Biochemicky tstav LF MU 2018

JEDNODUCHE REAKCE VE ZKUMAVCE

PRAKTICKA CAST

Ulohy jsou kvalitativniho charakteru — zalezi na poméru jednotlivych slozek nikoliv na jejich
absolutnim mnozstvi. Objemy Ize odméfovat pomoci graduované plastové pipetky nebo pouze
,,0d oka® pfimo ze zasobni lahve — 1 ml pfedstavuje vysku roztoku ve zkumavce pfiblizn¢ 1em.

Ukol 12.1 Oxidace alkohol( a vyéisleni redoxni rovnice

Primarni a sekundarni alkoholy poskytuji pfi oxidaci pomérné snadno karbonylovou slouceninu -
aldehyd nebo keton. Lze pouzit kterykoliv u¢inny oxidacni prosttedek (CuO, K,Cr 07, KMnOs).
Silna oxidacni ¢inidla, zvlasté za vyssich teplot, oxiduji karbonylové slouceniny dale na kyseliny,
prip. za $tépeni az na CO; a H,0O. Oxidace alkoholii oxidem méd’natym za vyssi teploty probiha za
vzniku piislusné karbonylové slouceniny.

Material: Vodny roztok (50%) ethanolu a propan-2-olu, dichroman draselny kryst., 50% H>SO4
(ZIRAVINA). Stogeny médény drat. Trubicky Detalcol nebo Alcotest. Plastové pipetky,
zkumavky, popisovac.

Provedeni:

a) Oxidace alkoholit oxidem médnatym

= Do jedné zkumavky odlijte pfiblizné 1 ml vodného roztoku ethanolu a do druhé
zkumavky 1 ml vodného roztoku propan-2-olu.

= Sto¢eny médény drat zihejte v plameni tak dlouho, az se pokryje vrstvou CuO (ztmavne).

= Rozzhaveny drat vlozte opatrné do roztoku alkoholu a okamzité jej vytahnéte ven,
zkumavku zchlad’te pod tekouci vodou. Pozorujte zménu zbarveni médéného dratu.

= Ptedchozi dva kroky opakujte 5—7krat.
= Produkty oxidace dokazte Schiffovym a Lestradetovym ¢inidlem (viz tkol 12.2).

b) Oxidace ethanolu dichromanem draselnym

= K pfiblizné¢ 1 ml roztoku ethanolu pfidejte malé mnoZstvi krystalického dichromanu
draselného a opatrné nékolik kapek 50% H,SO4 (ZIRAVINA). Priibéh reakce se projevi

redukci dichromanu na zelenou chromitou stl.
1. Pozorujte zbarveni rozzhaveného médéného dratu v prubéhu oxidace alkoholu ve zkumavce
a bezprostiedné po vytazeni ven ze zkumavky na vzduch. Vysvétlete.

2. Dopliite rovnice probihajicich redoxnich déju ve zkumavce, vcetné stechiometrie (oxidace

alkoholt na karbonylové slouceniny je dvouelektronovym déjem):
... CH3CH,0H + ... CuO e I + ..
... CHsCHOHCH3 + ... CuO —> .......... + o
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3. Doplite stechiometrické koeficienty v iontové rovnici redoxniho d€je (dvouelektronovy déj):

...CH3CH20H"‘...CI‘20727+...H+  — ...CH3CHO+...CI‘3+ + ... H,O

Obecny postup pti vycislovani stechiometrickych koeficientd v redoxni rovnici:

1. pomoci stechiometrickych koeficientd vyrovnejte zmény v oxidacnim ¢isle na obou strandch rovnice (pocet
elektronti uvolnénych pii oxidaci musi odpovidat poctu elektroni spotiebovanych pii redukei)

2. pokud je tfeba, pomoci vody vyrovnejte pocet atomu kysliku na obou stranach rovnice (kolik je atomd O
v oxidantu, tolik jich bude ve vodég)

3.  pokud je tfeba, pomoci H" vyrovnejte naboje na obou stranach rovnice

Ukol 12.2 Dukaz aldehydi a ketont
a) Ditkaz aldehydu Schiffovym cinidlem

Schiffovo ¢inidlo je roztok trifenylmethanového barviva fuchsinu, ktery byl odbarven
hydrogensifi¢itanem za vzniku fuchsinleukosulfonové kyseliny. Aldehydy davaji s cinidlem
Cervené fialové az modré zbarveni. Nejedna se o pouhé uvolnéni fuchsinu, ale o specifickou
reakci s aldehydickou funkéni skupinou. V silné kyselém prostiedi takto reaguje pouze
formaldehyd, ¢ehoz lze vyuzit k jeho dukazu v pfitomnosti jinych aldehyda.

Material: Roztok formaldehydu (0,3 mol/l), Schiffovo ¢inidlo (1 g fuchsinu rozpustény v litru vody, 50 ml
nasyceného roztoku NaHSOs, 1 ml konc. HCI a ponechat stat do odbarveni). Plastové pipetky,
zkumavky, popisovac.

Provedeni:

= Pfiblizné k 1 ml testovaného roztoku ve zkumavce pfidejte nékolik kapek Schiffova
¢inidla a promichejte.

= Porovnejte zbarveni v obou zkumavkach.

= Jako testovany roztok pouzijte: a) roztok ethanolu po oxidaci oxidem médnatym,;
b) roztok formaldehydu (pozitivni test).

4. Porovnejte zbarveni ve zkumavkach.

b) Diikaz ketonii nitroprusidem sodnym

Nitroprusidy jsou Zelezité koordinaéni slouceniny, obsahuji komplexni anion [Fe(CN)sNO]*.
Nejbéznéjsi znich je nitroprusid sodny, pentakyanonitrosylzelezitan disodny. V alkalickém
prostiedi reaguje nitroprusid s mnohymi ketony (i nckterymi aldehydy) za vzniku Cervené,
¢ervené fialové az modie zbarvenych komplexnich produkti.

Nejde o specifickou reakci pouhého karbonylu, k reakci jsou nezbytné reaktivni atomy vodiku vazané na sousedici uhlik.

Ptes nedostatek specifi¢nosti je reakce velmi uzitecna k dtikazu acetonu a acetacetatu - dvou ze tfi sloucenin oznacovanych
v biochemii jako ketolatky (nezaméiovat s obecnym oznacenim ketony, ketokyseliny, apod. ) - pfi analyze moce.

Material: Vodny roztok acetonu (20 ml/l), Lestradetovo ¢inidlo (v prachovnici, jemné rozetfena smés 1 g
nitroprusidu, 100 g bezvodého Na>COj3 a 100 g siranu amonného). Lopaticka, zkumavky.




Biochemicky tstav LF MU 2018

Provedeni:

= Na sténu k uasti naklonéné zkumavky s 2-3 kapkami testovaného roztoku vneste
lopatickou praskovité Lestradetovo ¢inidlo a opatrné zvlhcete Cinidlo roztokem ve

zkumavce, poté umistéte zkumavku do stojanu.
=V pribéhu 5 minut porovnejte zbarveni v obou zkumavkach.

= Jako testovany roztok pouzijte: a) roztok propan-2-olu po oxidaci oxidem médnatym,;
b) acetonu (pozitivni test).

5. Porovnejte zbarveni ve zkumavkach.

Ukol 12.3 Stanoveni ethanolu v krvi (demonstrace)

Dechova zkouska. Koncentrace ethanolu v krvi muze byt orienta¢né zjiSténa podle obsahu
ethanolu ve vydechovaném vzduchu pomoci alkoholovych testeri.

Princip detekce ethanolu, obecné alkoholu, ve vydechovaném vzduchu pomoci
detekénich trubi¢ek Altest® spociva v oxidaci alkoholu dichromanem draselnym —
jsou-li ve vydechovaném vzduchu pritomné pary alkoholu, Zlutooranzoveé

zabarveny silikagel s dichromanem draselnym v  trubiCce se zméni

na modrozelenou chromitou sul.

V soucasnosti se kdetekci alkoholu pouzivaji testery zaloZzené na
elektrochemickém principu (napf. tester Alcotest®). Elektrony uvoln&né pfi oxidaci alkoholu na
anodé¢ putuji ke katod¢, na které dochazi k redukci kysliku na vodu. Velikost proudu protékajiciho
mezi anodou a katodou je pfimo imérna mnozstvi alkoholu. Pfi spravném pouziti alkohol testerti
se méfeni provadi 15-30 minut po poslednim poziti alkoholického napoje, jinak ziskame falesn¢
pozitivni vysledek, hrozi téZ zniCeni senzoru. Pfed méfenim se nesmi 30 minut jist ani koufit.

Detekce ethanolu ve vydechovaném vzduchu neni zcela specificka, dle konstrukce senzoru lze
stanovit i jiné t€kavé, snadno oxidovatelné latky (napf. aceton).

Enzymové stanoveni vyuziva alkoholdehydrogenasu, ktera katalyzuje dehydrogenaci ethanolu za
vzniku acetaldehydu. Sou¢asné je redukovan pyridinovy koenzym.

CH3;CH,0OH + NAD"—— CH3CH=0 + NADH + H"

Vzestup absorbance redukovaného koenzymu pii 340 nm je pfimo umérny koncentraci alkoholu
v krvi. Enzymova metoda je ¢asto vyuzivana v biochemickych analyzatorech. Tato reakce neni
zcela specificka pro ethanol, i jiné alkoholy jsou substratem pro alkoholdehydrogenasu (propanol,

propan-2-ol, ethylenglykol).

Zcela presné a jednoznacné je stanoveni ethanolu plynovou chromatografii, které je zpravidla
provadéno v tstavech soudniho Iékafstvi. Podle reten¢niho ¢asu jednotlivych pikil v chromatogramu lze
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rozlisit ethanol od jinych tékavych latek, které se mohou nachazet v krvi nebo moci: methanol
nebo propan-2-ol (v pfipadé intoxikace), aceton (u diabetikit).

Koncentrace alkoholu v krvi se obvykle vyjadfuje v promilich (%o ptiblizné odpovida koncentraci
v g/l). Bez poziti alkoholu se v krvi stanovi méné nez 0,05 %o, nalez nad 0,3 %o znamena vzdy
poziti alkoholu. Pti hladinach alkoholu 0,5-1,5 %o nastupuji nejprve pocity uklidnéni a ztraty
uzkosti, posléze snizeni zabran a poruSeni svalové souhry. 2-3 %o pusobi tézkou opilost
s poruchou hybnosti, vys$si hladiny alkoholu narkotické stadium az smrt nasledkem centralniho
selhani dychani a obéhu (smrtelnd davka pro dospélého se udava 250-750 g alkoholu pfi rychlém
poziti).

Obsah alkoholu v krvi 1ze pfiblizné odhadnout pomoci vztahu:

Alkohol v krvi (%o) = —2—
hx f

kde m je hmotnost pozitého (100%) alkoholu (g), / je télesna hmotnost (kg), fje faktor 0,67 (muzi) nebo 0,55 (zeny).

Pokles hladiny alkoholu ¢ini priimérné 0,12 %o za 1 h.

Obsah alkoholu v alkoholickych napojich je uddvan v objemovych procentech (obj. %), pro

vvvvvv

Obsah ethanolu v n¢kterych alkoholickych napojich

Obj. % Obj. %
NaDoi R
e ethanolu g/l Nipoj ethanolu g/l
Pivo nealkoholické <0,5 <4 BéZna stolni vina 10-12 80-96
Pivo vycepni* 34,5 24-36 Sherry a portské 14-16 112-128
Pivo lezak® 4,5-6 3648 Likéry, bézné lihoviny 30-40 240-320
Lehka vina 6-8 48-64 Destilaty 40-50 320400

*Pivo 8-10% (dfive 8—10°); “Pivo 11-12% (dtive 11-12°); Oznaceni v % se nevztahuje k obsahu alkoholu.

Material: Detekéni trubicky Altest®, elektronicky tester.

Provedeni:

= Seznamte se s demonstrovanymi alkohol testery a zpusobem jejich pouZiti.

Muz (80 kg) a Zena (55 kg) vypili kazdy v kratké dobé po 2 dcl bilého vina (11 obj. % alkoholu).
Odhadnéte koncentraci alkoholu v jejich krvi po 2 hodinach. Porovnejte udaje.

Muz (80 kg) vypil 5 vy€epnich piv (4 obj. % alkoholu) a 2 odlivky (po 20 ml) destilatu (40 obj. %
alkoholu). Za jakou dobu pravdépodobné klesne obsah alkoholu v krvi pod 0,3 %0?
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Vysettovany muz (90 kg) pozil urc¢ité mnozstvi alkoholickych napoji. Za dvé hodiny byl zadrzen pii
fizeni motorového vozidla. Za dalsi dvé hodiny byl proveden odbér krve a zjisténo 1,1 %o alkoholu.
Odhadnéte koncentraci ethanolu v dobé¢ fizeni vozidla a celkovou hmotnost vypitého alkoholu.

Ukol 12.4 Redukéni vlastnosti cukra a L-askorbové kyseliny

Cukry obsahujici volny poloacetalovy (anomerni) hydroxyl nebo volnou karbonylovou skupinu
sousedici s uhlikem nesoucim alkoholicky hydroxyl maji schopnost redukovat i pomérné slaba
oxidacni ¢inidla, napt. Benedictovo ¢inidlo. Proto se oznacuji jako cukry redukujici. Patii k nim
v8echny monosacharidy, z oligosacharidii pouze ty, které maji volny poloacetalovy hydroxyl.
Reakci s Benedictovym cCinidlem lze téZz pouzit k nespecifickému dikazu redukujicich latek

v mod¢i.

Vici silnym oxidacnim cCinidlim maji redukéni ucinky vSechny rozpustné cukry, tedy
i neredukujici.

L-Askorbova kyselina ma pomérn¢ silné redukéni ucinky, oxiduje se snadno na

dehydroaskorbovou kyselinu:

CH20H CH20H
H—C—OH H—C—-OH
0. _o - 2H 0. _o
HO OH o \O

Redukuje napf. ionty Fe** na Fe?*, ¢imZ usnadfiuje resorpci téchto iontil v travicim traktu.

Ve vod¢ jsou roztoky L-askorbové kyseliny pomérné stalé a neméni se ani kratkodobym varem,
avSak jiz nepatrné mnozstvi kovovych iontd (napi. Fe3, Cu?") katalyzuje oxidaci askorbové
kyseliny vzdu$nym kyslikem na dehydroaskorbovou kyselinu za soucasného vzniku peroxidu
vodiku.

Material: Benedictovo ¢inidlo (pfipravené rozpusténim 0,7 mol Na,COsa 0,6 mol citratu trisodného
v 700 ml vody za tepla, po ochlazeni pfilit roztok obsahujici 70 mmol CuSO4a objem doplnit
vodou na 1 litr), roztoky p-glukosy, laktosy, sacharosy a $krobu (pfiblizné 10 g/l). Cerstvy roztok
askorbové kyseliny (500 mg/1), roztok hexakyanozelezitanu draselného (0,1 mol/l), roztok
methylenové modfi (0,02% v 3% ethanolu), roztok FeCls (0,005 mol/l), roztok CuSO4- 5H,O
(0,025 mol/1), roztok NaOH (5 mol/l), plastové pipetky.

Provedeni:

a) Reakce s Benedictovym cinidlem

Cinidlo je silng alkalické, musi se zah¥ivat opatrné, jinak snadno vzkypi.
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K pfiblizné 1 ml Benedictova ¢inidla ptidejte 1-2 kapky roztoku testovaného sacharidu
a obsah zkumavky promichejte — doporu¢eny pomér ¢inidla a vzorku je nutno zachovat!

Zkumavku se smési umistéte do vrouci vodni lazné a udrzujte ve varu 1-2 minuty.
Jako testovany roztok pouzijte roztok: a) D-glukosy

b) laktosy

c¢) sacharosy

d) skrobu

Vysledky reakci zaznamenejte do protokolu a vysvétlete je na zaklad€ struktury jednotlivych
sacharida.

Napiste rovnici reakce f—D-glukopyranosy s Benedictovym ¢inidlem (ionty Cu?" v alkalickém
prostiedi v pfitomnosti citratu). Pfi reakci vznikaji nerozpustny Cu,O (Cerveny) a CuOH (Zluty).

b) Redukce iontii Fe’" L-askorbovou kyselinou

11.

12.

Do dvou zkumavek odlijte pifiblizné po 1 ml roztoku chloridu Zzelezitého. Do prvé
zkumavky pfidejte pfiblizné¢ 1 ml L-askorbové kyseliny, do druhé 1 ml demi-vody
(negativni vysledek).

Do obou zkumavek pridejte nékolik kapek roztoku hexakyanozelezitanu draselného
a promichejte.

Piitomnost ionti Fe?" se projevi vznikem syté modrého zbarveni, tzv. berlinské modii

(komplexni slou¢eniny Fe*" a Fe3" iontl s anionty CN™), zelené zbarveni neni prikazné.

Napiste rovnici reakce mezi L-askorbovou kyselinou a Fe** ionty.

Zdavodnéte prubeéh reakce na zakladé hodnot standardnich redoxnich potencialt:
E°(dehydroaskorbat/askorbat) = 0,081 V; E°(Fe*"/Fe?") = 0,770 V.

¢) Oxidace L-askorbové kyseliny vzdusnym kyslikem

Do 4 oéislovanych zkumavek odlijte pfiblizn€ po 1 ml roztoku L-askorbové kyseliny.
Do druhé a tieti zkumavky pfidejte 2—-3 kapky roztoku CuSO,4 - 5H,0.

Obsah druhé a ¢tvrté zkumavky zahfivejte ptiblizné 5 minut ve vrouci vodni lazni.
Obsah treti zkumavky chvili intenzivné protiepavejte.

Pridejte do kazdé zkumavky (2. a 4. zkumavka je zchladld) 1 kapku roztoku methylenové
modii a poté 5 kapek roztoku NaOH, obsah kazdé zkumavky promichejte a zkumavky
postavte do stojanu.

Po pul minuté zkontrolujte zbarveni roztoku ve zkumavkach.

Vymizeni modrého zbarveni je dikazem pfitomnosti askorbové kyseliny, ktera
zredukovala methylenovou modf na jeji bezbarvou leukoformu. Pii opétovném protiepani
obsahu zkumavky dojde k obnoveni modrého zbarveni v disledku reoxidace leukoformy
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vzdusnym kyslikem; v klidu se ¢inidlo znovu zredukuje askorbovou kyselinou, ktera je
v nadbytku, na bezbarvou leukoformu.

13. Popiste a vysvétlete chovani L-askorbové kyseliny za vyse uvedenych podminek.

Ukol 12.5 Barevné reakce aminokyselin a proteint

Charakteristické seskupeni atomt v peptidové vazbé nebo vedlejSich fetézcich aminokyselin Ize

prokazat tzv. barevnymi reakcemi:

Biuretova reakce spociva ve tvorbé Cervené fialové zbarvenych komplex® iontd Cu?* s latkami,
které¢ obsahuji seskupeni nejméné dvou skupin —CO-NH—, —-CS-NH- nebo =CH-NH-. Reakci
poskytuji tedy proteiny, peptidy skladajici se nejméné ze tii aminokyselin, z volnych
aminokyselin napf. asparagin a histidin a rovnéz fada dalSich latek, napf. biuret
(N-karbamoylurea), podle n¢hoz byla reakce pojmenovana. Reakce se b&zné pouziva ke
kvantitativnimu stanoveni proteind.

Diikaz siry v thiolech a disulfidech lze dokazat vznikem Cerné sraZeniny PbS, ktera vznikne
z uvolnéného anionu S>* po hydrolyze v alkalickém prostfedi s olovnatou soli. Reakce prokazuje
cystin, cystein (volny i vazany v proteinu ¢i peptidu), ne methionin, ktery je dialkylsulfidem.

Xanthoproteinova reakce spociva v reakci aromatickych aminokyselin tyrosinu a tryptofanu
s koncentrovanou kyselinou dusi¢nou na Zluté zbarvené nitroderivaty (fenylalanin neni za danych
podminek nitrovan). Alkalizaci nitrosloucenin se ziskaji soli aci-nitrosloucenin, intenzivnéji
zbarvené. Reakce je pfi¢inou zlutého zbarveni prsti pifi neopatrné manipulaci s kyselinou

dusi¢nou.

Material: Roztok proteint (10 g/1), alkalicky roztok olovnatanu (octan olovnaty 0,25 mol/l; zalkalizovany
roztokem NaOH (5 mol/l) do rozpusténi srazeniny, JED), roztok CuSO4 (0,01 mol/l), roztok
NaOH (5 mol/l), konc. HNOs. Plastové pipetky, zkumavky, popisovac.

Provedeni:

a) Biuretova reakce

= Asi 1 ml roztoku proteinti ve zkumavce zalkalizujte n€kolika kapkami roztoku NaOH.

= Stejny postup proved’te s 1 ml demi-vody.

= Do obou roztokl pfidejte nékolik kapek roztoku CuSO4. Obsah zkumavky promichejte.
(pfi pouziti koncentrovanéj§iho roztoku CuSOs je zbarveni piekryto srazeninou Cu(OH)z2).

b) Dakaz siry v cysteinu a cystinu

= K pfiblizné 1 ml roztoku proteint ve zkumavce ptidejte stejny objem alkalického roztoku
olovnatanu (jed!) a obsah zkumavky promichejte.

= Zkumavku se smési zahfivejte 5 min ve vrouci vodni lazni.
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¢) Dakaz tyrosinu a tryptofanu (xanthoproteinovéa reakce)

= K pfiblizné¢ 1 ml roztoku proteintt ve zkumavce pfidejte malé mnozstvi koncentrované
kyseliny dusi¢né a promichejte.

= Zkumavku se smési zahfivejte 5 min ve vrouci vodni lazni.

= Po ochlazeni zalkalizujte roztok nadbytkem NaOH.

14. Popiste, k jakym zménam doslo v jednotlivych bodech postupu.



