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II. Proprletatlle lelCO chlmlce
ale proteinelor
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~— Proteinele se deosebesc dupa
proprietatile lor fizico-chimice:

Masa moleculara
Sarcinad electrica
Termolabilitate
Solubilitate
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Masa moleculara a proteinelor

Proteinele sunt compusi
macromoleculari

- cu masa moleculara mare - de la 5 ooo
la 1 000 000 Da (daltoni) in dependenta
de numadrul de aminoacizi constituienti si
de numarul de protomeri.
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Denumirea
proteinei

Lactalbumina
Insulina
Hemoglobina
Miozina
Pepsina

Peroxidaza

OleCUlc

Sursa
proteinei/lzolata

din
lapte
pancreas
globule rosii
muschi

stomac

rinichi

(1) C

17.000
12,000

68.000
850.000

36.000

44 000
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Masa moleculara
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“Sarcina electrica a proteinelor

Proteinele prezinta polielectroliti amfoteri

Sarcina electrica a proteinelor este
determinata de 2 factori:
1. de componenta aminoacidica

2. de pH mediului
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‘Sarcina electrica a proteinelor:—

1. depinde de componenta
aminoacidicd, prezenta si raportul
radicalilor aminoacizilor, ce poseda
sarcina electricad;

Dacd proteina posedd mai multi aminoacizi
incarcati negativ (Glu si Asp)- in mediul apos
sarcina ei sumard va fi negativd (de exemplu -
e

4IE-I?,N—(;)H—CO—NH—(|3H—CO—N H—(IZH—CO—N H—(EH- COO

CHy ?Hz ?Hz ?Hz

OH SH COO
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Dacad proteina are in componenta sa mai multi
aminoacizi cu sarcina pozitiva in radical (Lys, Arg
si His)- sarcina ei sumara va fi pozitiva (de
exemplu - histonele).

"HN-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH- COO"
CH, CH, CH, (CH,
OH SH NH

+

3
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Sarcina electrica sumaréaproﬁnelor :
2. depinde de pH-ul mediului

In mediul acid concentratia de protoni H*
este Tnaltd si neutralizeaza grupele COQO- ale
aminoacizilor - sarcina negativda descreste,
proteina se incarca pozitiv - devine cation, si
in campul electric migreaza spre catod.
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Sarcina electrica sumara a proteinelor :

In mediul basic concentratia de OH- este inaltJ si
neutralizeazd sarcina positiva a grupelor amino
NH3*, astfel sarcina pozitivd se micsoreazd,
proteina se incarcd negativ, devine anion si in
campul electric migreaza spre anod.

Sarcina sumara pozitiva

Sarcind sumara negativa

Increasing Cationic
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| Starea si punctul izoelectric

Starea proteinei cand sarcina ei electrica
sumard este egald cu zero se numeste stare
isoelectricad.

Valoarea pH-ului la care proteina se afld in
stare isoelectricda se numeste punct
isoelectric.

Proteinele, care se afla in stare isoelectrica
au solubilitate scdzuta si pot usor sa se
precipite.




Punctul izoelectric

Proteinele, in care prevaleaza aminoacizi acizi, cu
radicali incdrcati negativ (Glu, Asp) - vor avea
punctul izoelectric in mediul acid;

Proteinele, in care prevaleaza aminoacizi bazici,
cu radicali incdrcati pozitiv (Lys, Arg, His) - vor
avea punctul izoelectric in mediul bazic;
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_ Termolabilitatea—
este propertatea proteinelor de a-si mentine

activitatea biologicd in limite inguste de temperaturd
(aprox. de la 10 la 40°C)

daca temperatura este mai inalta de 50-60°C proteina
denatureaza - isi pierde conformatia sa nativd. Are
loc distrugerea tuturor nivelelor de organizare
structurald a proteinei (cu exceptia celui primar).

Activitatea
biologica

...................................................................................
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...................................................................................
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_ Termolabilitatea—

exista cateva exceptii — proteinele
termostabile (tripsina, lizozima, taq-
polimeraza) - stabile la temperaturi inalte.

daca temperatura este joasd - structura
proteinei nu se modificd, insd proteina devine
biologic inactiva.



_ Solubilitatea proteinelor — ‘¢
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Majoritatea proteinelor sunt compusi
hidrofili si sunt solubile in apa.

Apa interactioneaza cu grupdrile polare ale
proteinelor si formeaza o membrand apoasa
la suprafata proteinei .

Molecula
proteinei




“Membrana apoasa

Se formeaza la interactiunea grupelor ionogene ce
fixeaza dipolii de apa:

Grupa -COO- fixeaza 4 molecule de H,0O,

Grupa -NH, fixeaza 3 molecule de H,O;

Grupele -OH si -NH — a cate 2 molecule de H,O.

Apa ce intra in componenta membranei apoase e
numita “apa legata”

O

o+ 8-
—



/

“Solubilitatea proteinelordepﬂlﬁe de:

prezenta grupelor polare,
inclusiv cu sarcina electrica;

\\

prezenta membranei apoase;

forma moleculei - proteinele
globulare sunt mai solublile
decat cele tibrilare;



~ Solubilitatea proteinelor depinde de:

4. Solvent — de exemplu: albuminele
sunt solubile atat in ap4d, cat si in solutii
saline de diferite concentratii, iar
globulinele nu sunt solubile in apa, si
sunt solubile numai in solutii saline
slabe.

5. pH-ul mediului - pH-ul influenteaza
asupra sarcinii proteinei; in punctul
isoelectric solubilitatea scade.

6. Temperatura



Clasificarea solutiilor in functie de
* masa moleculard (M) si

///. = = ." * diametrul (@) al particulelor fazei dispersate
~ Solutiile proteice e M<10°Dm,
v ®<10A
formeaza COLOIDALE: 10°Da<M <10%Da,
oo o 10A<®d <103 A
solutii coloidale: suseENSTT. > 10%Da
@>103A

Spre deosebire de solutiile coloidale
obisnuite, solutiile proteice nu necesita
prezenta stabilizatorului. Solutiile proteice

sunt stabile si cu timpul nu se precipita.
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~“Proprietatile solutiilor proteice ca
solutii coloidale:

Proprietdti optice — efectul Tindal
Vitezad mica de difuzie

Proprietati osmotice (oncotice)
Viscozitate inalta

Capacitatea de a forma geluri - retele
structurale cu apd in interior



““Proprietitile optice

La iluminarea laterala a solutiei proteice raza de
lumina in ea devine vizibila, formand conul de
lumina- efectul Tindal. Acest efect de dispersie
a luminii se explica prin difractia razelor de
lumina de cdtre particule in solutie.

Capacitatea proteinelor de a dispersa lumina
este folosita:

la determinarea cantitativd a proteinelor prin
metoda nefelometrica

la studierea microscopica a structurilor celulare.
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Vitezi mics de difuzie

Difuzie - deplasarea spontand a moleculelor
substantei dizolvate datoritad gradientului de
concentratie (de la zone cu concentratii mai mari
spre cele cu concentratii mai mici).

Viteza de difuzie a proteinelor depinde mai
mult de forma moleculei, decat de masa ei.

Repartizarea intracelulard a proteinelor are loc
prin difuzie. Deoarece viteza de difuzie e micad, are
loc limitarea vitezei proceselor dependente de
proteinele difuzabile.
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P mpriEtéti osmotice — —

proteine fiind macromolecule - nu
difundeaza prin membrane semipermiabile
ceea ce are ca urmare aparitia fenomenului
de osmoza (deplasarea moleculelor de
H20 prin memgrané in solutia proteica).
Deplasarea apei este limitatd de presiunea
hidrostatica Fpresiunea coloanei de apa) si
se numeste presiune osmotica;

Presiunea osmotica depinde de concentratia
molara a proteinei si de temperaturd.

Presiunea osmotica determinatd de proteine
se numeste presiune oncotica.



~Viscozitate mare

Viscozitatea - forta de coeziune intre
moleculele proteice - e dependenta de masa
si forma moleculelor

Marirea concentratiei proteinei conduce si la
marirea viscozitatii solutiei

Proteinele fibrilare sunt mai viscoase comparativ
cu cele globulare.

Viscozitatea e dependentad de:

temperatura (la temperatura inalta viscozitatea
scade);

prezenta electrolitilor (de ex. sarurile de Ca**

madresc viscozitatea prin formarea puntilor de
Ca2+)
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Moleculele proteinei interactioneaza intre ele
formind retele structurale in interiorul carora se
Imobilizeaza apa.

« Gelatinizarea are loc mai usor in solutiile
proteinelor fibrilare

molecule de apa agregarea catenelor

/
/

)
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gel
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_Fermarea de gel se observala-coagularea singelui

(formarea retelei de fibrina).

—

La invechirea gelurilor are loc sinereza -
expulzarea apei, datoprita contractiei mol din
retea si eliminarea apei.

Formarea gelului depinde de :
concentratia solutiei;
temperatura (creste la scaderea temperaturii);

concentratia ionilor de hidrogen (in punctul
izoelectric se observa o viteza maxima de formare a
gelului);

prezenta electrolitilor (ionul SO4%" contribuie in
mod preferat la transformarea solului in gel).
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~ Xerogel-

este gelul secat (uscat) - lipsit de apa.
se capdta prin secare liofila a solutiilor coloidale

Secarea liofila consta in indepartarea apei in vid
din solutia coloidala inghetata.

se pdstreaza un timp mai indelungat ceea ce are
importantd practica in industria de preparare a
medicamentelor de origine proteica.

Ex: diferite proteine (albumina, gama-globulinele
si altele).



Me | ificare, fracti
si studiere a proteinelor :

eSalifierea
ePDializa
eElectroforeza

e Gel-filtrarea



~—Salifierea

— A. Salt precipitation

Solubility

@ @
e este metoda de precipitare a

proteinelor din solutie sub |

@)
T r )
G

@

actiunea concentratiilor mari e
; ydrate

de saruri neutre (sulfat de shell
amoniu s.a.)

Salting in

Salting out

Salt concentration——»

e este un proces reversibil
e proteina nu-si pierde
activitatea.

Mecanismul salifierii::

e distrugerea membranel apoase
 Inlaturarea sarcinii electrice.



Salifierea
Solubilitatea proteinelor este strict dependenta

de concentratia sarurilor in solutie (forta ionica
a mediului).

Proteinele sunt de regula slab solubile in apa
ura. Solubilitatea lor creste odata cu cresterea
ortei ionice a solutiei, deoarece tot mai multi
ioni anorganici inalt hidratati se leaga de
suprafata proteinei, prevenind agregarea
moleculelor (salting in).

/
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In solutii cu o forta ionicd foarte inalta (la

concentratii inalte de saruri) sarea distruge
membrana apoasa a moleculei proteice si
astfel duce la agregarea si precipitarea
proteinelor (salting out). Deaceea,
addugarea sarurilor (de exemplu a sulfatului
de amoniu (NH,),SO,) face posibild
separarea proteinelor din amestec conform
gradului lor de solubilitate (fractionare).

—
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Asupra vitezei de precipitare a proteinelor

prin salifiere actioneaza un sir de factori ca:
hidrofilitatea proteinei, masa moleculard,
sarcina electricd; de aceea salifiere diferitelor
proteine are loc in concentratii diferite de
sarurti.

De exemplu, albuminele se precipita in
solutie saturata de sulfat de amoniu, pe cand
globulinele - in solutie semisaturata
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~Dializa-
— metoda de separare si — Dializa

purificare a substantelor
macromoleculare si solutiilor
coloidale de substante
micromoleculare cu ajutorul
membranelor semipermeabile
(celofan, pergament etc.).

Prin porii acestor membrane  |sq1utie 77 Tub

pot trece numai substantele proteicéw semi-

loni Proteine

micromoleculare, ce au masa permeabil
moleculara i dimensiuni . 57— Apa
IMici. ( A
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Datorita dimensiunilor sale mari, moleculele proteice nu
sunt capabile sa treaca prin porii membranelor
semipermiabile, pe cand compusii micromoleculari sunt
capabili. Astfel, dializa poate fi folosita pentru a inlatura
componentele micromoleculare din solutiile proteice:

(@)  Inceputul (6)  Inechilibru
dializei
i ~ Y Y H“\_
I | ) | 1]
\I\. > L "1.“ "/' r)
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< N/ &N
\ W Membrana N ¢
. R S =y
[ 1\ semipermiabild s
II.. Ill = | | . . @
by . ® ° .
- Tyl -
|==.:‘| ". ‘.ll.. |- . ®
sosts| = Solvent — 1T e e
s @32 ¢l .\. .
l-'. . ™ - ™ .
|I':!:. :|| N ' . || @ o .
"'t"i T 2 - .| . ®
ese Solutia =~ * s
¢ k concentrat3 @& . ¢
A 4 . .
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Electroforeza——

/ SEa ”5&
~—~este o0 metoda utilizata pentru a acetate El‘) BLOOD PROTEINS
separa din amestec diferite |
componente individuale (fractii), Media ”
bazata pe capacitatea acestora de a @iy Albumin
se deplasa Tn campul electric. o
Electroforeza proteinelor plasmei - alpha-
sanguine permite separarea lor in 5 20min |EEEEes globulins
fractii distincte majore: albumine, APP'!;’ —»
alfal, alfa2, beta si gama-globuline. | 53"P'¢ beta-
s - — globulins
= damma-
ey globulins

@ !

Separaling serum proteins by electrophoresis




Este una din principalele metode
cromatografice de purificare a proteinelor.
Necesita:

- faza stationara: sita moleculara

- faza mobila: tampon

«Sitele moleculare sunt formate din granule
de gel polizaharidic inert hidratat. Granulele
poseda pori de diferit diametru.
*Micromoleculele cu dimensiuni mici
patrund prin acesti pori, macromoleculele -
nu.

VViteza migrarii micromoleculelor prin
coloana este mai mica decit a
macromoleculelor - fapt ce permite
purificarea proteinelor de substantele
micromoleculare.

\/iteza migrarii proteinelor prin coloana este
in functie de masa si dimensiunile lor — se
misca mali repede cele ce au masa si
dimensiuni mai mari

roma
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