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Cvideni z biochemi

ULOHA 2 ]

<:> Teoretickd priprava
V odborné literatu¥e vyhledejte zdkladni ddaje o solani-
nu, jeho chemickém slo¥eni,konstitudnim vzorci,zafazeni
do gy-stému organickych slouCenin a fyziologickém pliso -
beni .
Uvedte ndkteré 14tky chemicky pFibuzné solaninu.

(:) Chemikelie a &inidla
koncentrovand kyselina sirovd, koncentrovand kyselina oc-
tovd, 1 % vodny roztok formaldehydu, 0,5 % roztok peroxi-

du vodiku,

Pomlcky a materidl
bramborové hlfizy ( zelené,nezelené, s olky, bez odek a

s k1{3ky),Petriho miska - dno, 4 krdtké kapildry nebo mi-
kropipety, nerezovy nuiZ, pinzeta, filtradni papir, podloZ-
ni sklidko, mikroskop '

Pracovni postup

7 bramborové hlizy zelené i nezelené se slupkou nakridjejte
dvakrit StyFi co nejten3i Tezy a poloZze je do Yady za se-
bou ne dno Petriho misky nebo pro p¥ipad,Ze budete reakce
sledovat mikroskopicky na podloZni mikroskopické sklidko .
Potom na jednotlivé Fezy postupne kdpndte na prvni rez 1 -
3 kapky konc.kyseliny sirové, ne druhyikapku koncentrované
kyseliny octové, na dalSi kapku vodného roztoku formaldehy-
du & na posledni kapku 0,5 % vodného roztoku peroxidu vodi-
ku.

Pr{tomnost solaninu se projevi po chvilce vznikem trva-

1ého nadervenalého az t¥rednove Zerveného zbarveni,

Hodnoceni a zdvéry
Uvedte, kterou reakci vzniklo jaké zbarveni a jeho intenzi-

tu,.
Co je to Albertiho reakce ?



Cviceni z biochemie ¢&. 4

Uloha &. 1
Chemické reakce sacharida II

['I’loha €. 1 Diikaz Skrobu v rostlinném materialu
Uloha ¢. 2 Hydrolyza bramborového $krobu

Chemikailie a ¢inidla .

- 1% vodny Skrobovy maz, 1% Kyselina chlorovodikova, 10 % vodny roztok uhli¢itanu
disodného, Lugoliv roztok, Fehlingovo reagens I a II, vodny nebo ethanolocky roztok jodu,
Schweitzerovo ¢inidlo, koncentrovana HCI, koncentrovana kyselina sirova, vodny roztok
fenolu, pevny floroglucin, ethanol

Pomiicky, materiil a zarizeni

bramborova hliza,semena hrachu, fazole, obilky pSenice, ovsa nebo jeEmene,
mikroskop, podlozni a kryci mikroskopické sklo, stojan na zkumavky, 20 zkumavek, ned&lena
pipeta 5 ml, 2 kadinky 250 ml, kovovy stojan, varny kruh, Zelezna sitka s asbestovou
vlozkou, zépalky, plynovy kahan, destilovana voda, niZ, filtradni nalevka, platény hadrik,
rucni odstfedivka se dvéma zkumavkami, tfeci miska s pistilem , porcelanova miska, kapatko,
pipeta

Pracovni postup
Uloha & 1 Ditkaz pritomnosti Skrobu v bramborové hlize a semenech lu§ténin a obilkach

Bramborovou hlizu dobte operte, aby na ni nelpély Zadné stopy zeminy, potom ji
oloupejte a zoloupané hlizy ukrojte nékolik kouski, které ve tfeci misce dokonale
rozetfete.Piidejte destilované vody a smés pfefiltrujete pres kousek platéného hadiiku.
Potfebujete oddélit drt’ tvofenou sténami bun€k od $krobovych zm Filtrat dejte i s trochou
vody do centrifugalni zkumavky, do druhé zkumavky dejte stejny objem vody. Potom
odstfed'te Skrobova zra od vody, vodu slejte a usazena Skrobové zra dejte na porcelanovou
misku. Kapatkem odeberte minimédlni mnoZstvi vody se krobovymi zrny a dejte je na
podloZni mikroskopické sklitko na pracovnim stole mikroskopu. Jinym kapatkem opatrné
prikapnéte alkoholického roztoku jodu nebo Lugolova roztoku. Pogkejte asi 2 — 3 minuty a
potom pozorujte mikroskopem pii stfedné velkém zvétSeni. Zakreslete n&kolik $krobovych
zrn vietné jejich barvy. Jaky maji $krobova zrna tvar a velikost ?

Obdobny experiment proved'te se semeny obilovin nebo luiténin. Porovnejte jak
velikost, tak také tvar Skrobovych zm z rizného materidlu. Bylo by moZné této skutednosti

V praxi vyuZzit?
Uloha & 2 I7 -drolyza bramborového krobu
Kys¢.iou hydrolyzou plisobenim kyseliny chlorovodikové o pH = asi 2,0 — 2,5 se skrob

postupné 3t€pi na dextriny ( coZ jsou vy33i maltosacharidy), maltosu aZ glukosu. Dextriny g 0
rizné velikosti molekul lze rozlisit pomoci barevnych reakci s jodem. Maltosu a glukosu,



jejichZ obsah v hydrolyzatu postupné vzrista, je mozné dokazat na zékladé jejich reduk&nich
vlastnosti.
Pracovni postup

uvafeni mazu odeberte do dalgj kadinky objemu 250 m] asi 15 ml ¥krobového mazu, pridejte
asi 25 ml vody ( destilované) a nakonec 2 ml 10 % kyseliny chlorovodikové a smés dale
zahfivejte. s T

Kazdych 5 minut odebirejte z kadinky vzorek 1 m] do zkumavky, pfidejte asi 5 m]
destilované vody a postupné tolik roztoku uhli¢itany sodného, dokud se uvolriuje oxid uhli¢ity
Potom pfikapnéte kapilarkou 2-3 kapky alkoholického roztoku jodu a.nebo-Lugolova-roztokuy.
“Pozorujte~zbarveni: 'SOustavy. Pokus uk

Hydrolyza je ukonéena za asi 35 — 40 minut. S roztokem v posledni zkumavce Po neutralizaci
kyseliny chlorovodikové proved'te diikaz glukosy napf. reakci s F ehlingovym reagens.

‘Hned pfi zadatky experimentu provedte slepy srovnavaci pokus tim, Ye do &isté
zkumavky piidite 5 ml destilované vody a tolik kapek Lugolova roztoku, kolik davate do
zkumavek s hydrolyzatem.

Experiment vyhodnot'te dasovs.

Poznamka: Pokud do zkumavky ptidate nadmémné mnoZstvi uhli¢itanu sodného, dojde
v zasaditém prostredi k disproporcionaci jodu na jodid a jodnan, které jsou bezbarvé. Tim se
vak ztraci zna&na Cast jodu pro reakei s dextriny a $kala barevnych zmén je pak zkreslena.

Pokud budete pracovat presng, ziskite sady Zkumavek s postupn& se ménici modrou
barvou a¥ do bezbarvé.Kazd4 zkumavka, Pitore Vazds zkumavka pfedstavuje Easovy interval
5 minut.
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8.4.1. REAKCE CELULOZY SE SCHWEITZEROVYM CINIDLEM

Schweitzerovo Einidlo je jedno z mala rozpoustédel, v némz se celuldza rozpousti, aniz se

chemicky ménj. L

Pracovni postup: Do Gisté zkumavky nastiihejte nékolik prouzki Cistého filtradniho papiru, potom
pridejte 2 ml Schweitzerova ¢inidia a jednu az dvé minuty ddkladné protiepavejte. Celuldza se zacne

rozpoustét.

8.4.2. VZNIK HYDROLYZATU CELULOZY

Pracovni postup: K roztoku celulézy ve SChwaiserove Snidi z pfedchozi Glohy opatrné po kapkach

pridavejte koncentrovanoy kyselinu chlorovodikovou. Roztok se zpocatku neméni, ale postupné zaci-
na zelenat vzniklym chloridem médnatym a z rozioku se vylouci celutéza ve formé hydratoveé celuldzy,

COZ je rosolovitd hmota.

8.4.3. VZNIK AMYLOIDU REAKCI CELULOZY S KYSELINOU SIROVOU

Pracovni postup: Ve tfeci misce opatrné roztirejle tlouckem kousky &istého filtraéniho papiru s kon-
centrovanou kyselinou sirovou. Celuléza se rozpousti na naZloutly roztok, ktery opatrné vlijte do ka-
dinky objemu 250 ml, v nj3 je 200 mi destilované studené vody. Voda se zakali vylouCenym amyloi-
dem. Odeberte vzorek a presvédCete se, zda reaguje na jédovou zkousku. Vysledek pozorovani za-
Znamenejte do pracovniho protokolu.

8.4.4. HYDROLYZA CELULOZY NA GLUKOZU

Pracovni postup: Ve zkumavce rozpustte za neustalého protfepévéni nékolik prouzki &istého fittrad-
niho papiru v koncentrované kyseliné sirové a roztok opatmé vlijte do kadinky se 100 ml destilované
studené vody. Vafte potorn na sitce 20 minutapo s minutéch‘odebirejte do zkumavek vzorky na 8i-
kaz glukézy Fehlingovym nebo Tollensovym Cinidlem. Tyto reakce probihaji pouze v neutrainim nebo
alkalickém prostiedi, proto vzdy pred piidanim Fehlingova nebo Tollensova ¢inidla roztok zalkalizujte
roztokem hydroxidu sodného. Jakmile bude, reakce na glukozu pozitivni, prestarite zahfivat. Vysvétie-
te, jaka reakce probéhla a zapiste jeji chemickou rovnici.

Pracovni postup: Do ¢isté kadinky dBite 50 ml Gerstvého syrového mléka, pridejte par kapek kyseliny
octové a zvolna protiepejte. Vysrazi se kadej , ktery odfiltrujte. Filtrat zneutralizujte pfidanim uhli¢itanu
vapenatého a pH roztoku zméite univerzalnim @r%ikétorovym papirkem. Upravte na neutralni prostie-
di. Odeberte 2 ml roztoku a provedte zkousku s Féﬁiﬁt%:;ym éin:idlem a Tollensovym Einidiem.
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Fehlingovo reagens T a i, 10 b voany Loz,ok écmoj ,e;’
vodny “Oabok:"nonLaku o c= 0,2 mol/dn , Xoncentrove—
né HNOB, Vessle?ovo ¢inidlo, 30 ¢ HC1, roztoklj-nafto-

duvw etncnolu gkoncentrovaia kyselina sfrov a8, 3 % etha-=
'noTchJ roztok- thymo1u pevn§ NaC1, octen *liiu, fe -~
nquyav321nov~ 01n1dlo konventrovany vodny ro -k WaCH
(min. 30 4 s> 1 % vodnf roztok CuSO4,‘etnanol, morsk '
pisek, mocCovina, resorc_nol

Pomicky, materigl a za¥izeni .
Jablko, ko¥en mrkve, kravské mléko, pomerang, vorceléd -
- novad trenks g t3 louckem, filtradng papir, filtradni nd -

T

levka, filtradni Lryuh stojan, nuz: XY, nrienméyerova ba n-

ka 150 - 250 cpd patka, stojen ns zkumavky, 12 skuma-
palky, plynovy kan an,
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cuovejte ve zkumavce pro odebiriri vzorkd na jednot-
livé ddkazy sacharida. '

Stejnym zpd obe si pripravite extrakt z jablka

nebo‘nomeranée.

. i préci se sne ite JbUaLVQJ co nejmensiho ob-
U voay aby extrakt byl co Skorncentrovancj&i .

2 Triprava syrovitky z kravského mléka pro dikazy cukri.
Do kédiﬁky (150 - 250 Cm3) dejte kolem 1CO cm3 mlé-
ka ( ne kondenzoveného nebo su
lik kapek kyseliny octové a mirné zahfejte.Potom smés
dikladné protrepegte,aby se vysrézel vesSkery kasein .
Sus;ensi dejte do xetrifugacni zkumavky a odstfeéte

eného), p¥idejte néko-

s Tudni . ocstredlvce Proces 0ust“eco¢un1 op akagte 23,

<

abyste- alskall vEtE1 objem syrovatky pro dals1 Douz1—

3

ti. Xasein pro del3{ préci nebudete potrebovau.

3 Dikaz piitomnosti secharidd
V ziskenych extraktech a Qy“ozﬁ+ce doxazte pritomncst
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2
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. ¢i Tollensovou
"~ reakci Thymolovou |
# reakci Folischovou
~< reakci s mocovinou.

- VZAy uvedte vysledek dlkazu a zdlvodndte jej.
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8.5. Dukaz laktézy v miléce 9

Pracovni postup: Do ¢isté kadinky dejte.SO mi Cerstvého syrové_ho miéka, pridejte par kapek kyseliny
Zc(t)og/ré’h aZvolna protfepejte Vysrazi se kasein, ktery odfiltrujte. Fiitrét zneutralizujte pridanim uhliitanu
véﬁena%m*a pH roztoku zméfte univerzalnim mdxkaforovym papxrkem Upravte na neutralni prostre-
~di. Odeberte 2 ml roztoku a proved’te zkousku s Feh!mgovym cmtdlem a Tollensovym &inidlem.

! Uloha &2 i o

Dikaz pritomnosti sachandu ve vzorcich ovocnych §t'av

Chemikslie a &nidla : - o

Pro diikazy sacharic;g pouZijeme stejné Chemikélie a Sinidia jako ve cvitent &. 3

Pomucky, materi4l a zatfzenf
V préci pouZijeme stejné pomiicky a zaf{zenf jako ve cvxéen{ &3
Pracovni postup

Dikaz sacharidéi ve vzorcfch ovocnych ¥f4v provedeme minimélng dv&ma zpusoby a
vysledky zaznamenime do pracovnfho protokolu.

g
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l Uloha 3 | Chemické reekce sacharidd I

Chemikalie a c¢inidla:

3 % vodné roztoky dostupnych monosacha-
ridt a disacharidl, Skrob,celulosa, zd-
sobni roztok Fehlingova reagens ( I &
II), 10 % vodny roztok AgNOB, vodny Toz-
tok emoniaku o c= 2 mol/dm3, vodny roztok
NeOH ( ¢ = 2 mol/dm’, kyselina dusi&nd ,
Nelsonovo &inidlo, 30 % kyselina chloro-
vodikové,roztok 1-nsftolu v ethanolu,ky-
gelina sirové koncentrovand,3 % ethano -

anilinu, fenylhadrazinové &inidlo, kon -
centrovany vodny roztok NaOH ( min, 30 %),
1 % vodny roztok CuSO4,‘s%§pense Ca(OE-I)2
ve vodé, etpanpl; t;drw} /f/'L//‘(/Ww cnm*//a
Zﬂ?bwaaieé%w%@/(kbibwfnﬂ/

Pomticky @ materidl:stojen na zkumevky, minimdlns 20 ks zkume -

3

vek, kddinky objemu min. 250 cm ,kovové
trojnozka nebo kovovy stojarn s varnym kru-=
hem, Zeleznid sifka s asbestovou vloZkou ,
1%{ce na chemikelie, filtradni papir, niz-

ky, plynovy kahan, zdpalky, pipeta 10 cm

‘381end, podlo#ni mikroskopické sklicko &

mikroskop, kartid na &isténi zkumavek,mi-
kropipety zhotovené z tenkosté&nné sklené-
né trubice na ddvkovdni vzorkd sacharidd,
niZz na sklo ;

Pozndmky: pY¥i prdci pracujte mimo¥ddné pedlivé, aby nedoSlo ke

snedisfovani roztokd jednotlivych sacharidl jingmi ,

protoZe by to rudilo sprévny pribéh reakci. Po ukonte-

ni préce veSkeré sklo dtkladné vymyjte & zkumavky dej-

te sudit do stojenu dnem vzhiru.

CVIGENT 2 BIOCHEMIE § f@b[arz'o/; __Z

licky .roztok thymolu, .pevny NaCl, -ostan -



Uloha 3.1 FEHLINGOVA REAKCE

Monosacharidy,aldosy a8 ketosy ( ale také ty oligosacha-

ridy,které maji volnou alespon jednu poloacetdlovou -OH

skupinu), maji{ redukdny Gc¢inky,proto se Ufinkem oxida&—

nich ¢inidel oxiduji ne 8ldonové kyseliny.pyi regkci ge

oxiduje aldehydicks skupina na skupinu karboxylovou,kov,
ktery je souddst{i oxidadniho ¢inidle se redukuje, nékdy

aZ na elementdrni formu.Redukované kovy se snadno pozné-
vaji,coZ je zdkladem mnohych reakciy cukrii.Ketosy by gse

oxidovat nemély, ale protose pravddpodobns izomeruji na

p¥islu-3né aldosy, tyto reakce rovnéy poskytuji,

20 A
. C N ¢ A
H-?-OH H-C-0H
]
H-C-0H T H-C-0H
CH20H CHZOH
aldosa kyselina glukonovs
o)

?‘H ?H20H
H-?—OH C=
H-C~0H H-C-0H

CHéOH CHZOH
aldosa ketosa

Pracovni postup:

Do sady zkumavek dejte postupné po 1-cm3 vodného
roztoku glukosy,fruktosy,sacharosy,maltosy,galaktosy a
lektosy a vSechny zkumavky dejte zah¥dt do kddinky s
vrouci vodou.Po dvou a¥ tfech minutéch pridejte do kas-
dé zkumavky po 1 cm3 Fehlingove &inidla (0,5 cm3 roz ~
toku I a 0,5 cm3 roztoku II).Pozorujte zmény ve zkumav-
kdch a 2@znemenejte je do pracovnich protokolli.Dolote

. g

Je chemickymi rovinicemi, 4
Pri reakcich ge vyredukuje Cerveny Cu,0,v p¥ipads
pouziti koncentrovanych roztokd dokonce elementdrni Cu.
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3.2 TOLLENSOVA REAKCE:

Tato reakce je rovné% zaloZena na redukcnich vlastnos-
tech sacharidd.V tomto pFipadé se vsek ( ne rozdil od
dlohy 3.1) vyredukovévé kovové stribro,nékdy ve formé
stPibrného zrcatka.

Pracovni postup:

Do sady zkumavek dejte vzorky vodn.ch roztokd sa-
charidd jako v Gloze 3.1 & zkumavky postavte do stoja-
nu.V samostatné zkumavce si pripravte z pFislusSnych roz-
tokd maximdlné 5 crn3 Tollensova d&inidla.Potom do kazdé
zkumavky dejte asi 0,5 cm3 tohoto ¢inidla a pozorujte ,
zda dochdzi ve zkumavkdch k barevnym zmeéndm,Tu zkumavku,

vodou a sledujte,za jakou dobu se barevnd zména progev1.
Pokud po 5 minutdch zahY¥ivdnd smés nereaguje,pokus ukon-
Sete.P¥{isludny sacharid je neredukujici.

Po ukondeni pokusu ty zkumavky,kde se vyredukovalo
kovové st¥ibro vymyjte ndkolika kapkami koncentrované ky-
geliny dusidné, potom vodou.

3.3 BARFOEDOVA REAKCE .

v prostfédi koyseliny octové se redukuje octan médnaty
pa oxid m&dny ( ten je cerveny) Tuto reakci ddvaji pred-
nostnd monosacharidy,redukujici dlsacharldy aZz po delsim

7 gah¥ivdni.Citlivost reakce lze zvysit prldanlm nékolika

 kapek Nelsonova &inidla.

Pracovnl postup:
Podle postupu v p¥edchozich Ulohdch si pripravte sa-

du zkumavek se vzorky sacharidi,pfidejte po 1 cm3 Barfoe-

‘dova &inidla a zkumavky postavte do kddinky s vrouci vo -

dou.Zeh#ivejte 30 minut.Potom zkumavky ochladte vnéjsim
chlazenim studenou vodou bud pod tekouci vodou @ nebo po-
norenim do kddinky se studenou vodou.

ZapiSte si vysledky pozorovéni a potom do kazdé zku-
mavky pridejte 0,5-1 cm3 Nelsonove &inidla.Pozorujte zmé-
ny a zapidte sgi je do protokolu.

Monosacharidy ddvaji modré zbarveni,disacharidy Zlu-

tozelend.

Ay

o KAR se.zadna zm&éna neprojevila dejte do kadlnky s horkou
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3.4 SELIVANOVA A WEEHUIZENOVA REAKCE

Reakce je zaloZena na vzniku cerveného zbarveni, které
ddvé 5-hydroxymethylfural s resorcinolem a kyselinou HCIL.
Derivdty furalu vznikeji dehydrataci sacharidd napr.pu-
gobenim minerdlnich kyselin.
Pracovni postup:

Pr¥ipravte si vodni ldzen se zah¥dtou vodou pro oh-
Yev sady zkumavek.Do sady zkumavek ( podle poctu vzorku
sacharidd) si dejte 1-2 cm3 30 % HCl,potom pFidejte vidy
1 cm3 vzorku vodného roztoku sacharidu a zkumavky dejte
oh¥{vat do vodni 14zné.Zahiivejte 10 minut.Potom pridejte

~ do kedé zkumavky -ndkolik.krystalkl resorcinolu ( lépe

Uloha

Uloha

je pPidat resorcinol p¥ed zaldtkem zahiivdni).Ketonické
sacharidy ddvaji t¥eSnové Servené zbarveni.Proto je tato
reakce specifickd pro ketosy.

3.5 REAKCE S MOCOVINOU

Pisobenim minerdlnich kyselin ne sacharidy vznikaji de-
rivéty furalu, které reaguji s mocovinou za vzniku ba-
revnych produkt; fruktosa dédvd zelenomodré zbarveni
aldohexosy CServené nebo purpurové
aldopentosy zluté
ketohexosy modré; po priddni ethanolu
& mirném zalkalizovdni pF¥echdzi na
dervené.
Pracovni postup:

P¥ipravte si podobnd jako v pFfedchozich dlohdch vod-
ni ldzen a zahPejte ji do varu.,Do zkumavek (podet zdvisi
na po&tu vzorkd sacharidd) dejte vidy 0,3 - 0,5 g molo -
viny, pridejte 5-6 kapek koncentrované kyseliny chloro -
vodikové a 2 -~ 3 kapky vodného roztoku vzorku sacharidu,
Sm&s{ ve zkumavkdch vZdy dikladné,sle opatrné trepejte &
potom vlio¥te do horké vodni 1dzné.Reskce by se mély pro-
jevit po 15 - 20 minutéch.

3.6 MOLISCHOVA REAKCE

Sacharidy ( mono-,di- a polysacharidy) ddvaji s koncen-
trovanou kyselinou sirovou a 1-naftolem intenzivni fia-
lové zbarveni.Jeho wvznik neni jeSté pFesné vygvétlen,ale

e
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zd4 se, Ze p¥i reakci vznikaji prsvdépodobné di-1-nafto-
hydroxyfurylmetheny, které se zfejmé oxiduji na prislus-
né trifenylmethanové barvivo.
Pracovni postup: '

Do sady zkumavek ( podle predchozich dloh) dejte po
2 cm’ vodnych roztokd sacharidi,zkumavky postavte do sto-
janu a pridejte do nich po 5 kapkdch roztoku 1-naftolu v
ethanolu a smési vZdy dobre promichejte.Potom obsah kazdé
zkumavky opatrné podvrstvéte 1 cm3 koncentrované kyseliny
sirové ( pracujte velice opatrné a pomalu).Zé pritomnosti
sacharidu se na rozhrani kapalin objevi modrofialovy nebo

cervenoflalovy prstenec. ( U monosacharldu a dlsacharldu

Uloha
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ihned, u poiysacharldu po chvili).
Pozndmka :

Tuto reakci ddvd fural a jeho derivdty a tedy i ty
14tky, z nichZz za podminek reakce fural vznikd.Proto re -
akce neni specifickd pro sacharidy.Negetivni vysledek eale
svédéi o nep¥itomnosti sacharidu,

3.7 THYMOLOVK REAKCE
Nékteré sacharidy reaguji v silné kyselém prost¥edi s al-
koholickym roztokem thymolu za vzniku karminového zbarve-
ni. h
Pracovnﬁ postup:

Do sady zkumavek dejte postupné:prouZek filtradniho
papiru, 0,1g 8krobu a 1 cm” destilované vody, 1 em® vod-
ného roztoku glukosy, 1 cm3 vodného roztoku sacharosy a
1 e’ vodného roztoku vzorku maltosy.Potom do vSech zku-
mavek dejte po 3 kapkdch 3 % ethanolického roztoku thy -
molu,3 cm® koncentrovené HCI1 & ndkolik krystalkh chlori-
du sodného.Smési vzdy velmi opatrné ale diklasdné protre-
pejte a potom za t¥epdni 2-5 minut verte.Po ukondeni ex-
perimentu provedte tuto reskci s fruktosou.

3.8 ROZLISENT PENTOS A HEXOS
Pracovni postup:
3

Ve zkumavce zahrivejte 1-2 cm” roztoku pentosy se
stejnym objemem koncentrovené HCl.Jakmile zacne roztok
vrit, pFilozZte k Usti zkumavky prouzek filtracdniho papi-

ru smoceného v roztoku octenu anilinu.

7



Pentosy ddvaji touto reekci Cervené zbarveni.Provedte
tuté® reakci s glukosou.Ddvaji hexosy stejné zbarveni?

Uloha 3.9 NITROCHROMOVA REAKCE

o
( Je to skupinovd reakce mono-2a 0ligosacharidh)

Roztok chromanu v kyselém prost¥edi oxiduje vsechny sa-
charidy ( s vyjimkou nehydrolyzujicich polysacharidd) .
Redukdni produkty chromenu jsou zbarveny mod¥e.
Pracovni postup: .

Do zkumavky dejte asi 2 em® vzorku roztoku sacha —
ridu, pridejte asi 3 cm3 koncentrované kyseliny dusicné
(“tu népipetujte, ale odmd¥ujte odmErnym-viledkem)-a-5- -

kapek roztoku chromanu didraselného.Smés dobfe, ale ve-
lice opatrné protfepejte a pozorujte pribéh reakce.Po -

dobné tilohy provedte s riiznymi sacharidy; zvolte ty,kte-
ré mate k disposici,

Uloha 3.10 TVORBA OSAZONU
Mono-pi#ipadné disacharidy lze charakterizovat na zdkla-
d& jejich kondenzadnich reakei s fenylhydrazinem p¥ipad-
né 2,4-dinitrofenylhydrazinem.Produkty; téchto reakeci se
médlo rozpoudtdji ve vodé ale‘dobfe»krystaliz&ji a tvo¥i
krystaly s typickym tvarem a ostrou teplotou téni.Nutno
je pozorovat mikroskopicky.
Pracovni postup: S
Roztok cukru .o objemu 1 cm3 zahtivejte ve zkumavce
se 3 cm’ fenylhydrazinového &inidla na vodni 1dzni asi
20 minut. Po této dobé zadné vzorek se sacharidem poma-
1u Zloutnout a po jeho ochlazeni pod tekouci vodou se Vvy-
loudi ¥luté krystelky osazonu.,V p¥ipad€ pomalého chlad -
nuti pFi teplotd mistnosti se vytvo¥i dobfe vyvinuté a
dob¥e pozorovatelné krystalky.Pozorujte p¥i mirnén zaclo-

PRI

néni rozného pole.
Reakci provedte se v8emi sacharidy, které mate
k disposici.
UGloha 3.11 REAKCE GLUKOSY
a) Reakce Mooreova
3

Ve zkumavce zah¥ivejte 1 cm” roztoku glukosy se 3-4
kapkami koncentrovaného roztoku hydroxidu sodného .



€xXperimentenm,
@ b) Reakce Trommerovs

¢) Reakce Tollensovs
Tuto reakei glukosy provedte podie ji

N¢
=
H\

Ve uvedenédho ng-

Uloha 3312 vanrx SACHARATU VAPENATSHO
Précovni postup: 4
Do vétsy zkumavky dejte 1,5-2 om” vodného roztokuy gg-
charosy a po malych ddvkdch priddvejte suspenzi hydroxiduy
Vépenatého ( vépenné mléko) ,Po kazZdé ddvoe vdpenného mléks

& pozorujte zmény ;
¢) Do tyety zkumavky foukejte pipetoy vzduch z plic 2-3
minuty g rovngy pozorujte zZmény,

zakaly vy loudenym Ca(OH)z;sacharét vdpenaty je rovnsy ne-
POzpustny v ethanoly 8 rovnés ge VysrédZi;ve t¥etdim pripa-
dé oxid uhlicity vytssny Ca ze sachardty g vznikly 08003
S€ rovnezi vysrgzy,



Ukol 1

Vypracujte podrobné schema rozdéleni sacheridd.

Ng p¥ikladu libolné aldohexosy & ketohexosy uvedte
viechny uzivané vzorce sacharidi( vzorce molekulové
souhrnné,Fischerovy,Tollensovy s poloacetdlovou vaz-
bou,vzorce Haworthovy,vzorce konformecéni) a potom u-
dejte priklady D- & L-konfiguraci,epimerii, anomerii,
furanosu,pyranosu, zidlickové uspo¥dddni 401(df'1’ve C1)

a 1c4 ( arive 1C).

Na p¥iklesdu glukosy nebo jiné hexosy vysvétlete oxi-
daci sacharidl na kyselinu glukuronovou, glukonovou
a cukrovou & vznik glukuronidi.
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Uloha a Chrmicis viastnosti 8 reakce bilkovin

Chenikalie =

"

f¢inidla: sirsn emonny -~ pevny,destilovansg voda,
Yedény roztok Cus0, (0,5%), Tedény roztok BaCl,
( C,5%),7edény roztok Pb(N03)2 (O,iﬁ);vodny ro7-
tok formaldehydu,octovi kyselina, 107 vodny roz-
tok hydroxidu sodného, chlornan aliezlicxého kov:
1-naftol, kyselina dusicné konc.,svlfznilova ky
selina, dusi’can‘godnj, NaECOB,glyoxalové kyseli:
kyselina sirové konc.,ninhydrin,octan olovnaty,

Pdﬁﬁb??wéﬁﬁéféfféi;Wp1§5b§§3kéhéh;zépélky,syrové vejce,stojer

Poznémky :

- to reakce citlivé,proto je t¥eba pouiivet Sis

na zkxumavky, 15 zkumavek, k&dinka 250 cmB,tyéink
ns michéni,stojan,filtradni nélevke, vata, kidinl
100 cm3, filtracnl kruh, Spachtildke & nebo malé
1zice na chemikalie, el A 2 1iee iz co fts

/

vSechny tkoly v tomto laboretornim cvideni pat¥d

t

mezi srdzeci nebo barevné reakce bilkovin.Jsou

~

é

<t

H

~
b

by

ry

[ON
=]

skla,Cerstvych roztokd dinidel a pouiivat ta
d énych roztokl ¢inidel,protoZe p¥i pouZiti konc:
trovanych roztokl jsou zbarveni produkty épafné e
nebo vibec nepozorovatelni.

N

Po kazdé reakci nutno zkumavky vymit zz poufitd

¢

a

t

kartace pa zkumavky e ne pouze vyplichnout.

Béhem vSech experimentl pouiivejte dectilované vo

(/@//f/w !
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1. Priprava roztoku bilkoviny vaje&ného bilku

.Nad kadinkou objemu 250 cm3 ée” 150 cm3 destilované vody
opatrné rozbijeme Syrové vejce takfébYéhom oddélili bilek od
Zloutku. Zloutek preneseme do Gisté kadinky, staci objem 150
cm3 a pouzijeme jej k dal&im zkouskam: 'BiTek rozpustime v k&-
~dince za michani tyé&inkou. Po dokdhéléﬁ”rozpuéténi bilku roz-
tok prefiltrujeme pfes chomadek disté vaty nebo ¢isty platény
hadrik do ¢isté Erlenmeyerovy barky objemu kolem 250 em3. Fil-

trat budeme pouzivat ke zkouskam a aaléim experimentin.

,v:2y.NevratnéAsréieni'bilkbviny‘teplem‘“

Do“zKumavky dame 1-2 cm3 roztoku bilku a'za protrepavéani

zahrivadme . nad plynovym  kahanem. Bilkovina se vysrazi.
Pozorujte,zds zustane srazenina zachovdna i po ochlazeni roz-

toku. Zistane-1i zachovana vysvetlete o jaky typ srézeni ide.

%
3. Pusobeni neutrdlnich soli na\roztoky bilkovin

— . o

: DQ,zkumavky s 1,5 cm” roztoku vajeénéhb bilku pridejte
Spachtlickou po malych dévkéch:asi 0,5 g pevného siranu amon-
néhb. Po kazZdé davce siranu obsahen zkumavky zvolna, ale
dikladné protfepej%ﬁéggl Prididvejte tak dlouho, dokud se ne-
zacne bilkovina srazet. Potom pfidejte'jeété jednuw davku soli,
prbﬁfepejte, nechte;chvili/ﬁétét; pozorujte a vysledek pozoro-

vani zapisite do profokolu.

Po zapisu vysledku pozorovani pfidejtelrdo zkumavky asi

1 cm’ ~destilované vody,obsahem opét’ protfepejte a znovu

pozorujte.vysledek pozorovani opét zapiste do protokolu.0 jaky:

peres Slo ?
4. Reakce bilkovin s roztoky soli téZkych kovu

Do tfi zkumavek dejte po 1,5 cm’® vodného roztoku bilku

a potom do-

—




prvni zkumavky pridejte nékolik kapek 0,5% roztoku Cuso,

druhé zkumavky pridejte nékolik kapek 0,5% roztoku BaCl,

treti zkumavky pridejte nékolik kapek 0,5% roztoku
Pb(NO3)2

Obsahy zkumavek protrepejte a pozorujte. Vysledky pozoro-
xanl zapiste.Potom do véech zkumavek pridejte po dvou cm® des-
tilované vody a opét protrepejte.Rozpustila se srazZenina ? Jak
ﬁyp srazZeni probéhl ?

5. Reakce bilkovin s alﬁehydy a karboxylovymi kyselinami

Do dvou zkumavek dejte po 1,5 cm° vodného roztoku bilku
. @ potom do prvni zkumavky _dejte nékolik kapek vodného.roztoku
formaldehydu (formallﬂu} a do druhé zkumavky stejné mnoiZstvi
kysellny octove.Obsahy zkumavek protrepejte,pozorujte a vys-
ledky pozorovani zapiste.Po =zéapisu vésleaku pozorovani zredte
obsahy zkumavek 2 cm® destilované vody, protrepejte, znovu po-

zorujte a v?sledky pozorovani opét zaznamenejte do protokolu.

Jaky typ srdzZeni se ve zkumavkach uskutecnil ?

6. Biuretov4 reakce bilkovin - -
. .

Do zkumavky dejte 1,5 cm? vodnéﬁo roztoku bilku nebo jiné
bilkoviny a roztok zalkalizujte pridanim 0,5 cm® 10% vodného
roztoku NaOH. Smési dikladné protiepejte a potom dq‘ roztoku
pridejte kapku silné zfedéného vodného roztoku Cusd4 a znovu
obsahem zkumavky dﬁkladhé protrepejte. Pozorujte zmény ve zku-
mavce a zaznamenejfé vysledky pozorovani.

Reakce se nézfvé biuretovd od biuretu,kondenzaéniho pro-

duktu dvou molekul moééviny:

Tuto reakci davaji i jiné slouceniny,které maji aspon dve
peptidické skupiny -NH-CO- .K tém patfi peptidy od tripeptida

vySe a samozfejmé i bilkoviny.Pozitivni reakci dava i seskupe-
-~

o



.
’

ni -CS-NH- a =CH-NH- , histidin a arginin._
7. Reakce Sakaguchiho

Bilkoviny poskytuji s bromnanem, pripadné s chlornanem
a alfa naftolem v alkalickém prostfedi &ervené zbarveni.Reakce

je podminéna pritomnosti guanidinové sloZky argininu.

Reakci provedeme tak, Ze ke zalkalizovanému vzorku bilkoviny
nebo argininu priddme 0,5 cm® alkoholického roztoku alfa naf-
tolu a nakonec nékolik kapek roztoku bromnanu. Vznikne malino-

vé Gervené zbarveni.

8. Reakce xanthoproteinova

Aromatické aminokyseliny (tyrozin,tryptofan) davaji vy-
raznou reakci s HNO; Jejich benzenovd jadra se nitruji a dava-
ji Zluté zbarvené nitroslouceniny.Rovnéz vét$ina bilkovin se
pPri zahrdti s kyselinou dusiGnou barvi 3luté ( fecky xanthos
— Z2luty). Pfi pusobeni koncentrované kyseliny dusiéné na kuzi,
nehty,vlnu a pod. se rovnéz objevuje Zluté zbarveni.Pusobenim

“~alkalii vznika oranZové zbarvena sul aci-formy nitroslouc¢eni-

ny. )



K 1,5 cm® vodného roztoku bilkoviny ve zkumavce pridame

opatrné asi 0,5 cm3 konc.HNO5. vznika Zluté zbarveni az
sraZenina. Po ochlazeni a zalkalizovani 10% roztokem NaOH se

barva zméni ze Zluté na oranZovou.

9. Pauliho reakce

Tyrosin spolu s heterocyklickym histidinem je reagujici
sloikou pri Pauliho reakci.Tyto aminokyseliny at volné nebo
jejich zbytky véa&zané v bilkovinach, poskytuji s diazotovanou
kyselinou sulfanilovou v alkalickém prostfedi oranzové cCervené

kopulac¢ni produkty.

Ve zkumavce si pripravime Pauliho reagens tak,Ze smisime

3 3

2 cm” roztoku kyseliny sulfanilové s 0,5 ( pripadné 0,2) cm

roztoku dusitanu a smisime protrepdnim.Do zkumavky dame 1-2

em3 roztoku vzorku bilkoviny a pridéame asi 0,5 cm’

Pauliho c¢i-
nidla a tolik roztoku Na,CO5 © koncentraci 3 mol/de,aby reak-—
ce byla zretelné alkalickd. V pripadé pritomnosti uvedenych

aminokyselin nebo jejich zbytku se objevi oranzové cervené

zbarveni.



- bem. Do zkumavky nalejeme asi 1 Cm

Belke b

10. Adamkiewiczova reakce
Do zkumavky nalijeme vzorek bilkoviny,t.j. asi 1 cma
pridame témér stejny objem kyseliny glyoxalové (Adamkiewicz-
ovo &inidlo) nebo kyseliny octové, ktera téméz vzdy obsahuje
kyselinu glyoxalovou, velmi opatné Vv silne naklonéné zkumavce
podvrstvime asi 1 cm’ kyseliny sirové koncentrované. Po chvili

se na rozhrani kapalin objevi gervenofialovy prstenec.
11. Reakce ninhydrinova

Reakcl s nlnhydrlnem poskytujl véechny volné aminokyse-
llny é pept1dy< VA amlnokysellnovych zbytku vazanych v bilkovi-
nach reaguje ovsSem-pouze lysin. zkousdku provedeme tak,ze ke
vzorku 1-2 cm’ bilkoviny pfidéme asi 0,3 cm® roztoku ninhydri-
nu a dukladné povarime.V pozitivnim pfipadé vznika fialove

modré zbarveni.

12. Reakce Hellerova

Do zkumévky dame asi 1 cns konc.kyseliny dusiéné a potom
pomalu po sténé zkumavky, kterou drZime Sikmo opatrne pridavame
vodhy roztok bilku  tak,aby se kapaliny nesmlslly Na Jjejich

rozhrani se vytvori bily prstenec srazené bilkoviny.

E

13. Reakce na siru v bilkovinach

Zkouéku na pritomnost siff provedeme nésledujiéim Zpuso-
3 0,5% octanu olovnatého
a 10% roztoku NaOH.Vytvofi-1i se bild sraZenina, pridame prave
tolik roztoku hydroxidu, abf se srazenina rozpustila.K tomuto
roztoku prllejeme nekollk kapek bilkovinného roztoku. a smes

opatrne chv111 povarlme. Roztok zhnedne nebo zcerna
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Cviceni z biochemie

CLOHA 10

Teoretickd nPiprava

Bilkxo viny sloZené,heteroproteiny,proteidy, bilkoviny konju-
gované

Tato skupina organickych sloudenin biochenmicky a biolo-
gicky velice vyznamnych patfi mezi slouleniny obzshujici du-
sik.isou sloZeny z vlastni bilkoviny;na niz je vdzéna nebil-
kovinnd sloZka,t.zv. prostetickd skupina.liezi sloZené bilko-
viny patrl Lake foefoproteidy,které Jsou tvoreny bllkov1nou,

‘na ni% je vizan zbytek kyseliny HPO3 nebo H3P04 .Jednou z nich
je KASEIN shlavni bilkovina mléka. ‘

Kasein je p¥itomen v kravském mléce v mnoistvi asi 35 é
v 1 dm3,teiy asi 3,5 %, v materském mléce je ho kolem 1 % .
V mléce se nachdzi ve formé své rozpustné vdpenaté soli,ka -
seinanu vépenatého, ktery se teplem nesrd#i.Z mléka se d& vy-
srdzet octovou kyselinou nebo minerdlni kyselinou.

x.kaseinan + kyselina ——> kasein + vépenatd sl
vapenaty o o kygelimy TRe L s

Kasein ge nevOZpustny ve vodé,ale rOZpoustl se roztocich al-
kelickych hyérox1du. Y nadbytku kyseliny se rovnéZ rozpoudti,
‘-protoze obsahuge b821oke skupiny. v -
; Prl kysani mleka vznlka viivem enzymu zpusobujicich kva-
senz laktosy mlé&nd kysellna, ktera zpusob1 vysrédzeni kasienu.

‘ Tak jako vet31na bilkovin i kasein ma nejmensi rozpustnost
v okoli svého 1zoe1ektrlckeho bodu, ktery Je pH = 4,8.Samotné

mléko md pH 6,6 -~ 6,9.

Bilkoviny jednoduché,prosté,proteiny,holoprotediny

Jsou to létky sloZené z mnoha zbytkd aminokarboxylovych
‘kyselin ( molekulovd hmotnost do 104000 p¥islusi peptidim,nad
10,000 pek bilkovindm).Pat¥{ k nim nep¥. albuminy a globuliny.
' "' AIBUMINY obcahu31 vizané dlamlnokarboxylove Lyseliny. Ve n
- Vvodé gsou’rozpustne Ze evych neutralnlch roztoku se- nesra7e31
“anacycenym roztokem NaCl a 31ranem horecnatym,ale srazegl 1§?i3¥91
iranem amonnym a- varem.' : S o
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Albuminy se sridieji rovmdi minerilnimi kyselinami.
4 . ’ I3 -~ . P 4
V mléce je v malém mmezstvi piitomen glbumin mlélny,

v krevpim seru sibuminy sevovd ( o rumslbuminy), v ofni Cod-
ce jsou nprltomny trycisliny,ccudisti ho oglobinu je slbumin
zlobin, ve vajedném Zloutku je olburmin wveislny , semenech
hrzonu legumelin, v 1

SIOBULINY j=ou

uf v ¥edénfch roztocich =zoli, =

M

Uy

Z neutrilnich roztokll se sri ’Céi nap

natym &

”D_o?u¢1cy‘

cerove WTCuP
buliny), fibrinogen, glob
bordch je tuberin e pod.

Traktickd

Chemikalie a 01n1dla

Fedény roztok siranu m&dnaténo, 5-10 % vodny roztok hydro-

xidu sodného, octovéd kyselina,kyseliny chlorovodikovéE,du~-

sidnd,sirovd,destilcvand veda, pevny siren aﬁbnnj,vodnj TOC-
tok forﬁaldehYdu, octan olovna%j, ethanol,mllloHQVO ¢inidlo,
nckondenzovane SyTOVC kravské mléko,nabtotnald semens hrachu,

Pomlcky a materlal

‘plateny hadrlk flltracnl ndlevka,filtradni kruh,stojan na
"“umavky, qada zkumavek,12ice na chemlkalle, mikropipeta,
plynovy kahan,zapal?y, odo;vavi nalevka ‘Blichnerova banka
;11tracnl papir, ni¥ky,k<dinka zjd cm33 tydinka (- sklenena),
Yeleznd sifkas s azbestovou 'J‘Oakou ?o/(;/n ¢ ¥ /1// /)4/7//;7

acfbaz/«r7 vales il .
UK01, 10. 1

Isolace kaseinu z mléka

Pracovni postup

Do kédirnky dejte asi 10C cm3'syrdvého mléka,zshfejte
je na teplotu kolem 40°C & ze michdni pomslu priddvejte
octavou Pysellnu nebo kys:llnu m1nf‘raln1) .Béhem prlaavan¢
Qledugte pi rozioku, které by nemélo kle°nout pod pH=5.Jak-
ile se. vyGra21 kesein, oﬂectante prld“vat Lycellnu a vy -
gr kaseln odflltradte bud na OdSaV&Cl bance a nebo

IV
az
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z hadziky
vodou p¥eneste do &i
venc vody a protiene
V dalsi fizi poctup

cm’ do delsi zkumavky, po
tok NaCH g vidy dobie

Porozpusténi ksceiny opét

L

zkumavky -g- priddvejte - To
sEranu mednatebo Roztok
dikaz p¥*itomnosti bilkovi

Do zbytku 281[8117OV8

malych Ksapkdch kyseliny
toZe ve zkumavee bude pr

teplo a obsah zkumavky by mohl VystZiknout do Obl 1S

bude opd&t vytviret,

UKeL 10.2 .
Dalsd ukoly provadéjte
nu,
-Roztok filtrdtu byva
Je 28vislé na tom gakjm
d¢ rozpustnd bllkOquy,
Tadou reskcy,

tZepanou guspensi keseinu v destilované vodé odeberte gai 1

T - . . . 1 PN : -
Hamiat o reekee,kasein 2 filtey s

Lozobndna promyti destilovancu

A a&si 5 cm3 deastilp

ot
[

takto: ze zkumavky s dob¥e pro-
iddvejte 5-10 ¢ vodny roz-
»i8sein se bude ‘Tozpoustet |
°1 1 Cm3 rozuoku do delsdy
‘ uilnc z¥edéného roztolky,
S€ modro- aZ Eervenofislovd zbarvi -
iny.

ného roztoku kaselnu p¥iddvejte po
chlorcvodikovéd «Postupujte opatrné, pro-
obfhat neutr ralizace,bude se uvolnovat

018 aenlna ce

¢ -

s filtrdtenm 21skanym po oddéleny kzsei-

& bezbarvy,nekdy az nazelenaly - tc je

krmivem sge krml dobytek, Obsahuje ve vo-

Ze zkumavky g flltrdtem o

vzdy do navé zkumaviy

a) sr

;a)\fFQL(hLm

*d) reskei biuretévou
e) reakei ¥anto

-@

sréZeny roztok

proteinovou

zejméns nlecny albumin,ktery lze dokdzs Ew
¥
acblregte asi po 1 cm3 roztokxu
a provedte na~ledu3101 ~zkousky - reakce;

azem Yodnvym rozisnkem fAarmalAdahyrAdn - £,

‘C//”¢7/’h /’VZ%\//Q’% 7/1()/"77)/& /;/6447//4.

( e J'J7 s Nawvn )

ol

em soli tezxeho kovu

Vsechna pozorovini podrobnd zaplste do protokolu.
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S Reakice leguaine 2o zemern hruschu secvihio
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Fekolik smermepn nroohm { nebo toCky) necheiie ve vlzin
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bilko¥inu legumin nrove
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CYTSENT 5 BIOCHEMLE 7 £ T Oh/
v Jo"

91ohe 9 Uhitaicerd viasinosti o reakee bilkovin

Chenikaliec ¢ #inidla: e=/»en erorny - pevny,destilovind voda

fedény roziok CuSO4 (0,5%), Yeddni o tok pacCl .

-

( 0,5%),Fedén’ roztok FLINC,), (6,000, vodng ror-
tok formaldehydu,octovd kyselina, 10/ vodny roz-
tok hydroxidu sodného, chlornan alizlickiho kot
P"b‘rt ftol, kyselina dusiénsd konc.,sulfenilovs ky
zel 'na, dusitarm=ogny, Na2CO3 glyoxalovd kyseli

kyseling Sirové konc, ,ninhydrin,octan olovnaty,

Pomucmy a materidl: plynovy kahan, zdpalky, syrovd veice,stojar
2
ne zzumavky, 15 zlumavek, kddinkas 250 cm”, tydin:

na michéni,stojan,flltracnl nélevkea, vats, w43

100 omB, filtradny kruh, Spachtildks & nevs ==

lzice na chemikalie, =~ 7% o Voo e s
Pozndmky : vsechny idkoly v tomto laboratornim cvideny patrd

en
mezi srdzeci nebo barevnd reakce bilkovin.Jscu =
to reakce citlivé,proto je t¥eba poutivedt &igitén

skla,cCerstvych roztokd &inidel a pouZives *tgli ©
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Po kazdé reakci nutno zkunavky vy¢7t 2o opouzitd
kartice na zkumavky e ne pouze vyplichnout.

<

Béhem vSech experimentn pouzivejte dectilovend v.



1. Priprava roztoku bilkoviny vajeé&ného bilku

.Nad kadinkou objemu 250 cm3 ge’’ 150 cm’® destilované vody
opatrné rozbijeme syrové vejce tak[ébYéhom oddélili bllek od
Zloutku. Zloutek_pfeneseme do cisté kadinky, staci objem 150
cm’ a pouzijeme jej k daldim zkouskam. Bilek rozpustime v ké-
dince za michani tyc¢inkou. Po dokdhaléh”rozpuéténi bilku roz-
tok prefiltrujeme p¥es chomacek Gisté vaty nebo ¢isty pldatény
hadrik do c¢isté Erlenmeyerovy banky objemu kolem 250 cmS. Fil-

trat budeme pouzivat ke zkouskam a da151m experimentim.
2. Nevratné sraZeni-bilkoviny teplem= -

Do zkumavky dame 1-2 cmS roztoku bilku a za protrepavani
zahrivéme nad plynovym kahanem. Bilkovina se Vysrazi.
Pozorujte,zds zustane srazenina zachovdna i po ochlazeni roz-

toku. Zastane-li zachovana vysveétlete o jaky typ srézeni jde.

3. Pusobeni neutrdlnich soli na roztoky bilkovin

Do zkumavky s 1,5 cm3

roztoku vajeéného bilku pridejte
Spachtlic¢kou po malych davkach asi 0,5 g pevného siranu amon-
ného. Po kazdé davce siranu obsahem zkumavky zvolna, ale
dukladné protrepeijte ul prldavejte tak dlouho, dokud se ne-
za¢ne bilkovina sr@d t Potom pridejte jesté jednu davku soli,
protrfepejte, nechte chvili ustat, pozorujte a vysledek pozoro-

vani zapiste do pro%okolu

Po zapisu vysledku pozorovani pridejte do zkumavky asi

1 cm3 destilované vody,obsahen opét protrepejte a znovu
pozorujte.Vysledek pozorovani opet zapisSte do protokolu.o jaky

proces $lo ?

ﬁ 4. Reakce bilkovin s roztoky soli téZkych kovu

3

Do tri zkumavek dejte po 1,5 cm® vodného roztoku bilku

a potom do



prvni zkumavky pridejte nékolik kapek 0,5% roztoku Cuso,

druhé zkumavky pridejte nékolik kapek 0,5% roztoku BaCl,

treti zkumavky pridejte nékolik kapek 0,5% roztoku
Pb(NO3)2

Obsahy zkumavek protrepejte a pozorujte. Vysledky pozoro-

3 des—

%éni zapiste.Potom do véech zkumavek pridejte po dvou cm
tilovaneé vody a opét protrepejte.Rozpustila se sraZenina ? Jak

typ srazeni probéhl ?

“} 5. Reakce bilkovin s al.dehydy a karboxylovymi kyselinami

Do dvou zkumavek dejte po 1,5 cm’® vodného roztoku bilku
a potom do prvni zkumavky dejte nékolik kapek vodného roztoku
formaldehydu (formalini! a do druhé zkumavky stejné mnozstvi
kyseliny octové.Obsahy zkumavek protrepejte,pozorujte a vys-
ledky pozorovani zapiste.Po za&pisu vysledku pozorovani zredte
obsahy zkumavek 2 cm® destilcvané vody, protrepejte, znovu po-
zorujte a vysledky pozorovani opét zarnamenejte do protokolu.

Jaky typ sréazeni se ve zkumavkach uskutecnil ?

*

‘5)6. Biuretovid reakce bilkovin ' .

.-
3 vodného roztoku bilku nebo jiné

bilkoviny a roztok zalkalizujte pfidédnim 0,5 cn® 10% vodného

Do zkumavky dejte 1,5 cm

roztoku NaOH. Smési dikladné protrepejte a potom do roztoku
pridejte kapku silné zfedéného vodného roztoku Cusd4 a znovu
obsahem zkumavky dikladné protfepejte. Pozorujte zmény ve zku-
mavce a zaznamenejte vysledky pozorovani.

Reakce se nazyvd biuretova od biuretu,kondenza¢niho pro-

duktu dvou molekul moédviny:

Tuto reakci davaji i jiné slouceniny,které maji aspon dvé
peptidické skupiny -NH-CO- .K tém patri peptidy od tripeptidt

vySe a samozrejmé i bilkoviny.Pozitivni reakci davad i seskupe-

.



ni -CS-NH- a =CH-NH- , histidin a arginin.

7. Reakce Sakaguchiho

Bilkoviny poskytuji s bromnanem, pripadné s chlornanem
a alfa naftolem v alkalickém prostrfedi &ervené zbarveni.Reakce

je podminéna pritomnosti guanidinové slozky argininu.

Reakci provedeme tak, Ze ke zalkalizovanému vzorku bilkoviny
nebo argininu pridame 0,5 cm® alkoholického roztoku alfa naf-
tolu a nakonec nékolik kapek roztoku bromnanu. Vznikne malino-

vé cervené zbarveni.
‘,’ 8. Reakce xanthoproteinova

Aromatické aminokyseliny (tyrozin,tryptofan) davaji vy-
raznou reakci s HNO5 Jejich benzenova jadra se nitruji a dava-
ji #Zluté zbarvené nitroslouceniny.Rovnéz vétsina bilkovin se
pri zahrati s kyselinou dusic¢nou barvi Zluté ( fecky xanthos
- Zluty). Pfi pusobeni koncentrované kyseliny dusi¢né na kuZzi,
nehty,vlnu a pod. se rovnéz objevuje Zluté zbarveni.Pusobenim

alkalii vznika oranZové zbarvena sul aci-formy nitroslouceni-

ny.



K 1,5 cn’ vodného roztoku bilkoviny ve zkumavce pridame
opatrné asi 0,5 cm’ konc.HNO5. Vznika 7luté zbarveni azZ
sraZenina. Po ochlazeni a zalkalizovani 10% roztokem NaOH se

barva zméni ze Zluté na oranzovou.

9. Pauiiho  reakece--- -

Tyrosin spolu s heterocyklickym histidinem ije reagujicil
sloZkou pri Pauliho reakci.Tyto aminokyseliny at volné nebo
jejich zbytky vazané v bilkovinach, poskytuji s diazotovanou
kyselinou sulfanilovou v alkalickém prostredi oranzZové cervene

kopulacni produkty.

Ve zkumavce si pFipravime Pauliho reagens tak,Ze smisime

3 3

2 cm”® roztoku kyseliny sulfanilové s 0,5 ( pripadné 0,2) cm

roztoku dusitanu a smisime protfepdnim.Do zkumavky dame 1-2

cm3 roztoku vzorku bilkoviny a pridame asi 0,5 cm’

Pauliho c¢i-
nidla a tolik roztoku Na,CO4 O koncentraci 3 mol/dm3,aby reak-
ce byla zretelné alkalickd. V pripadé pritomnosti uvedenych
aminokyselin nebo jejich zbytku se objevi oranZové cervené

zbarveni.



10. Adamkiewiczova reakce

Do zkumavky nalijeme vzorek bilkoviny,t.j. asi 1 cm-a

pridame témér stejny objem kyseliny glyoxalové (Adamkiewicz-
ovo ¢inidlo) nebo kyseliny octové, ktera témés vzdy obsahuje
kyselinu glyoxalovou, velmi opatné v silné naklonéné zkumavce
podvrstvime asi 1 cm’ kyseliny sirové koncentrované. Po chvili

S€ na rozhrani kapalin objevi Cervenofialovy prstenec.
11. Reakce ninhydrinova

Reakci s.ninhydrinem poskytuji vsechny volné aminokyse-
liny a peptidy. 2 aminokyselinovych zbytku vazanych v bilkovi-
nach reaguije ovSem pouze lysin. Zkousku provedeme tak,ze ke

3 bilkoviny pfidéme asi 0,3 cm3 roztoku ninhydri-

vzorku 1-2 cm
nu a dukladné povarime.V pozitivnim pripadé vznikad fialove

modré zbarveni.

‘L 12. Reakce Hellerova

Do zkumavky déme asi 1 cmS konc.kyseliny dusiéné a potom
pomalu po sténé zkumavky,kterou driime Sikmo opatrné pridavame
vodny roztok bilku tak,aby se kapaliny nesmisily.Na Jjejich

rozhrani se vytvori bily prstenec srazené bilkoviny.

13. Reakce na siru v bilkovinach

Zkousku na pritomnost sify provedeme nasledujicim zpuso-

3 0,5% octanu olovnatého

bem. Do zkumavky nalejeme asi 1 cn
a 10% roztoku NaOH.Vytvori-1li se bila sraZenina, pridame prave
tolik roztoku hydroxidu, aby se sraZenina rozpustila.K tomuto
roztoku prilejeme nékolik kapek bilkovinného roztoku a smés

opatrneé chvili povarime. Roztok zhnédne nebo zderna.



