a ze ziskané intenzity indika¢niho paprsku v porovndani s paprskem
referenénim se vypocitd samotna absorbance. V soucasnosti je u pristroji k dispozici pamét,
kterd umozZni odecitat zavislosti referencnich a indikacnich intenzit v zavislosti na jednotlivych
vinovych délkach zareni, které se na latku aplikuji. Dvoupaprskové pristroje maji oddéleny
drahy pro referencni paprsek a pro identifikovanou latku nebo latky. V kazdém okamziku
proto mohou registrovat intenzitu referencniho a indika¢niho paprsku a okamzité vypocitat
absorbanci. U vySe popsanych pfistroji je monochromdator umistén pred kyvetovym
prostorem, takZe na latku dopada vidy pouze elektromagnetické zareni jedné konkrétni
energie, resp. vinové délky. Toto monochromatické svétlo se po prichodu vzorkem nebo
blankem zpracovava detektorem. Diod-array-detectors (DAD) jsou spektrofotometry, které
zajisti, Zze celé nefiltrované (polychromatické) svétlo ze zdroje projde latkou a ndsledné se
teprve proslé zareni rozlozi monochromatickou mfizkou, pficemz nasledné fada fotodiod
analyzuje intenzitu svétla jednotlivych vinovych délek, které proslo vzorkem, respektive
referencnim roztokem. Nizsi kvalitu optickych parametrl vyvaZuje rychlost méreni, jelikoz
intenzita svétla vSech vinovych délek se snima v jediném okamiZiku, cozZ je obzvlast vyhodné

pfi kinetickych méreni nebo kolonovych chromatografiich.

Pro stanoveni koncentrace proteint Ize vyuZit nékolik metod. Koncentraci Ize stanovit
bud’ pfimo z absorpce ultrafialového (UV) svétla nebo neptfimo kolorimetricky chemickou
reakci aminokyselinovych zbytk( v polypeptidovém fretézci bilkovin s vhodnym Ccinidlem,

které po reakci zméni barvu.

Stanoveni koncentrace proteini z absorpce UV svétla

Tato metoda je zaloZena na skutecnosti, Ze dvé aromatické aminokyseliny, tyrosin a
tryptofan, maji absorpcni maximum kolem 280 nm. Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé proteiny
obsahuji rGzny pomér aromatickych aminokyselin, je pro nutné pri pfimém méreni absorpce

znat moldrni absorpéni koeficient proteinu pfi dané vinové délce. Metoda je proto vyhodnéjsi
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pro Cisté proteiny nez pro jejich smési. Absorbanci Ize mérit bud pfi 280 nm (absorpce
aromatickych aminokyselin tryptofanu, tyrosinu) nebo pfi 190 nm (absorpce peptidovych
vazeb), ale jelikoz bézné spektrofotometry jiz pfi této vinové délce nejsou schopné méfit,
vyuzivd se vinovd délka 205 nm, pfi které kvysledné absorbanci pfispivaji i nékteré
aminokyseliny jako Trp, Phe, Tyr, Cys, Met a Arg. Je nutné si rovnéz uvédomit, Ze vSechny
chemické latky absorbuijici pfi danych vinovych délkach budou ovliviiovat vysledky méreni.
Hlavni interferujici latkou absorbujici pfi 280 nm byva nukleova kyselina, kterd ma sice
absorpéni maximum pfi 260 nm, ale jeji absorpce pfi 280 nm je stale nezanedbatelnd. V tomto
pfipadé pro pfimé UV stanoveni koncentrace pouzivame vzorec (1) zahrnujici Warburg-

Christianovu korekci na nukleovou kyselinou:
¢ [mg.ml-1] = 1,55 X A280- 0,76 X Az60 (1)

Pti znalosti aminokyselinového slozZeni je také mozné spocitat molarni absorpcni koeficient

(2) proteinu e280 a nasledné dle Lambert-Beerova zakona i koncentraci prislusného proteinu:
€280 [M-l.cm1] = nW X 5500 + nY X 1490 (2)

nW — pocet zbytkl tryptofanu

nY - pocet zbytkl tyrosinu
Hlavni vyhodou této metody je jeji rychlost a jednoduchost. Vzhledem k tomu, Ze u této
metody méreni koncentrace proteinl neni potfeba zadna chemicka reakce, je Siroce

pouzivana pro detekci proteinli nebo peptidd v rdmci chromatografické separace.

Stanoveni koncentrace proteint Lowryho metodou

Lowryho metodu poprvé navrhl O. H. Lowry v roce 1951. Je zaloZena na biuretové reakci
(Piotrowského test), vyuzivajici reakce médnatych iontl s imidovymi skupinami peptidové
vazby v polypeptidovém fetézci proteinu v alkalickém pH za vzniku iontd médnych, které
nasledné reaguji s Folinovym nebo Folin-Ciocalteauvym (¢ti Cikéltovym) &inidlem. Folin-
Ciocalteauovo Cinidlo obsahuje smés kyseliny fosfomolybdenové a fosfowolframové, které se
redukuji tyrosinovymi a tryptofanovymi zbytky protein( pravé za katalyzy Cu* iontQ, které se
generuji v biuretové reakci. Tvofici se heteropolyfosfomolybdenan barvi reakéni smés do

modra a ten se soucasné stanovuje spektrofotometricky obvykle pfi 750 nm. Lowryho metoda
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se vyznacuje oproti biuretové metodé vyssi citlivosti, je vSak citlivd na zmény v pH, kdy pH
reakéni smési by mélo byt drZzeno v mezich 10,0-10,5. Nevyhodou metody je tak Uzky interval
pH reakéni smési, ve kterém je pouzitelna, avsak pouzitim malych objem( vzorku (relativné

vUci objemu reakéni smési) Ize tuto nevyhodu odstranit.

Stanoveni koncentrace proteint dle Bradforda

Poprvé metodu popsal M. M. Bradford v roce 1976. Metoda je zaloZena na interakci
proteinU s barvou Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) v kyselém prostfedi. Volny barevny
indikator existuje ve ¢tyrech iontovych formach s pK, 1.15, 1.82 a 12.4. Pti navazani barvy na
protein se méni barva roztoku z Cerveno-hnédé na modrou, pficemz dochdzi k posunu
absorpéniho maxima barevného komplexu ze 465 nm na 610 nm. Nejvyssi rozdil absorpcnich
maxim ma aniontova forma barvy pfi 590 nm, ktera se vaze v kyselém prostredi na protein a
kterou Ize soucasné spektrofotometricky méfit pri 595 nm. Za zménu barvy jsou zodpovédné
prevainé nékteré bazické aminokyseliny v polypeptidovém fetézci (Lys, Arg, His). Dale k vazbé
na protein pfispivaji i van der Waalsovy sily a hydrofobni interakce. MnozZstvi navazané CBB
na protein je pfiblizné pfimo Umérné mnozstvi pozitivnich nabojd na molekule proteinu.

Volné aminokyseliny, peptidy a nizkomolekularni proteiny s barvou neinteraguiji.

Stanoveni koncentrace proteini bicinchoninovou metodou

Poprvé byla metoda popsana P. K. Smithem vroce 1985. Metoda je zaloZena na
podobném principu jako Lowryho metoda stim rozdilem, Ze Cu* ionty, které se tvofi
v alkalickém prostredi, se detekuji kyselinou bicinchoninovou (BCA), s kterou tvofi barevny
komplex s absorpénim maximem pfi 562 nm. Vyhodou metody je obecné vyssi tolerance ke
slouceninam, které interferuji v Lowryho metodé, a soucasné je jen malo citliva

k detergentlm a denaturaénim Cinidlim (mocovina, guanidin).

Jméno:

Obor: Datum provedeni:
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PRAKTICKA CAST

A. Stanoveni koncentrace proteint z absorpce UV svétla

Postup prdce:

1. Zapnéte UV-VIS spektrofotometr Shimadzu a nechte inicializovat software. Poté
zmacknéte tlacitko enter a prejdéte do programu Photometric dvojitym stlaéenim Cisla
1. Funkci GOTO WL nastavte poZzadovanou vinovou délku. Nulovani pfistroje na blank
se zajisti funkci AUTO ZERO.

2. Napipetujte 1 ml nezndmého vzorku 1 a 2 do UV méfici kyvety a zmérte absorbanci
roztoku pfi 280 nm a 260 nm proti blanku, kterym bude destilovana voda.

3. Vzorky 1 a 2 v kyvetdach si ponechejte pro analyzy v dalSich ¢astech ulohy €. 7.

Vypocty:
Uréete koncentrace (mg/ml) neznamych vzork( 1 a 2 z Lambert-Beerova zakona dle
rovnice (2), kdyZ v nezndmém vzorku 1 jsou 3 zbytky tryptofanu a 10 zbytk( tyrosinu

(ovaalbumin) v nezndmém vzorku 2 je 6 zbytkl tryptofanu a 3 zbytky tyrosinu (lysozym).

Vysledky:
c (mg/ml)dle | c(mg/ml)dle
Azg0 Aze0 . .
rovnice (1) rovnice (2)
Vzorek 1
Vzorek 2

Porovnejte vysledky koncentrace proteint vypoctenych dle rovnic (1) a (2):

B. Stanoveni koncentrace proteinii Lowryho metodou

Postup prdce:

1. Pripravte si sadu 6 kalibrac¢nich roztokd do 1,5 ml zkumavek dle nize uvedené tabulky
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Objem vody Objem zasobniho roztoku
albuminu (2 mg.ml?)
50 ul ol
40 ul 10 pl
30 ul 20 ul
20 pl 30 ul
10 pl 40 pl
ol 50 pl

2. Smichejte v kadince 20 ml roztoku A (2% Na»CO3z) s 200 pl roztoku B (1% CuSO4.5H,0)
a 200 pl roztoku C (2% vinan sodno-draselny), ¢imz vznikne roztok D.

3. Do 16 prazdnych 1.5 ml mikrozkumavek pfidejte 10 pl jednotlivych kalibraénich
roztok( nebo nezndmého vzorku 1 nebo 2. U kazdého kalibraéniho roztoku a vzorku
bude méreni provedeno dvakrat (viz. tabulka ve vysledcich). Nasledné pridejte do
kazdé zkumavky 50 pl 3 M NaOH. Nakonec pfidejte do kazdé zkumavky 0.84 ml
roztoku D a promichejte na vortexu.

4. Reakéni smési nechte inkubovat za laboratorni teploty po dobu 10 minut.

5. Ndsledné pridejte 100 ul Folin-Ciocalteauova ¢inidla (fedéni 1:1) a promichejte na
vortexu.

6. Smési nechte inkubovat za laboratorni teploty po dobu 30 minut.

7. Zapnéte VIS spektrofotometr ONDA a nechte jej 20 minut zZhavit na provozni teplotu.
Poté funkci GOTO A nastavte s pomoci vertikalnich Sipek poZzadovanou vinovou délku.
Pfi dalSich méreni v ¢asti C a D ulohy ¢. 7 jiz stadi, kdyZ budete ménit vinovou délku
pres vySe popsanou funkci, pristroj se po zapnuti po celou dobu ulohy nechava
V provozu.

8. Zmeérte absorbanci kalibrac¢nich roztokli a neznamych vzorkd pti 750 nm, pficemz
blank je destilovand voda. V pfipadé, Ze absorbance vzorku bude vyssi nez 1, redte 1:1
vodou a zméfte znovu. Pfi méreni kalibracnich roztokl a vzork( 1 a 2 pouzijte jinych

kyvet. Pfi méreni kalibracnich roztokli muizZete pouzit stejné kyvety v pfipadé, Ze

evvs

Vysledky:

Laboratorni technika 6



Uloha ¢&.7
Stanoveni koncentrace proteinii

1. Doplnite tabulku:

Vysledna
koncentrace
albuminu (pg.ml?)

Azso

Pramér

Vzorek 1

Vzorek 2

2. Sestrojte kalibracni kfivku pro albumin (zavislost A7s0 na koncentraci albuminu v pg.ml

1), kdy body proloZte regresni pfimkou (linedrni regrese):

Vzajemné porovnejte zjisténé koncentrace proteinu v neznamém vzorku 1 a 2:
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C. Stanoveni koncentrace proteinii metodou dle Bradforda

Postup prdce:

1. Pripravte si sadu 7 kalibracnich roztok( do 1.5 ml zkumavek dle niZze uvedené tabulky

Objem vody Objem zasobniho roztoku
albuminu (0,8 mg.ml?)
200 pl oul
180 nl 20 pl
160 pl 40 pl
140 pl 60 pl
120 80 ul
100 pl 100 pl
ol 200 pl

2. Do 18 prazdnych 1.5 ml mikrozkumavek pridejte 0.95 ml ¢inidla dle Bradforda.

3. Nasledné pridejte do mikrozkumavek 50 ul jednotlivych kalibraénich roztok(i nebo

neznamého vzorku 1 nebo 2 a promichejte na vortexu. U kazdého kalibraéniho roztoku

a vzorku bude méreni provedeno dvakrat (viz. tabulka ve vysledcich).

4. Smési nechte inkubovat za laboratorni teploty po dobu 5 minut.

5. Zmérte absorbanci kalibracnich roztokli a neznamych vzorkd pfi 595 nm, pricemz

blank je destilovand voda. V ptipadé, Ze absorbance vzorku bude vyssi nez 1, fedte 1:1

vodou a zmérte znovu. Pfi méreni kalibracnich roztok( a vzork( 1 a 2 poutzijte jinych

kyvet. Pfi méreni kalibracnich roztokli muizZete pouzit stejné kyvety v pfipadé, Ze

Vysledky:
1. Doplrite tabulku:

evvs
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Vysledna koncentrace
albuminu (ug.ml?)

Asgs

Pramér

Vzorek 1

Vzorek 2

2. Sestrojte kalibracni kfivku pro albumin (zavislost Asgs na koncentraci albuminu v ug.ml-

1), kdy body proloZte regresni pfimkou (linedrni regrese):

3. Zkalibraéni pfimky odectéte koncentraci proteinu v nezndmém vzorku 1 a 2 (ug.ml?)

a doplnte do tabulky.

La

Vzajemné porovnejte zjisténé koncentrace proteinu v neznamém vzorku 1 a 2:
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D. Stanoveni koncentrace proteini bicinchoninovou metodou

Postup prdce:

1. Pripravte si sadu 6 kalibracnich roztokl do zkumavek s objemem 1.5 ml dle nize
uvedené tabulky

Roztok Objem vody
1 700 pl 100 ul zasobniho roztoku
albuminu (2 mg.ml?)

2 400 400 pl roztoku 1

3 450 pl 300 pl roztoku 2

4 400 pl 400 pl roztoku 3

5 400 pl 100 pl roztoku 4

6 400 pl

2. Pfidejte do 16 mikrozkumavek s objemem 2 ml 100 ul jednotlivych kalibraénich
roztokd 1-6 nebo nezndmého vzorku 1 nebo 2.

3. Smichejte v kddince 35 ml roztoku E s 0.7 ml roztoku F, ¢imz vznikne roztok G.

4. Do 2 ml mikrozkumavek s kalibraénimi roztoky a vzorky 1 a 2 pfidejte 1.8 ml roztoku
G. U kazdého kalibracniho roztoku a vzorku bude méreni provedeno dvakrat (viz.
tabulka ve vysledcich).

5. Smési nechte inkubovat po dobu 30 minut pfi 60 °C.

6. Smési nechte chladnout na laboratorni teplotu po dobu 5 minut.

7. Zmérte absorbanci kalibraénich roztok( a neznamych vzork( 1 a 2 pfi 562 nm, pfricemz
blank je destilovand voda. V pfipadé, Ze absorbance vzorku bude vyssinez 1, fedte 1:1
vodou a zmérte znovu. Pfi méreni kalibracnich roztok( a vzork( 1 a 2 poutzijte jinych
kyvet. Pfi méreni kalibracnich roztokli mizZete pouzit stejné kyvety v pfipadé, Ze

evvs

Vysledky:
1. Doplrite tabulku:
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Vysledna koncentrace
albuminu (ug.ml?)

Asg)

Pramér

Vzorek 1

Vzorek 2

2. Sestrojte kalibracni kfivku pro albumin (zavislost Ass, na koncentraci albuminu v pg.ml

1), kdy body proloZte regresni pfimkou (linedrni regrese):

Vzajemné porovnejte zjiSténé koncentrace proteinu v nezndmém vzorku 1 a 2:
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Porovnejte vysledky pro neznamé vzorky zjisténé podle rtiznych metod:
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