Denaturace a vysolovani proteini

Tato laboratorni prace je zamétena na objasnéni principu denaturace a vysolovani proteint. Na zakladé
vlastnich experimentt studenti rozhodnou, zda je vateni vajecného bilku a srazeni mlé¢né bilkoviny kaseinu
kyselinou denaturace nebo vysolovani, zda se jedna o procesy vratné nebo nevratné. S pomoci modelu
polypeptidového fetézce slozeného do urcitého prostorového uspotfadani, hydrofobniho pisku a pokusti s
denaturaci a vysolovanim vaje¢ného bilku se studenti pokusi popsat a vysvétlit princip téchto dvou procesti.

Tato prace je zahrnuta do trojice laboratornich praci (Hydrofobni “magicky “ pisek — prace zabyvajici se
slabymi vazebnymi interakcemi; Jak ziskavaji proteiny své prostorové usporadani? — skladani proteint;
Denaturace a vysolovani proteinit) a v idedlnim ptipad¢é by méla byt posledni z téchto tii praci. Lze ji vSak se
studenty provést i v ptipad¢, Ze predchozi dvé laboratorni prace neabsolvovali. V tom pfipad¢ by jim vSak
hydrofobni pisek a model proteinu pii praci moc nepomohl a je zbyte¢né jim je davat. Bez znalosti slabych
vazebnych interakci a alespon zakladnich informaci o struktufe proteint se vSak studenti pii této laboratorni
praci neobejdou.

Téma: Denaturace a vysolovani proteinti
Zarazeni do RVP: obor Chemie — Biochemie
Uroveii: 3. nebo 4. roénik &tyfleté SS
Organizacni forma vyuky: LP

Doba trvani: 1VH

Cil: Student vysvétli princip denaturace a vysolovani proteini. PopiSe, které vazby se narusuji pi1 denaturaci,
jak probiha vysolovani.

Pomiicky (pro jednu pracovni skupinu):
kadinky (alesponl 3ks), zkumavky (min. 2ks), sklenéna tyc¢inka, laboratorni 1zi¢ka, vata, nalevka, model
proteinu mini toobers, hydrofobni pisek, vajicko

Chemikalie:
roztok NaCl (1%), nasyceny roztok (NH4),SO4, aceton, destilovana voda

Pomiicky pro demonstra¢ni pokusy:
vajicko, mléko, citron, kahan, 2 velké Petriho misky, sklenénd tyCinka, panvicka s troskou oleje

Motivaéni tvod hodiny:
Tuto laboratorni praci zah4ji ucitel dvéma demonstracnimi pokusy. Nejdiive vezme vejce, vyklepne jej do
Petriho misky a polozi studentim nasledujici dotazy:
* Zjakych casti se vejce sklada? Jaké je chemické slozeni téchto ¢asti?
¢ K ¢emu slouzi Zloutek, k ¢emu slouzi bilek?
Poté vezme panvicku s olejem, nahfeje ji nad kahanem, nalije do ni vejce a usmazi jej. Polozi dalsi dotaz:
*  Myslite, ze ted’ jesté miiZe zloutek plnit svoji funkci? A co bilek?
Pak ucitel nalije do druhé Petriho misky trochu mléka. Pomalu k nému ptikapava st'avu z citronu. Studenti
pozoruji vznik srazeniny. Ucitel se zepta:
* Co se, podle vas, v mléku srazi?
* Jaka je pfi¢ina sraZzeni mlé¢né bilkoviny kaseinu?

Ucitel vysvétli studentiim, Ze existuji dva vyznamné procesy, kterymi je mozné proteiny srazet. Denaturace a
vysolovani. Denaturace je, na rozdil od vysolovani, proces nevratny. Cilem jejich dnesni prace bude
rozhodnout, zda v uvodu hodiny vidéli denaturaci nebo vysolovani, zda byly tyto procesy vratné nebo nevratné
a také vysvétlit, jak tyto procesy probihaji, objasnit jejich podstatu. Svoje tvrzeni budou muset podlozit svymi
experimenty.



Otazky: Jaké jsou rozdily mezi denaturaci a vysolovanim? Jak tyto procesy probihaji, co se pfi nich s proteiny

stane?

Co budou mit studenti pro svoji praci k dispozici:

1.

e

Pro svoji samostatnou laboratorni ¢innost dostanou studenti kromé¢ vajicka, které si piinesou, 1% roztok
NacCl (s oznacenim fyziologicky roztok), nasyceny roztok (NH4),SOs, aceton a pokud mozno
destilovanou vodu. K tomu patfi¢né laboratorni nadobi (viz pomiicky) a smotek vaty.

Dalsi pomtckou budou modely proteinu s nimiz studenti pracovali v pfedchozi laboratorni praci (mini
toobers). Modely by mély byt slozené tak, aby postranni fetézce aminokyselin v podobé barevnych
napinackl spravné interagovaly (viz LP Skladani proteind, nebo napft. internetova stranka:
http://www.3dmoleculardesigns.com/15 Tacks-Teacher Notes.pdf).

Studenttim by mohl poslouzit pfi jejich badani 1 hydrofobni pisek, ktery se ve vod¢ po ptidani acetonu
chova trosku podobné jako proteiny pii denaturaci. Hydrofobni prosttedi jej “rozpousti, takze je
najednou smacivy. Dojde k naruseni hydrofobnich interakci mezi jednotlivymi zrnky pisku. Naruseni
hydrofobnich interakci v molekule proteinu je jeden ze zavért, ke kterym by studenti pii vysvétlovani
denaturace meli dospét.

Doprovodné texty Jak pracovat s proteiny a Elektrostatické interakce.

Studenti by také méli pouzit svoje pracovni listy a poznamky z laboratorni prace Hydrofobni “magicky
pisek a skladani proteinl — Jak ziskavaji proteiny své prostorové usporadani? .

“«

Prakticka ¢ast LP:

Prvnim krokem by mélo byt pfevedeni proteinti vajecného bilku do 1% roztoku NaCl. Pokud maji
studenti na laboratorni praci malo ¢asu, bylo by vhodné, aby jim ucitel poskytl hotovy roztok vaje¢ného
bilku. Pokud je ¢asu dost, méli by k tomuto kroku dojit studenti sami. Studenti nedostanou k této
laboratorni praci zadny postup, navod, jak maji pracovat. Kromé pracovniho listu jim v§ak mizeme dat
k dispozici odbornou literaturu nebo rizné texty. Pro tuto ¢ast tillohy je urcen text Jak pracovat s
proteiny.

Pti dalsi ¢innosti by méli studenti postupovat samostatné, pouze s nadvodnymi otdzkami a ukoly v
pracovnim listu. U¢itel v této fazi vyucovaciho procesu slouzi jako kontrola, aby si studenti v laboratofi
n¢jak neublizili, také jako konzultant, kdyz studenti potfebuji poradit se svym postupem, s interpretaci
vysledkt atd.. Nemél by praci studenti fidit a pfili§ ovliviiovat. Pokud vSak uvidi, Ze se jejich prace
nechyli k zddnému vysledku, mize jim pomoci riznymi navodnymi otazkami.

konce hodiny), ucitel samostatnou praci ukon¢i. Vytvoii dvojice z pracovnich skupin s tim, ze jedna
pracovni skupina z dvojice bude mit za tikol predvést té druhé vse, co zjistila o denaturaci, druha bude
prezentovat vSe o vysolovani. Kazda skupina ukaze t¢ druhé néjaky experiment a poda své vysvétleni,
jak dany proces probiha. Druhé skupina pak bude mit za tkol porovnat jejich praci se svoji vlastni a
zhodnotit ji. Ob¢ skupiny by se mély shodnout na néjakém spolecném zavéru, vybrat jeden experiment
pro denaturaci a jeden pro vysolovani, ktery by mohly ukazat pted celou tfidou.

Na zavér vybere ucitel dvé nebo vice skupin (podle zbyvajiciho Casu), které budou své vysledky
prezentovat pred tfidou. Ostatni by méli dostat prostor pro své postiechy a komentare.

V uplném zavéru hodiny by mél ucitel, nebo néktery ze studentti, shrnout hlavni principy denaturace a
vysolovani a rozdily mezi témito dvéma procesy. Studenti mohou navrhnout rizné denaturacni ¢inidla —
ucinek tepla a extrémniho pH vidéli v tvodu hodiny, mozna je napadne i néco dalsiho.

Vysvétleni principu vysolovani by mohlo Cinit studentiim potize. Pro usnadnéni slouzi text Elektrostatické
interakce.

VSsichni studenti by méli v zavérech svych pracovnich listi uvést, Ze denaturace je proces nevratny, pii némz se
narusuji slabé vazebné interakce v molekulach proteintl, ale zékladni fetézec zistava zachovan. Vysolovani je
naopak proces vratny, dochazi pouze k tomu, ze vodu v roztoku vyvazi molekuly soli a na rozpousténi proteinu
uz zadna voda nezbude.



Text €. 1:
Jak pracovat s proteiny

Proteiny, které chceme zkoumat, je vhodné nejprve prevést do roztoku. Meli bychom proto vedet, zda jsou
rozpustné ve vode nebo ne. Globularni, neboli kulovité, proteiny byvaji rozpustné ve vode, zatimco proteiny
fibrilarni, vlaknité, nikoliv.

V ¢em proteiny rozpoustét? Urcité neni vhodna destilovana voda. Proteiny jsou velmi citlivé na zmény vnéjsiho
prostredi. Nejstabilnéjsi byvaji pri neutralnim pH a fyziologické iontové sile (té odpovida iontova sila
fyziologického roztoku - 1% NaCl).

Ziskavame-li protein z rostlinného nebo zivocisneho materialu, méli bychom se také zbavit riznych necistot a
neproteinovych slozek daného materialu (pripadné jinych, treba nerozpustnych proteini). Toho je mozné
dosahnout riznymi metodami. Chceme-li ziskat proteiny z bunécného materialu, musime nejdriv bunky
mechanicky rozrusit. Poté miizeme vyuzit centrifugaci, kdy se nam ruzné casti bunék usazuji na dné zkumavky
podle své hmotnosti. Dalsi metodou vhodnou pro cisteni materialu a oddéleni nerozpustnych casti je filtrace.
Roztok daného organického materialu vSak musime nejprve radné protrepat, aby se nas protein rozpustil a
nezachytil na filtru. Podle povahy organického materialu vybirame riizné filtry — ne vSechno je vhodné filtrovat
pres filtracni papir, nekdy staci treba smotek vaty.

Ve vysledku bychom méli ziskat ciry roztok naseho proteinu, se kterym se nam uz bude dobre pracovat.
Nasledujici tabulka uvadi nékteré priklady proteinit rozpustnych a nerozpustnych ve vode.

proteiny rozpustné ve vodé proteiny nerozpustné ve vode
albuminy krevniho séra kolagen
fibrinogen keratin
ovalbumin fibroin
hemoglobin elastin
imunoglobuliny fibrin
Text €. 2:
Elektrostatické interakce H Ho M
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