DENATURACE PROTEINU
praktické cviceni

Jméno, tiida, datum:
Téma: Proteiny a enzymy

I'Jlohy:
1. Denaturace proteini vaje¢ného bilku acetonem.
2. Vysolovani proteinti vaje¢ného bilku siranem amonnym.
3. Tepelna denaturace enzymu amylasy.

Pomiuicky: kadinky, zkumavky, kapatka, sklenéna tyc¢inka, navazovaci lodicka, nalevka, smotek vaty, odmérny
valec, vejce, laboratorni 1zicka, mikrovlnna trouba (ptipadné kahan), drzék na zkumavky, kousek alobalu,
destilovana voda

Chemikalie: 1% roztok NaCl, aceton, nasyceny roztok (NH4).SOs, 0,2 % roztok Skrobu, roztok jodu (1) v KI

Zaddni 1. a 2. ulohy v pripadé, Ze by ji ucitel chtél formulovat jako problémovou ulohu: Pokuste se navrhnout
takovy experiment, v némz prokazete rozdil mezi denaturaci a vysolovanim. VaSim tkolem je ukazat, ze
vysolovani je proces vratny na rozdil od denaturace, kterd je nevratna. K dispozici mate vajecny bilek, 1% roztok
NaCl, aceton a nasyceny roztok (NH4).SO4. Nezapomeiite, Ze proteiny jsou citlivé na zméeny prostiedi, proto se v
laboratofi snazime nahradit jejich pfirozené prostiedi napft. slabym roztokem NaCl.

1. Denaturace proteinii vaje¢ného bilku acetonem.

Teoreticky uvod (dopliite chybéjici vyrazy): Denaturace je proces, pii kterém proteiny (ale 1 napt. nukleové
kyseliny) ztraceji své prostorové usporadani, ztraceji svoji ................... konformaci. Pti denaturaci se narusuji
PIVKY ity et , 1 kvartérni struktury proteinu. Dilezité je, Ze ..................... vazba se
nestépi, takze zakladnl polypeptidovy retezec zustava zachovan. V dasledku rozpadu prostorového uspotradani
pfestava protein plnit svoji funkci v organismu. Denaturacni ¢inidla jsou latky nebo podminky, které denaturaci

zpusobuji. Patfi mezi n€ napf.: teplota, vysoké nebo naopak pftilis nizké ............. , pritomnost soli

tézkych ........... , mocovina a dalsi latky. My budeme denaturovat proteiny vajecného bilku, mezi nimiZ ptevlada
ovalbumin.

Postup:

a) Piipravte si roztok vajecného bilku v 1% roztoku NaCl. Vajicko rozklepnéte a Zloutek vylijte do vylevky.
Bilek smichejte v kadince s 1% roztokem NaCl v poméru 1:2 (bilek : roztok NaCl). Vznikly roztok
prefiltrujte pfes smotek vaty do Cisté kadinky. Slaby roztok NaCl pouZzivame proto, abychom navodili
fyziologické podminky. S timto roztokem budete pracovat v této a v nasledujici uloze.

b) Piipravte si dvé zkumavky. Jedna bude slouzit jako kontrola (oznacte si ji napt. pismenem k), ve druhé
provedete samotny pokus. Do obou zkumavek kapnéte kapatkem 1 ml roztoku vajecného bilku.

¢) Do malé kadinky si odlijte cca 5 ml acetonu. S acetonem pracujte opatrné, nejlépe v digestofi. Je to
hotlavina, jeho vypary drazdi sliznici a se vzduchem tvoii vybusnou smes.

d) Do kontrolni zkumavky s roztokem vaje¢ného bilku ptikapnéte 1 ml destilované vody. Do druhé kapnéte
1 ml acetonu a zamichejte. Pozorujte zmény.

e) Na zavér pridavejte postupné do obou zkumavek destilovanou vodu (vzdy po 1 ml). Pozorujte zmény.

Pozorovdni:
1. roztoky po ptfidani acetonu / destilované vody:

2. roztoky po dalSim pfidavani destilované vody:



Kontrolni otazky:

1. Vyberte spravné tvrzeni. Denaturace proteinii acetonem je vratny / nevratny proces. Dikazem je fakt, ze
v nadbytku vody se sraZzenina ve zkumavce nerozpustila / rozpustila.

2. Na obrazku ovalbuminu (hlavniho proteinu
vajecného bilku) oznacte struktury, které se narusuji
pfi denaturaci.

3. Na obrazku ¢asti polypeptidu
oznacte vazby, které se pfi
denaturaci $tépi a které zlstavaji
zachovany (min 2 pft.).
PreruSované ¢ary znazornuji
vodikové mustky.

HsC
4. Vyberte spravné tvrzeni. Aceton ( >CZO) je hydrofilni / hydrofobni rozpoustédlo.
HsC

zZaver:

2. Vysolovani proteinii vaje¢ného bilku siranem amonnym.

Teoreticky uvod (dopliite chybéjici vyrazy): Vratna denaturace, neboli ..................... , vlastn€ neni denaturaci.
Proteiny pfi ni neztraceji své prostorové uspotradani, svoji nativni konformaci. Jsou pouze vysrazeny z roztoku v
dasledku ptidani nékterych ................ , napt. (NH4).SOs4. Ty totiz v roztoku disociuji na ................ , které jsou
solvatovany (obalovany) pfitomnymi molekulami vody. Nakonec nezbude zddna voda pro rozpousténi
(solvatovani) proteinu, jehoz molekuly se proto shlukuji k sobé a tvofi srazeninu. Po pfidani vody se vSak
STAZeNinNa .......c.ccevveennenn. Vysolovani je tedy ................... proces.

Postup:
a) Stejné jako v predchozi tloze si ptipravte 2 zkumavky. Jedna bude slouzit jako kontrola (oznacte si ji



napf. pismenem k), ve druhé provedete samotny pokus. Do obou zkumavek kapnéte kapatkem 1 ml
roztoku vaje¢ného bilku (smichaného s 1% roztokem NaCl).

b) Do malé kadinky nalijte nasyceny roztok (NH4)>SOs.

¢) Do jedné zkumavky s roztokem vajecného bilku ptidejte 1 ml nasyceného roztoku (NH4),SOsa
zamichejte. Do druhé (t€ kontrolni) pfidejte 1 ml destilované vody. Pozorujte zmény.

d) Na zavér pridavejte postupné do obou zkumavek destilovanou vodu (vzdy po 1 ml). Promichejte a
pozorujte zmeény.

Pozorovani:
1. roztoky po piidani (NH4).SO4 / destilované vody:

2. roztoky po dal§im pfidavani destilované vody:

Kontrolni otazky:
1. Na jaké ionty disociuje v roztoku siran amonny?

2. Vyberte spravné tvrzeni:

(a) SraZenina se v nadbytku vody rozpustila, protoze v roztoku bylo dostatek molekul vody jak pro siran, tak
pro molekuly proteinu.

(b) SraZenina se v nadbytku vody rozpustila, protoze jsme ji rozfedili vodou. Molekuly proteinu ale zGstaly
denaturované a nefunk¢ni.

(c) Pti vysolovani vzniké srazenina molekul proteinu, které pfitom ztraceji svoje prostorové uspofadani a
funkci.

(d) Vysolovani je nevratny proces, kterym izolujeme z roztoku molekuly proteinu pfidanim anorganické soli.

zZaver:

Zadani 3. ulohy v pripadeé, ze by ji ucitel chtél formulovat jako problémovou ulohu: Navrhnéte jednoduchy
experiment, v némz ovéfite, jaky ucinek mize mit na ¢innost proteinli zvySend teplota. K dispozici mate
destilovanou vodu, zdroj tepla (mikrovlnou troubu, kahan, ...), 0,2% roztok skrobu, roztok joédu (I, v KI, ten
pouzivame k dikazu pfitomnosti Skrobu). Protein si musite obstarat sami. Nezapomeiite, Ze v lidském téle je
mnoho enzymu (proteintt), které $tépi sacharidy. Uvédomte si, kde St€peni sacharidli zacina. Pokus naplanujte
tak, abyste mohli srovnat funkci proteinu ovlivnéného zvySenou teplotou a proteinu pracujiciho za normalni
teploty.

3. Tepelna denaturace slinné amylasy.

Teoreticky uvod (dopliite chybéjici vyrazy): Enzymy jsou biokatalyzatory, latky ovliviiujici chemické déje v
zivych organismech. Amylasy jsou enzymy Stépici polysacharidy. V polysacharidech §té€pi ............c.cc....... vazbu,
vznikaji ptitom kratsi oligosacharidy. V lidskych slinach se nachazi amylasa zvana .................. Zahajuje

tréveni .......coceueee. a dalSich polysacharidu, ve kterém pokracuji dal$i amylasy v ......ccccocccveeeies evevieeenieeeieeenee
Ptitomnost Skrobu dokazuje modré zbarveni po pfidani roztoku jodu (I»).



Postup:

a) Pfipravte si roztok svych slin. Vyplachnéte si tsta destilovanou vodou a smés vyplivnéte do kadinky. Poté
Ji prefiltrujte pies smotek vaty.

b) Polovinu roztoku slin nalijte do zkumavky, zakryjte kouskem alobalu a dejte na n¢kolik minut povaftit do
mikrovinné trouby. Nemate-li k dispozici mikrovinnou troubu opatrné povaite smés nad kahanem.
Zkumavku pfi tom uchyt’te do drzaku! Nezapomeiite si zkumavku s povafenymi slinami oznacit (napf.
pismenem d).

c) Pfipravte si 3 zkumavky, oznacte je Cisly 1, 2, 3. Do vSech tfi kapnéte po 2 ml 0,2 % roztoku Skrobu.

d) Do prvni zkumavky piidejte dvé kapky (300 ul) roztoku slin, ktery jste nevaftili. Do druhé zkumavky
dejte stejné mnozstvi povarenych slin. Do tfeti zkumavky pak dve kapky destilované vody.

e) Vsechny tii zkumavky ponoite do kadinky s teplou vodou asi na 20 min. (Cekani mizete vyplnit
vypracovavanim uloh z tohoto pracovniho listu).

f) Po 20 minutach vyjméte zkumavky, a do kazdé kapnéte po kapce roztoku I,. Pozorujte zmény.

Pozorovani:
zkumavka ¢&. 1

zkumavka ¢&. 2
zkumavka ¢. 3

Kontrolni otazky:
1. Vyberte spravné tvrzeni. Tepelna denaturace je vratny / nevratny proces.

2. Pokuste se vymyslet, jaky vyznam mélo zahtivani zkumavek. Jaka teplota by byla pro tento pokus
idealni?

3. Vyhledejte v literatufe nebo na internetu, pro¢ tvoii jod modré zbarveni se Skrobem a s kratSimi
oligosacharidy nikoliv.

4. Cim je zptusobeno zluté zbarveni roztoku ve 2. zkumavce?

5. Prohlédnéte si obrazek ptyalinu. Pokuste se odhadnout, kde by mohlo byt aktivni centrum tohoto
enzymu. Co je to aktivni centrum enzymu?
Na prvnim obrazku je zndzornén povrch enzymu amylasy tak, aby se do vSech skulin dostaly molekuly
rozpoustédla. Druhy obrazek je schematickym zndzornénim molekuly amylasy.




6. K ¢emu slouzi tfeti zkumavka?

zZaver:



