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Abstrakt

Jednou z metod stanoveni proteini je spektrofotometrickd metoda, zalozena na
proteinové chybé& acidobazického indikatoru. Casto pro tento ulel je pouzivanym
barvivem bromfenolovd modf, jako standard se obvykle vyuziva hovézi sérovy
albumin. Tato bakalafskd prace zkoumd vliv mocoviny na absorpéni spektrum
komplexu tohoto proteinu s bromfenolovou modii. Rozdily v absorbanci, zpiisobené
piidavkem mocoviny odpovidajici fyziologickym hodnotam v mo¢i (0,2-0,4 mol/l),
nepiesdhly 1 % (coz odpovida experimentdlni chybé&). Obdobné¢ je tomu az do
koncentrace 4 mol/l. Naopak piidavek mocoviny v koncentraci 6 mol/l zptsobuje

pokles absorbance o témet 29 %, pravdépodobné v disledku denaturace albuminu.

Kli¢ova slova: stanoveni proteintl, proteinova chyby pH indikatoru, bromfenolova

modf, moc¢ovina

Abstract

The so called protein error of pH indicators is often used for protein determination in
body fluids. A popular dye for this purpose is the bromophenol blue. A most common
calibration standard, bovine serum albumin (or human serum albumin) is used. In this
Thesis, | examined the influence of urea on the interaction between bovine serum
albumin and bromophenol blue at pH 3,23. Addition of urea in amount corresponding to
physiological values in urine (0,2-0,4 mol/l) does not cause changes in absorbance
exceeding the experimental error (1 %); the same is true up to 4 mol/l of urea. Higher
concentration of urea (6 mol/l) causes a considerable decrease of absorbance (up to
29 %), probably as a result of bovine serum albumin denaturation.

Keywords: protein determination, protein error of pH indicators, bromophenol blue,

urea
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Seznam zkratek a symbolu

A — absorbance

A — prtimérna hodnota absorbance

BCA — bicinchonovi kyselina

BCG — bromkresolova zelen

BCP — bromkresolovy purpur

BPB — bromfenolova modi

BSA — hovézi sérovy albumin

¢ — koncentrace (v/v % nebo mol/l)

Cy — koncentrace mocoviny (mol/l)

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

pHuL — horni limit pH

pl — izoelektricky bod

pKa — zdporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty kyseliny
pPKp — zdporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty barviva
SDS — dodecylsiran sodny

v/v % - objemova procenta

A — vinova délka (nm)

Amax — vlnova délka, pti které dosdhne absorbance maxima (nm)



Uvod

Mozna pfitomnost a hodnota koncentrace proteini v télnich tekutinach je
prostiedkem pro ur€eni spravnosti funkce jednotlivych organti i organismu jako celku, a
proto patii stanoveni proteini V biochemickych a klinickych laboratofich k nejcastéji
provadénym operacim. Proteiny mohou byt stanoveny nejriznéjsimi metodami. Mezi
nejvice pouzivané metody stanoveni proteini patii metody spektrofotometrické.

Stanoveni proteint lze rozdé¢lit do dvou hlavnich skupin a to podle toho, zda
chceme stanovit jednotlivé, konkrétni proteiny, nebo koncentraci celkovych proteind.
Jednotlivé proteiny se daji napiiklad stanovit po vhodné separaci nize popsanymi
spektrofotometrickymi  metodami. Mohou se také stanovit imunochemickymi
metodami, ve kterych se vyuziva specifické vazby antigenu a protilatky. U enzymu se
stanovuje jejich aktivita, kde se vétSinou sleduje priristek produktu s casem, u reakce,
kterou dany enzym katalyzuje.

Ve vétSiné ptipadi v analyzovaném roztoku neni pfitomen pouze jeden protein,
ale jsou tam zastoupeny proteiny s riznym slozenim, strukturou a vlastnostmi. V tom
piipadé se provadi stanoveni tzv. ,,celkového proteinu®.

Pro svou jednoduchost a pfesnost se nize popsané metody vyuzivaji také pfi
vySetieni moc€i. Pii zjistovani pfitomnosti proteinti v moci se Casto vyuziva metod
zalozenych na proteinové chybé pH indikatoru, kde jako barvivo mnohdy slouzi
bromfenolova modi. Tomuto stanoveni se budu vénovat v dalsi ¢asti prace.

Ve své praci jsem zjistovala, zda pritomnost mocoviny ovlivni absorbanci roztokt
bromfenolovou modf a hovezi sérovy albumin. Hodnoty koncentrace mocoviny byly
zvoleny tak, aby zde byly zastoupeny jak fyziologické hodnoty koncentrace mocoviny

V moci, tak 1 hodnoty vyssi.



1 Piehled literatury

1.1 Stanoveni celkovych proteini

Koncentrace proteinti v télnich tekutinach je diagnostickym ukazatelem spravné
funkce organismu [1]. Nejcastéji se vySetiuje krevni sérum nebo plazma. Celkova
koncentrace proteind v plazmé je obvykle kolem 85 g/l. Pti jejich elektroforetickém
déleni bychom dostali nasledujici frakce proteint: frakci s prealbuminem, albuminem
(ktery je dominantni), dale frakce a-1, a-2 (sem patii napf. makroglobulin), f ay. V 8
frakci nalezneme napf. transferin, lipoprotien nebo fibrinogen a v y frakci
imunoglobuliny [1]. Snizena koncentrace albuminu v séru muize ukazovat na poSkozeni
jater, rizné nadory nebo choroby ledvin. Diagnostickou hodnotu mé také samotna
piitomnost proteinu v dalSich télnich tekutinach naptiklad v moci, kde by se u zdravého
jedince vyskytovat nemély a jejich vyskyt indikuje poSkozeni ¢i nespravnou funkci
ledvin.

Metody stanoveni celkovych proteini l1ze délit podle nékolika zptsobl. Jednim
Znich je, zda pouzijeme metodu absolutni nebo relativni. Absolutni metodou je
gravimetrie [2], kdy se proteiny stanovuji zvazenim srazeniny nebo odparku bilkoviny.
Ke srazeni se mtze pouzit trichloroctova kyselina. Vyhodou gravimetrie je, ze vysledek
stanoveni neni zavisly na aminokyselinovém slozeni proteinii ve vzorku. Nevyhodou
tohoto stanoveni pomoci odparku je, Ze je samoziejmée pouzitelny jen pro Cisté roztoky
proteint; také pfi stanoveni srazenim se mohou na srazeninu strhavat popiipadé
spolusrazet dalsi latky z roztoku. Dal§im problémem je obtizné odstranéni zbytku soli
nebo nedostate¢né odstranéni vody, kdy na srazeniné i po vysuSeni zlistdvd navazano
proménlivé mnozstvi vody.

Ostatni metody stanoveni proteinti jsou relativni. Ke zjisténi koncentrace slouzi
porovnani zkoumaného roztoku s kalibra¢nim standardem. Zastoupeni jednotlivych
proteini a tedy aminokyselin v analyzovaném vzorku a standardu je ovSem obecné
rozdilné (neexistuje ,,primérnd*“ smés bilkovin). Proto musi byt vzdy uvedeno, jaky
protein (smés) byl pouzit jako standard. Chyba, ktera je zptisobena odlisnosti standardu
od stanovovaného roztoku, se zvySuje pii stanovovani roztoku Cistého proteinu, kdy se

mohou vyrazné&ji projevit individualni rozdily [2]. Nejcastéji se pro kalibraci vyuziva



hovézi sérovy albumin, pfi stanoveni proteind v moci Casto jako standard slouzi smés
albuminu s globulinem [3]. Albumin je pro tento el oblibeny, protoze je dominantnim
proteinem krevni plazmy, je dostupny ve vysoké Cistoté za prijatelnou cenu [4] a pro
tyto ucely je dostatecné prozkouman a popsan.

Podrobnéji mizeme metody pro stanoveni proteinii dale délit napiiklad podle
pouzitych metod, a také podle toho, zda urCujeme koncentraci proteinu na zakladé
prumérného zastoupeni urcit¢ komponenty (nejcastéji se takto vyuziva stanoveni
dusiku) nebo na zaklad¢ fyzikaln¢ chemickych vlastnosti ¢i vazebnych vlastnosti
proteinu.

Ptikladem metod z této skupiny je napftiklad citlivé stanoveni proteinii zalozené
na Brdi¢kovych katalytickych proudech, které se provadi v pfitomnosti soli kobaltu [2]
a je zaloZeno na redukci disulfidovych mustka.

Mezi optické metody patii srazeci metody, kdy se proteiny ve vzorku srazeji
ptidavkem trichloroctové nebo sulfosalicylové kyseliny a po diikladném promichani se
méfi intenzita zakalu turbidimetricky nebo nefelometricky [5]. Do této skupiny patii i

spektrofotometrické metody, které budou popsany v nasledujicim oddile.

1.2 Vyznacné spektrometrické metody stanoveni proteini

Velky vyznam pro stanoveni proteind maji metody, které vyuzivaji reakce vedouci
ke vzniku barevného produktu absorbujiciho zafeni pii urCité vinové délce. Do této
skupiny patii napt. stanoveni biuretovou metodu a odvozené postupy. Velky vyznam
také maji stanoveni, ktera vyuzivaji pfimé vazby barviva na protein. Z hlediska pouzité
instrumentace by bylo do této skupiny mozné zafadit pfimé spektrofotometrické

stanoveni proteintl.

1.2.1 Primé spektrofotometrické stanoveni proteint

Pro ptimé spektrofotometrické stanoveni proteind se vyuziva toho, ze peptidové

vazby a aromatické aminokyseliny (fenylalanin, tyrosin, tryptofan) absorbuji
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elektromagnetické zateni v UV oblasti. Peptidové vazby absorbuji pii vlnové délce
okolo 215 nm a aromatické aminokyseliny pfiblizn¢ v oblasti 280 nm. Pro roztoky
proteint, které maji koncentraci 1 g/1, je absorbance pii 215 nm obvykle rovna ptiblizné
15 a absorbance pii 280 nm se zhruba blizi jednotce [2]. Vyhodou tohoto stanoveni je,
ze se jednd o nedestruktivni metodu a spotieba vzorku je prakticky nulova. Mezi
nevyhody patii hlavné skutecnost, ze v této oblasti spektra absorbuje mnoho dalSich
latek, které tak stanoveni mohou rusit. Pokud ale vime, které absorbujici latky jsou
Vv roztoku kromé proteinii pfitomny, mizeme postupovat jako pfi spektrofotometrické
analyze smési. Piikladem je znamé stanoveni proteind v piitomnosti nukleovych kyselin
podle Warburga a Christiana, které je zaloZzené na méfeni absorbance pii 260 a 280 nm
[6]. Tohoto postupu je mozné pouzit jen tehdy nejsou-li v roztoku piitomny dalsi
absorbujici latky. Nevyhodou piimého spektrofotometrického stanoveni je také dosti
vyrazna zavislost na slozeni proteinu (zastoupeni aromatickych aminokyselin). Tento
problém se ovSem vétsi ¢i mensi mérou uplatiiuje u vSech metod pro stanoveni ,,celkové
koncentrace proteinu“ s vyjimkou gravimetrie.

Piimého spektrofotometrického stanoveni je s vyhodou mozno pouzit v ptipadech,
kdy nam vice nez na ptresné hodnot¢ zalezi na zménach koncentrace [2]. Tato metoda se
také velmi casto vyuzivad k rychlému orientanimu stanoveni piitomnosti proteinti

napiiklad v eluatu pii kapalinové chromatografii.

1.2.2 Metody zaloZené na vzniku barevného produktu

Spole¢nym rysem nize uvedenych metod je vyuziti vazby mezi méd’natymi ionty
a dusiky z peptidové vazby v alkalickém prostfedi. Vznika fialovy komplex, jehoz
absorpce se da meétit pfimo (biuretovd metoda). Zvyseni citlivosti lze dosahnout
ptidavkem Folinova ¢inidla (Lowryho metoda) nebo pifidavkem bicinchonové kyseliny

(stanoveni pomoci BCA).
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e Stanoveni biuretovou metodou

Médnaté ionty jsou V alkalickém prostfedi stabilizovany ptidavkem vinanu
sodno-draselného (proti srazeni hydroxidu meédnatého).  Absorbance vzniklého
komplexu s bilkovinou se méii obvykle po 15 minutach v oblasti vinové délky
540-560 nm [7,8]. Doba cekani prfed meéfenim je nutna z divodu dosazeni
kvantitativniho prib¢hu reakce.

Tato metoda je jednoducha, rychla, levna a dostateéné piesna. Slouzi ke stanoveni
koncentrace v rozsahu 200-2000 pg/ml [9]. Vyhodou této metody je, ze je pomérné
malo citlivd na individudlni rozdily mezi proteiny. Rozdil v zabarveni roztokl
obsahujicich rtizné proteiny je pouze zanedbatelny [8].

Pii tomto stanoveni interferuji pfedev§im amonné ionty [7]. V oblasti vlnové
délky okolo 540 nm také slabé absorbuje bilirubin, ale jeho pfispévek je vétSinou
zanedbatelny. Stanoveni dale rusi sulfaty, sodné ionty, sifiitany a metanol, pokud je
jejich koncentrace v roztoku vyssi nez 2 %.

Pravé z diivodu jednoduchosti, rychlosti a financni nenaro¢nosti byla biuretova
reakce zkoumdana zhlediska jejiho vyuzZiti k rGznym stanovenim protein. Jejim
vyuzitim pro stanoveni celkovych proteini v mozkomisnim moku bez koncentraéniho
kroku se naptiklad zabyval Cotton a kol. [10]. Tato metoda se ale v dnesni dobé moc

nevyuziva, protoze je v porovnani s jinymi metodami pomérné malo citliva.

e Lowryho metoda

Metoda podle Lowryho a jeho spolupracovnikli patii k nejcastéji pouzivanym
metodam pro stanoveni proteind. Pii této modifikaci biuretové reakce dochazi ke
zvySeni citlivosti stanoveni vice nez o jeden fad.

Principem stanoveni je, Ze po reakci proteinii s méd’natymi ionty v alkalickém
prostiedi (hodnota pH=10) nasleduje reakce s pfidanym Folinovym ¢inidlem. Vlivem
tyrosinu a tryptofanu, obsaZenych Vv proteinu se ¢inidlo redukuje a vznika modie
zabarveny produkt s absorpénim maximem pii vinové délce 750 nm. Folinovo ¢inidlo

se sklada z kyseliny fosfowolframové a kyseliny fosfomolybdenové [9, 11]. | zde se
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z duvodu probéhnuti reakce do konce ¢eka pred métenim 30 a vice minut. Tato metoda
je citliva pro stanoveni proteind v rozmezi koncentraci 5-250 ug/ml [9,11].

Nevyhodou této metody je zna¢nd zavislost intenzity vzniklého zabarveni na
aminokyselinovém sloZzeni stanovovanych proteind. Dal§i vyznamnou nevyhodou je
fakt, ze existuje fada latek, které rusi toto stanoveni. Naptiklad glycin zptsobuje pokles
zabarveni az 0 50 %. DalSimi interferujicimi latkami jsou siran amonny, hydrazin nebo
fenoly. Ve vysSich koncentracich zplisobuji interferenci také mocCovina, guanidin, siran
sodny, dusi¢nan sodny, trichloroctova kyselina, ether, aceton, siran zineCnaty a jiné
latky [11].

Protoze se jedna o Casto vyuzivanou metodu, je v literatufe mnoho ¢lanka, které

se zabyvaji riznymi obménami a vyuzitimi této metody.

e Stanoveni pomoci bicinchonové kyseliny

Dalsi moznosti zvySeni citlivosti biuretové reakce je s bicinchonovou kyselinou
(BCA). Absorbance vzniklého komplexu bicinchonové kyseliny s Cu” se méii po 30
minutach stani pfi vinové délce 562 nm [12].

Tato metoda je pouzitelnd pro celkovou koncentraci proteini v rozmezi
4-400 pug/ml [9]. Jeji hlavni vyhody jsou citlivost, jednoduchost a stabilita vzniklého
zabarveni. Dal$i vyhodou je, Ze neni citliva na béZné pouZivané detergenty. Interferenci
pii tomto stanoveni zptsobuji predevsim redukujici latky, jako jsou cukry nebo cystein
a také chelatacni ¢inidla, napiiklad EDTA [13]. V soucasnosti se stanoveni pomoci
BCA provadi stejné ¢asto nebo Castéji, nez stanoveni Lowryho metodou a to z divodu
jednoduché piipravy reakcniho roztoku.

Schoel a kol. [13] zjistili, Ze se toto stanoveni muze provadét i u vzorku
obsahujicich interferujici latky. Kdyz se takto kontaminovany vzorek nejprve
srazi deoxycholatem a kyselinou trichloroctovou a vznikla srazenina se posléze
promyva kyselinou chlorovodikovou, dochazi k odstranéni rusivych latek. Stanoveni se
pak muze provést bez diivéjsich obav z interferenci. Obdobna tprava vzorku mize byt

pouzita pti stanoveni Lowryho metodou.
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1.2.3 Metody zaloZené na vazbé barviva na protein

Podstatou stanoveni této skupiny je vazba barviva na protein. Vznikly komplex
(protein-barvivo) se spektralné lisi od samotného barviva. Nejrozsitenéjsi je stanoveni
proteini podle Bradfordové, ve kterém se vyuziva barvivo Coomassie Brilliant Blue
G-250. Do této skupiny patii také stanoveni zalozend na tzv. proteinové chybé

acidobazického indikatoru (zalozené na vazb¢ nékteré z forem indikatoru na protein).

e Metoda podle Bradfordové

Zatim co samotné barvivo Coomassie Brilliant Blue G-250 (obrazek 1.1) ma
absorp¢ni maximum pii vlnové délce 465 nm, po navazani na protein dochéazi k posunu
absorpcniho maxima k vinové délce 595 nm [9,14]. Absorbance tohoto intenzivné
modrého komplexu se méfi zhruba po dvou minutach stani, pfi laboratorni teploté je
vzniklé zabarveni stalé po dobu 60 az 90 minut [14,15]. Daji se tak stanovit proteiny a
polypeptidy s relativni molekulovou hmotnosti vétsi nez 3000 [14]. Jde o vysoce
citlivou metodu vyuzitelnou pro stanoveni koncentrace proteinii v rozmezi 1-100 pg/ml
[16].

Toto stanoveni je v porovnani s Lowryho metodou jednodusi, rychlejsi a citlivejsi
[16]. Volné aminokyseliny a nékteré latky (naptiklad cukry), které interferuji pfi
Lowryho metod¢€, pfi tomto stanoveni nerusi [14]. Naopak jiné slouceniny, predevsim
detergenty jako SDS a Triton X-100 [15] se stanovenim interferuji.

Barvivo Coomassie Brilliant Blue G-250 poskytuje vyssi odpovéd’ s proteiny,
které obsahujicimi vice aromatickych a bazickych aminokyselin [17], coz vede
k nestejné odezvé u raznych proteind. Existuji pokusy tyto rozdily odstranit riznymi
modifikacemi této metody. Tyto upravy vSak zvySuji pocet interferujicich typl
sloucenin. Z tohoto diivodu se pfedevSim vyuziva piivodni metoda podle Bradfordové

bez dalsich modifikaci [16].
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Obrazek 1.1 Vzorec Coomassie Brilliant Blue G-250, podle [18]

e Metody zalozené na proteinové chybé acidobazickych indikatord

Pti téchto postupech se vyuziva barevné zmény roztoku, ke které dojde po
navazani indikatoru na protein. Pfi tom dochazi k naruseni rovnovahy mezi kyselou a
bazickou formou pH indikatoru, dochazi tedy ke zméné pK, barviva v disledku jeho
navazani na protein [19]. Jako prvni popsal v roce 1909 tento jev Sorensen, podrobné&ji
se jim zabyvali Lepperova a Martin [20], ktefi pfi své praci pouzili barviva neutralni
cerven a fenolovou Cerven. Vyuzitim proteinové chyby pH indikatoru (bromfenolové
modii) pro stanoveni proteinti se také zabyvali Free a kol. [21]. Faktory, které ovliviiuji

barevnou reakci mezi indikatorem a proteinem, budou popséany v dalSich odstavcich.

1.3 Barvivo bromfenolova modr (BPB)

Indikator bromfenolova modi (a,0-bis(3,5-dibromo-4-hydroxyfenyl)-a-hydroxy-
o-toluensulfonova kyselina, y-sulfone, 3¢,3¢¢,5¢,5“-tetrabromfenolsulfoftalein nebo také
albutest) patii mezi acidobazické indikatory. Je to slaba kyselina, ktera ma hodnotu pK,
3,85 a relativni molekulovou hmotnost 669,96 [22]. Vzorec sodné soli tohoto indikatoru
je na obrazku 1.2. K barevné zméné roztoku bromfenolové modii dochazi v intervalu

pH od 3,0 do 4,6. Barva se méni ze Zluté (pH 3,0) na modrou (pH 4,6) [23].
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Tento indikator se v dne$ni dobé nejcastéji vyuziva K monitorovani prib&éhu

elektroforézy.

O
Br JJ\ _-Br

U

Obrazek 1.2 Struktura sodné soli bromfenolové modfi, podle [24]

1.3.1 Vazba bromfenolové modii na protein

Wei a kol. [25] se zabyvali interakci bromfenolové modii S proteiny v kyselém
roztoku. Pii sledovani interakce mezi hovézim sérovym albuminem a timto barvivem
dosli k zavéru, ze hlavni vazebnou silou mezi BPB a BSA vkyselém roztoku je
elektrostaticka sila. Pfi nizkém pH (kolem 3) ma hovézi sérovy albumin (pI=4,8) diky
postranim fetézcim kladny naboj. Bromfenolova modi (pK; 3,85) je pfi tomto pH
¢asteéné disociovana a Vv roztoku jsou vrovnovaze ob& formy. Pii vazbé pozitivné
nabitého hovéziho sérového albuminu saniontem barviva BPB dojde Kk pfechodu
indikéatoru z volné kyselé¢ formy do vazané bazické formy, coz se projevi zménou
zabarveni roztoku. Komplex tohoto barviva a proteinu se vyznacuje vznikem vyrazného
absorpéniho maxima pfi vlnové délce okolo 610 nm. Vztah mezi absorbanci a
koncentraci je témét linearni v rozsahu 10-80 pg proteinu. Absorbance se muze na
rozdil od Lowryho a biuretové metody méfit okamzité a je stabilni po dobu 8 hodin.
Tato metoda stanoveni koncentrace proteini ma malo interferenci. Naptiklad fenol,
SDS nebo Triton X-100 mohou byt pfitomny v analyzovaném vzorku v koncentracich,
ve kterych by u stanoveni jako je metoda podle Bradfordové nebo Lowryho,

zpusobovaly silné interakce [26].
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Bromfenolovou modi je mozno také vyuzit Kidentifikaci hydrofobnich
vazebnych mist na proteinech, protoze bylo zjist€no, Ze se vaze na stejna vazebna mista,
jako do té doby pouzivané fluorescenéni sondy [24]. Tento indikator umoznil také
sledovat denaturaci hovéziho sérového albuminu mocovinou a guanidiumchloridem
[27].

1.4 Faktory ovliviiujici barevnou reakci mezi barvivem (pH

indikatorem) a proteinem

Protoze jsou metody pro stanoveni proteinll, zaloZené na proteinové chybé pH
indikatoru, ¢asto pouzivany v praxi, existuje fada studii, které se zabyvaji faktory
ovlivitujicimi tato stanoveni. Nékteré z téchto faktord, které ovlivituji barevnou reakci
mezi barvivem a proteinem, budou popsany v nasledujicich oddilech. V sérii praci se

témito vlivy zabyval Suzuki.

141 VlivpH

Prace [28] se zabyvala vlivem pH na barevnou reakci mezi proteinem a riznymi
barvivy. Narist absorbance lze pro kazdé z barviv pozorovat pouze v omezeném
rozsahu pH. Suzuki definoval ,,horni limit pH* (pHy.) jako hodnotu pH, nad kterou uz
vazba barviva na protein nezplsobuje zadnou zménu absorbance [28]. Pro snazsi
sledovani zmén v systému definoval ,,zdanlivou absorbanci® (A), a to tak, ze od celkové
absorbance méteného roztoku (T) odecetl absorbanci reak¢niho blanku, ktery se skladal
z daného mnozstvi pufru o stejné hodnoté pH, barviva a destilované vody. V oblasti,
kde dochézi k nartstu absorbance, dochédzi k barevnému prechodu roztoku a tato oblast
pH je pro kazdé barvivo odlisna [29]. Teoreticky vztah absorbance a pH roztoku je
znazornén na obrazku 1.3, kde cisla (1-4) oznacuji roztoky modelovych barviv
s odliSnymi disociacnimi konstantami (pKp), pismena T a A u jednotlivych kiivek

oznacuji celkovou resp. zdanlivou absorbanci.
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Obrazek 1.3 Znazornéni vztahu mezi absorbanci a pH roztoku, z prace [29]
Koncentrace barviva byla 1,82.10° mol/I, koncentrace proteinu 1,54.10° mol/l. pKp
1- pKp 1,5; 2- pKp 4,67; 3- pKp 6,3; 4- pKp 9,4

1.4.2 VIiv koncentrace barviva

V dalsi praci zkoumal Suzuki [29] vztah mezi zdanlivou absorbanci a
mnozstvim proteinu pro rizné hodnoty pH a rtizné koncentrace barviva. Zjistil, ze pii
pouziti niz$i koncentrace barviva (fadové 10 mol/l) bude kalibraéni kiivka linearni
pouze v rozmezi nizkych koncentraci proteinu (asi do 3.10° mol/l). P¥i pouziti vyssi
koncentrace barviva (fadové 10™ mol/l) byla kalibragni kfivka linearni i pfi koncentraci
proteinu do 15.10° mol/l [29]. Ztoho vyplyva, Ze pro ziskani Sir§iho rozsahu
koncentrace proteint, ve kterém bude kalibra¢ni kiivka linearni, musi byt pouzita vyssi
koncentrace barviva (fadové 10 mol/l). Pokud je pouZita tato koncentrace barviva, je
pro dosazeni vyssi linearity kalibra¢ni kiivky nutné pouzit i roztoky s vyssi hodnotou
pH [29].

1.4.3 Vliv pufru

Na barevnou reakci mezi proteinem a barvivem ma také vliv pouzity pufr a to

jak jeho slozeni, tak i jeho koncentrace. Také vlivem koncentrace pufru (jeho mnozstvi)

18



a vlivem sloZeni pufru na reakci mezi proteinem a barvivem se ve svych pracich
zabyval Suzuki [30,31].

V praci [30] ménil Suzuki mnozstvi pouzitého pufru a pozoroval, ze dochazi ke
zmén¢ velikosti absorpéniho maxima, ale nedochazi ke zméné jeho polohy. Absorbance
klesala se zvysujici se koncentraci (mnozstvim) pouzitého pufru. Tento jev je znazornén
na obrazku 1.4. Pro zji$téni, zda za pokles absorbance mutize kation nebo anion z pufru,
byla zvysena iontova sila roztoku piidavkem raznych soli. Ze ziskanych vysledku
vyvodil zavér, Zze za pokles absorbance nemize kation, ale anion [30]. Pii zvySenim
koncentrace aniontl pufru tato anionty zfejm¢ obsazuji vazebna mista na proteinu, coz
ma za nasledek snizeni tvorby komplexu barvivo-protein a tedy pokles absorpéniho

maxima.

14

1,2

zdanliva A

Obrazek 1.4 Vztah mezi koncentraci pouzitého pufru a zdanlivou absorbanci, pfi
pouziti tif riiznych barviv, z prace [30]

Koncentrace kazdého barviva byla 4.10° mol/l a koncentrace lidského sérového albuminu byla

5,8.10° mol/l. o oznacuje hodnotu pii pouziti bromfenolové modii, pfi pH 2,8, @ oznacuje

ziskané hodnoty pii pouziti bromkrezolové zelené, pti pH 3,4 a o oznaCuje barvivo

bromkrezolovou purpur, pfi pH 5,2.
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Pro zjiSténi vlivu sloZeni pufru na reakci mezi proteinem a barvivem, pouzil
tentyz autor ve své praci [31] citratovy a octanovy pufr a jako barvivo pouzil
bromkresolovy purpur. Zjistil, ze poloha maxima se pro oba pufry shoduje, ale
absorbance komplexu protein-barvivo je vys$i pii pouziti octanového pufru. Pii
porovnani teoretickych vypoctl a experimentalnich dat dosel k zavéru, ze absorbanci
ovlivituje také to, Ze vazba octanovych aniontl na lidsky sérovy albumin, ktery ve své
praci pouzil, je slabsi, nez vazba citratovych aniontd [31]. K tomuto zavéru dospél, kdyz
porovnal naméfenou absorbanci pii pouziti nafedénych pufri tak, aby jejich

koncentrace aniontt byla stejna.

1.4.4 Vliv anorganickych soli

Barevnd reakce mezi aniontem barviva a pozitivné nabitym proteinem je
ovlivnéna prfidavkem soli. Suzuki provedl studii [32], ve které byl zjistovan vliv
anorganickych soli na stanoveni proteinti v séru. Pouzil jak soli skladajici se ze stejnych
kationtli a rtiznych aniontl, tak i1 soli skladajici se ze stejnych aniontl, ale riznych
kationtd. Pfi porovnani teoreticky vypoctenych a experimentalné zjisténych vysledka
dosel k zavéru, ze za pokles absorbance, ktery nastane v piitomnosti soli, je zodpovédny
pfedevsim anion soli. Tyto anionty se navazaly na protein a tim doSlo ke sniZeni vazby
barviva na protein, coz vede k poklesu absorbance. Absorbance klesala se stoupajici
koncentraci soli [32]. Absorbance také ruzné klesala s odlisSnym typem pouzité
anorganické soli (pouZzitym aniontem soli), nejvyssi pokles zaznamenal u jodidd,

nasledovaly bromidy a nejnizsi pokles zaznamenal u chloridu [30,32].

1.5 Vyuziti metod zaloZenych na proteinové chybé pH indikatoru

Kdyz se proteinovou chybou pH indikatoru zabyval Sérensen, pozoroval, ze tato
chyba zpusobuje obtize pii méfeni pH moci [20]. Navrhl proto, zda by se pravé tato
chyba nedala vyuzit ke stanoveni proteinli v mo¢i. Pro zvySeni citlivosti téchto testli

zkouseli Free a kolektiv [21] proteiny pifitomné v moci koncentrovat. To bylo
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provedeno dvéma zpusoby. Prvni moznosti bylo koncentrovani pomoci praskové
celulosy a druhou pomoci celulosového saciho papirku. Na zakladé téchto dvou
moznosti vznikly dva nové testy pro stanoveni proteinii v moci. Jednalo se o tabletovy
test (Albutest!) a o0 prouzkovy test (Albustix?). Tableta se skladd z barviva
bromfenolové modii, salicylatového pufru s pH okolo 3 a z celulosy. Provedeni testu
bylo velice jednoduché. Nejprve se na tabletu nanesla kapka vzorku moci a po jejim
vsaknuti dvé kapky vody. Pokud byl test pozitivni, doSlo v misté naneseni vzorku ke
zmeéné zabarveni tablety ze Zzluté na modro-zelenou. Prouzkové testy se skladaly
Z barviva bromfenolové modfi a citratového pufru s pH okolo 3. Jejich pouziti bylo také
velice jednoduché. Papirovy prouzek se namocil do vzorku mo¢i, a pokud se zabarvil do
modro-zelena, test byl pozitivni [21]. Pro vyhodnoceni téchto dvou kolorimetrickych
testll stanoveni proteinii v moci byly provedeny studie porovnavajici tyto nové testy
stehdy pouzivanymi turbidimetrickymi metodami zalozenymi na tepelné nebo
chemické denaturaci proteinu a nasledném meéfeni zakalu [21,33]. Ve své studii dosli
autofi Free a kolektiv po analyze 5000 vzorki moci k zavéru, Ze oba nové
kolorimetrické testy jsou jednoduché, rychlé, piesne, citlivé, specifické a mohou byt
pouzivany ke stanoveni proteinl i u zakalenych vzorkd moci [21]. Dalsi studie [33]
potvrdila zavéry, ke kterym doSel Free a kolektiv, a dale bylo zjisténo, Ze nepiesnosti
V stanoveni u téchto dvou novych testii zpiisobuji vysoce pigmentované vzorky.

S vyvojem technologie se zaCalo zabarveni roztokii méfit fotometricky, do té
doby se koncentrace zjistovala porovnanim zabarveni zkoumaného roztoku s roztoky
o znamych koncentracich bilkovin.

Dalsim pH indikatorem, ktery je mozno pouZit ke stanoveni celkovych proteint
v mo¢i je pyrogallova Cerven [34].

V dnesni dobé se proteinové chyby pH indikdtoru vyuziva predevSim
Vv ordinacich odbornych a praktickych 1ékait k rychlému semikvantitativnimu vySetieni
moci. Pouzivaji se diagnostické prouzky, které kromé proteind stanovuji v moci i dalsi
latky jako naptiklad glukosu, bilirubin, dusitany, keto latky nebo krev [35].

Proteinové chyby pH indikatoru se nevyuziva pouze pii zjiSténi koncentrace

bilkovin v mo¢i, ale i v jinych roztocich. Naptiklad ve studii [36] bylo pouzito barvivo

! Registrovany obchodni nazev
2 Registrovany obchodni nazev
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bromkresolova zelen ke stanoveni koncentrace sérového albuminu v roztoku. Po reakci
tohoto acidobazického indikatoru s proteinem dochézelo k nariistu absorbance pii 628
nm. Bylo zjisténo, Zze vztah mezi absorbanci a koncentraci albuminu je linearni az do
koncentrace 60 g/l. Tato metoda stanoveni sérového albuminu je rychla, spolehliva a

pouzivané ¢inidlo je ve srovndni S obdobnymi metodami stabilni.
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2 Metody

2.1 Pouzité chemikalie a pFristroje

Hovézi sérovy albumin (frakce V) - Merck, Némecko
Kyselina citronové bezvoda p.a. — Lachema, CR
Citronan sodny p.a. — Lachema, CR

Mogovina p.a. — Lachema, CR

Bromfenolova modf — Lachema, CR

NaOH p.a. — LachNer, CR, pouzit zasobni roztok o koncentraci 0,5 mol/I

UV-VIS spektrofotometr s diodovym polem Hewlett-Packard 8453E
pH-metr — perpHecT LogRmetr, model 370, ARI ORION

2.2 Priprava zasobnich roztoku

Roztok bromfenolové modii byl piipraven rozetienim 19,65 mg barviva v 400 pl
0,5 mol/ NaOH a ptidanim 60 ml destilované vody; koncentrace barviva byla
vypoétena (se zanedbanim objemovych zmén) jako 4,86.10™ mol/l.

Citratovy pufr pH 3,23 byl pfipraven smisenim 400 ml 0,1 mol/l roztoku kyseliny
citronové se 120 ml 0,1 mol/l roztoku citronanu sodného [37].

Roztok mocoviny o koncentraci 8 mol/l byl pfipraven rozpusténim 48,05 g
mocoviny ve 100 ml citratového pufru pH 3,23.

Roztok hovéziho sérového albuminu o koncentraci 5.10° mol/l byl pfipraven
rozpusSténim 130 mg hovéziho sérového albuminu v 40 ml citratového pufru pH 3,23.

Stakto pfipravenymi zasobnimi roztoky bylo dale pracovano pii ptiprave

métenych roztokd.
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2.3 Postup prace

2.3.1 Roztoky obsahujici bromfenolovou modi, mocovinu a pufr

Do oznacenych sklenénych lahvicek byly pfipraveny roztoky o celkovém objemu

6 ml obsahujici mocovinu, bromfenolovou modi a pufr. Pouzitd mnozstvi jednotlivych

zasobnich roztokd jsou uvedeny v tabulce 2.2. Po napipetovani vSech danych mnozstvi

zasobnich roztokt byly jednotlivé roztoky diikladn€ promichany.

Tabulka 2.2 Pouzita mnozstvi zasobnich roztoka

Byly pouzity zasobni roztoky bromfenolové modii (BPB) o koncentraci 4,86.10" mol/l,

mocoviny o koncentraci 8 mol/l a citratového pufru o pH 3,23. Vysledna koncentrace

bromfenolové modti ve viech roztocich byla 5.10° mol/l.

Oznaceni Koncentrace Pouzita mnozstvi v mi
lahvicek mocoviny
v mol/Il BPB mocovina pufr
A 0 0,514 0 4,486
B 0,2 0,514 0,125 4,361
C 0,3 0,514 0,188 4,298
D 0,4 0,514 0,250 4,236
E 1 0,514 0,625 3,861
F 2 0,514 1,250 3,236
G 4 0,514 2,500 1,986
H 6 0,514 3,750 0,736
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2.3.2 Roztoky obsahujici bromfenolovou modi, hovézi sérovy albumin, mocovinu

a pufr

Do oznacenych sklenénych lahvicek byly pfipraveny roztoky o celkovém
objemu 5 ml obsahujici bromfenolovou modf, hovézi sérovy albumin, mocovinu a
citratovy pufr. Pouzitd mnozstvi jednotlivych slozek jsou uvedena v tabulce 2.1.
Roztoky byly pfipraveny smisenim danych mnoZstvi zasobnich roztokd hovéziho
sérového albuminu, mocoviny a pufru. Po dikladném promichani byl pfidan dany
objem zasobniho roztoku bromfenolové modii a roztoky byly opét dukladné

promichény.

Tabulka 2.1 Pouzita mnozstvi zasobnich roztoka

Byly pouzity zasobni roztoky bromfenolové modfi, hovéziho sérového albuminu, mocoviny a
citratového pufru pH 3,23 v takovém mnozstvi, aby vysledna koncentrace bromfenolové modii
(BPB) byla 5.10” mol/l a koncentrace hovéziho sérového albuminu (BSA) byla 5.10° mol/l.
Byly pouzity zasobni roztoky o koncentracich BPB 4,86.10™ mol/I, BSA 5.10° mol/l a roztok

mocoviny o koncentraci 8 mol/l.

Oznaceni  Koncentrace Pouzita mnozstvi v ml
lahvicek mocoviny
v mol/Il BPB BSA mocovina pufr
A 0 0,514 0,500 0 3,986
B 0,2 0,514 0,500 0,125 3,861
C 0,3 0,514 0,500 0,188 3,798
D 0,4 0,514 0,500 0,250 3,736
E 1 0,514 0,500 0,625 3,361
F 2 0,514 0,500 1,250 2,736
G 4 0,514 0,500 2,500 1,486
H 6 0,514 0,500 3,750 0,236
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2.4 Méreni a zpracovani ziskanych dat

Po pripravé byly barevné roztoky ponechany nejméné 10 minut za laboratorni
teploty a byla zméfena jejich absorbance na spektrofotometru Hewlett Packard 8453E
s diodovym polem. Na pfistroji bylo nastaveno rozmezi vinovych délek 350 nm az
700 nm, integracni Cas 5 sekund a interval 1 nm. Naméfend data byla uloZena ve

formatu CSV a nasledné byla zpracovana v programu Microsoft Office Excel 2007.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Vliv mocoviny na absorbanci bromfenolové mod¥i

V prvni €asti experimentl bylo zkoumano, nakolik pfidavek samotné mocoviny
do reakéni smési (bez proteinu) ovlivni spektralni vlastnosti barviva BPB.

Pii ptipravé roztokli a naslednych méfenich je nutno brat v Givahu, ze pii ptidani
roztoku dalsi latky k barevnému roztoku mtize obecné v dusledku objemovych zmén pti
miseni (kontrakce €1 dilatace objemu) dochazet ke zméné efektivni koncentrace barevné
latky. V takovém ptipad¢ by bylo nutné naméiené absorbance korigovat s ohledem na
objemové zmény.

Chovanim mocoviny ve vodnych roztocich se zabyvala (také s ohledem na Casté
pouzivani této slouCeniny v biofyzikdlnich studiich) fada autor. Zéasadni vyznam
s ohledem na tuto bakalatrskou praci maji experimenty Guckera a spol. [38]. Tito autofi
ukazali, Ze zdanlivy molarni objem mocoviny v roztoku je blizky hodnoté objemu této
latky v pevném skupenstvi a jen velmi méalo se méni s koncentraci (hustota roztokt tedy
je prakticky linearni funkci koncentrace rozpu$téné mocoviny). V pozdéjsi praci
Kawahara a Tanford [39] zavéry starSi studie potvrdili a navic zjistili, Ze chovani
mocoviny je jen velmi malo ovlivnéno pfitomnosti dalSich latek v roztoku (napf.
VvV pufrech). Objemové zmény, provazejici interakci mocoviny s vodou jsou tedy jen
velmi malé a pro ucely této prace prakticky zanedbatelné. Tento zavér byl potvrzen také
nasim modelovym vypocétem na zakladé dat z prace Guckera a spol. Hodnoty hustoty,
vypoctené na zéklad¢ predpokladu miseni zasobniho roztoku mocoviny s ¢istou vodou
bez objemovych zmén, se od experimentdlnich hodnot 1i§i o méné nez 0.1%. Od

korekce bylo proto upusténo.

Pouzité koncentrace mocoviny byly vybrany s ohledem na fyziologické hodnoty
Vv moci, ale také s ohledem na koncentrace této slouceniny, pouzivané v denaturac¢nich
studiich. Za fyziologické mnozstvi vyloucené mocoviny jsou oznacovany hodnoty
v rozmezi 20-35 g za 24 hodin [40]. Pro piepo¢itani na molarni koncentraci mocoviny
bylo pocitano s objemem 1,5 | moc¢i za 24 hodin, fyziologicka hodnota koncentrace

mocoviny se tedy nachazi vrozmezi 0,222-0,389 mol/l. Ztohoto divodu byly
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Vv roztocich pouzity koncentrace mocoviny 0,2-0,4 mol/l. Kromé toho byl zkouman vliv
i vysSich koncentraci (do 6 mol/l) a to jak sohledem na moZné pickroceni
fyziologickych hodnot, tak vzhledem ke koncentracim pouzivanym v biofyzikalnich
studiich.

Absorpéni spektrum bromfenolové modii pii pH 3,23 vykazuje dva absorpcni

vrcholy pii 436 a 592 nm (obrazek 3.1, plna cara).

1,2

350 450 550 650

A, nm

Obrazek 3.1 Absorp¢ni spektra roztoktt BPB pii pH 3,23 s koncentraci barviva
5.10"° mol/l

roztok A bez mocoviny (plna ¢ara); roztok E s koncentraci moc¢oviny 1 mol/l (¢arkovan¢)

Ptidavek mocoviny az do koncentrace 0,4 mol/l zptisobuje prakticky zanedbatelné
zmény spektra (absorbance v prvnim maximu zdstava témét beze zmén, absorbance
V druhém maximu se mirn¢ zvysuje (2,8%)). Dalsi zvySovani koncentrace mocoviny
zpusobuje posun obou maxim K vy$§im vinovym délkam (441 a 595 nm) a vyrazng&jsi

zmény intenzity (viz tabulka 3.1)
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Tabulka 3.1 Polohy absorpénich maxim (Amax) @ absorbance v maximu pro roztoky

BPB s riiznou koncentraci mocoviny

Vzorek Cu Amaxt A Amax2 A,
(mol/l) (nm) (nm)
A 0 436 1,107 592 0,570
B 0,2 436 1,104 592 0,574
C 0,3 436 1,103 592 0,573
D 0,4 436 1,113 592 0,586
E 1 436 1,115 593 0,621
F 2 436 1,087 593 0,659
G 4 441 1,080 594 0,825
H 6 441 1,009 595 1,219

c,- koncentrace mocoviny, koncentrace barviva 5.10™ mol/l

Pii analytickém pouziti bromfenolové modfi je nutno ptredpokladat, Ze méteni
absorbance bude provddéno pii pevném nastaveni vlnové délky naptiklad
jednopaprskovym pfistrojem. Proto jsou na obrazku 3.2 porovnany hodnoty absorbance
pfi 592 nm (poloha absorpéniho maxima bez piidavku mocoviny) pro razné
koncentrace mocoviny. Také zde mizeme pozorovat malé ovlivnéni namétené hodnoty
absorbance koncentracemi ve fyziologickém rozsahu a vyrazngjsi nartst absorbance
koncentracemi mocoviny nad 1 mol/l.

Pozorované zmény absorbance vlivem piidavku mocoviny jsou analogické tomu,
co je mozné ocekavat pii zvySovani hodnoty pH. Proto bylo zméfeno vysledné pH po
pfidavku mocoviny. Skute¢né bylo zjisténo, Ze se pH pfidavkem mocoviny mirné
zvySuje (v 6 mol/l mocovin€é méa hodnotu 3,5) takze pozorovany vliv mocoviny je
mozné piinegjmensim z ¢asti pricist tomuto efektu. Pro definitivni zavér by bylo vhodné
opakovat tento experiment s tim, Zze pH roztoku po piidavku mocoviny bude upraveno
na konstantni hodnotu, aby bylo minimalizovano piisobeni mocoviny na acidobazickou

rovnovahu.
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Obrazek 3.2 Graf zavislosti absorbance BPB (pH 3,23) na koncentraci mo¢oviny pfi

592 nm a koncentraci barviva 5.10° mol/Il

3.2 Vliv mocoviny na absorbanci komplexu BPB-BSA

6

¢, mol/l

V druhé ¢asti experimentu bylo zkoumano, zda mocovina ptidana do reakéni

smési ovlivni spektralni vlastnosti komplexu bromfenolové modii a hovéziho sérového

albuminu. I zde byly pouzity stejné koncentrace mocoviny jako u prvniho experimentu.

Absorpéni spektrum komplexu barviva s proteinem pii pH 3,23 také vykazuje dva

absorpcni vrcholy — pfi 441 a 605 nm (obrazek 3.3, plna ¢ara). Na obrazku 3.3 jsou

znazornéna absorpéni spektra komplexu BPB-BSA vybranych roztoku, ktera mayji

koncentraci mo¢oviny 0 mol/l a 6 mol/l.
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Obrazek 3.3 Absorpéni spektra komplext BPB-BSA pfti pH 3,23
roztok neobsahujici mocovinu (plna ¢ara); roztok s koncentraci mocoviny 6 mol/l (¢arkované);

koncentrace barviva 5.10° mol/I

Pokud by do grafu byla vynesena i ostatni naméiena absorp¢ni spektra, prakticky
by splynula se spektrem roztoku, ktery neobsahuje mocovinu. VSechny roztoky maji
absorpni maximum pii vlnové délce 441 nm, pii niz8i koncentraci mocoviny
v roztocich se zde navic objevuje ,raménko* pii cca 400 nm. Poloha druhého
absorpéniho maxima zdvisi na koncentraci mocoviny. Postupné se posunuje od vinové
délky 605 nm ke kratSim vlnovym délkam (599 nm). Vyrazné také klesa absorbance
v tomto maximu. V tabulce 3.6 jsou uvedeny hodnoty Amax i S piislusnymi hodnotami

absorbanci.
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Tabulka 3.6 Polohy absorp¢énich maxim (Amax) @ absorbance v maximu pro komplex

BPB-BSA s rtiznou koncentraci mocoviny pii pH 3,23

Vzorek Cu Amaxt Ay Amaxz A;
(mol/l) (nm) (nm)
A 0 441 0,564 605 1,557
B 0,2 441 0,557 605 1,570
C 0,3 441 0,567 605 1,578
D 0,4 441 0,559 605 1,563
E 1 441 0,540 604 1,585
F 2 441 0,558 604 1,578
G 4 441 0,538 603 1,554
H 6 441 0,639 599 1,115

C.- koncentrace mo&oviny; koncentrace barviva 5.10 mol/l

Pro zjisténi vlivu mocoviny byly porovnany primérné hodnoty absorbance pti
604 nm roztokii B-H s primérnou hodnotou absorbance pii vinové délce 604 nm
roztoku A (neobsahujici mocovinu). Graficky je zavislost Agps na koncentraci
znazornéna na obrazku 3.4, pfimka oznacuje hodnotu absorbance roztoku bez

mocoviny.
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Obrazek 3.4 Graf zavislosti Agos komplexu BPB-BSA pii pH 3,23 na koncentraci
mocoviny

koncentrace BPB 5.10° mol/I; koncentrace BSA 5.10°° mol/l

Jak je vidét na obrazku 3.4, roztoky s fyziologickymi hodnotami koncentrace
mocoviny vmoc¢i se od roztoku nelisi vice, nez 0 1 %. Podobné je tomu az do
koncentrace mocoviny do 4 mol/l. K vyrazné zmén¢ absorbance doslo az u roztoku
s koncentraci mocoviny 6 mol/l. Zde doslo k poklesu absorbance témét o 29%. Pro
vysvétleni tohoto poklesu prichdzeji v ivahu nasledujici hypotézy:

1) zména pH v disledku piidavku mocoviny,

2) ovlivnéni absorbance vzniklého komplexu protein-barvivo mocovinou,

3) ovlivnéni vzniku komplexu.

Pokud jde o prvni hypotézu méteni pH ukazalo, Zze na rozdil od experimentu
s volnym barvivem pifidavek mocoviny k roztokiim obsahujici albumin nezpisobil
méftitelnou zménu pH. Navic je tieba zdlraznit, Ze vliv mocoviny na spektra je v tomto
ptfipadé opacny nez u volného barviva. Absorbance komplexu se snizuje, zatim co pro
volnou BPB dochdzelo k nartistu absorbance. Tento rozdil v chovani BPB viceméné
vylucuje také druhou hypotézu.

Z tohoto diivodu se domnivam, ze pfitomnost mocoviny v koncentracich vyssich

nez 4 mol/l brani vzniku komplexu barvivo-aloumin Jak je znamo z literatury,
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mocovina zplsobuje denaturaci albuminu, podobné jako dalSich proteinii. Pozorovany
pokles absorbance tedy pfi¢itam denaturaci BSA vlivem mocoviny. Na denaturovany
protein se poté navazalo niz§i mnozstvi barviva. Tomu nasvédcuje i hodnota Amaxz
(599 nm), ktera se blizi hodnotdm Amaxe pro samotné barvivo (595 nm).

Ziskané vysledky umoznuji také se zamyslet nad pravdépodobnym mechanizmem
vazby BPB na albumin. Pokud by Slo ¢isté¢ o iontovou vazbu mezi anionty barviva a
kladné nabitymi fetézci proteinu mél by nasledkem denaturace (rozbaleni proteinové
globule) pii pH 3,23 vzrist pocet dostupnych kladné nabitych fetézct a tedy také rozsah
vazby BPB na albumin. Pozorujeme vSak pravy opak. To nasvédcuje tomu, Ze kromé
iontové interakce se pii vazbé BPB na albumin mize uplatilovat také hydrofobni efekt:
vedle vazby zaporné nabité skupiny barviva na kladné nabity postrani fetézec ziejme
hraji roli také specifictéj$i interakce s hydrofobnimi vazebnymi misty na povrchu
albuminu. Tyto hydrofobni vazebné domény jsou denaturaci poruseny a vazba BPB se
proto sniZuje.

Vysledky zjisténé v této bakalarské praci se shoduji jak po kvalitativni, tak 1 po
kvantitativni strance s praci Halima a spolupracovnika [27], ktefi studovali denaturaci
BSA vlivem mocoviny s vyuzitim BPB jako sondy. Ti zjistili, Ze denaturace BSA
zacind pii koncentraci mocoviny kolem 4 mol/l a je Uplné dokoncena pii koncentraci

6 mol/l.

3.3 Odhad presnosti experimentalniho postupu

Pro ptfipadné analytické vyuziti metody je dulezité alespont odhadnout piesnost
meéieni jako celku a jednotlivych operaci, Z nichZ se méteni sklada.

Pokud jde o vlastni spektrofotometrické méfeni, pristroj Hewlet-Packard sam
vyhodnocuje jeho pfesnost. Pii nastaveni integra¢niho ¢asu delsiho nez 0,1 sekundy je
pro kazdou hodnotu vinové délky absorbance zméfena opakovang a ptistroj sdm spocita
a ulozi (spolu s hodnotou absorbance) hodnotu standardni odchylky méfeni. Pro nase
méfeni nepfesahla standardni odchylka hodnotu 0,0002 A, coz odpovida relativnim

odchylkam mensim nez 0,05 %.
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Tato odchylka ovSem charakterizuje pouze vlastni spektrofotometrické méteni
(stejny roztok, ve stejné kyveté, ktera je stejn¢ umisténa v kyvetovém prostoru). Pro
(4x) zméfen stejny roztok (nové vlozeni kyvety). Piesnost byla charakterizovana
pomoci nejvétsi odchylky individudlni naméfené hodnoty absorbance od priméru celé
Ctvefice. Absolutni hodnoty téchto odchylek nikde nepiesahly 0,001 A, coZz odpovida
relativni chybé 0,2 %.

Aby bylo mozno odhadnout piesnost postupu jako celku, byly pro kazdé méteni
pripraveny samostatné tfi roztoky a promeéfena jejich absorbance. Presnost pak byla
charakterizovdna maximalni odchylkou individudlni hodnoty od priiméru, obdobn¢ jako
piedchozim piipadé. Takto spoctené relativni chyby byly typicky kolem 1% a nizsi, ve
dvou ptipadech dosahly téméf 3% (mozné chyby pipetovani).

Zmény absorbance komplexu BSA-BPB zptisobené ptidavkem mocoviny az do

koncentrace 4 mol/l jsou tedy srovnatelné s experimentalni chybou méfent.
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4 Zaver

Ze ziskanych vysledkli vyplyva, ze pro moznost stanoveni albuminu BPB je
dalezité, zda je protein V nativnim stavu. Experimentem bylo prokazano, Ze samotna
pfitomnost mocoviny v koncentracich srovnatelnych s fyziologickymi hodnotami
stanoveni v zdsadé neovlivni (naméfeny rozdil je srovnatelny s experimentalni chybou).
Pii koncentraci mocoviny 6 mol/l naopak dochazi k vyraznému poklesu absorbance

(témét 0 29 %).
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