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Dťika z DŤ.íto:nnosti scllaí].inu v h]-ízách branrbcru

Teo i.et ic}iá přípr'ava

V od'borrré literatuře w.hled.e;te základní úd.aje o solariÍ-

fltrr j eiro chen j.ckén s] o žení, }:onst ituěním vzaTcL,zaŤ.azení

d.o sy-sténru or.ganíckých. s1oučeirin a fyzio1ogickém půso

bení
Uveňte některé látky chenricicy příbuzné so1aninu.

Chemíka1ie a činídla
koncentrovaná ky se1 ina
tová, 1%vodrxy roztok
d.u vo díku'

sírová, koncenirovaná kyselina oc-
formalcie\ydu, O,5 % rozŤok peroxi-

Pomůcky a materiál
bramborové .ritízv ( zelené,nezelené, s oěiry, bez oěek a

s k1íčky),Petr,iho miska - d.no, 4 tírátké kapílárv nebo mi-

kropipetýr nerezový nůž, pinzeta, íi1trační papír, podJ.ož-

ní sklíěko, mikroskop
Pracovní postup

Z bramborové b-Lízy ze1ené í nezelené se s1upkou nakrájejte
dvakrát ětyři co nejtenší Ťezy a položze je d.o řaW za se-

bou ne d.no Petrjjro misky nebo pŤo případ,že bud'ete reakce

sled.ovat míkroskopicky na pod.ložní mÍkroskopické sklíčko .
Potom na jed'notlivé Ťezy postupně kápněte na první řez 1 -
) kapky konc.kyse1ir:y. sír'ovér [E druhý'rikapku koncentrované

1cyse1iny octové' nB da1ší kapku vod"nóho roztoku forma]'dehy-

du a na pos1ední lcap}cU 0,5 % vodného roztoku peroxidu vodí-

ku.
Přítomnost solaninu se pi.ojeví po chvilce vznikem trva.

lého načervenalého až třešňově ěerveného zbarvení.

Hod'nocení a závěry
ffikcí vznilrlo jaké zbar-vení e jeho intenzi-
tu.
Co j e to Albert j-ho realtce ?



Cvičení z biochemie č.4

Ú|ot'a č. t

Chemické reakce sacharidů II

Úloha č. 1 Důkaz škrobu v rostlinném materiálu
Útoh" č. 2 Hyd ro|ýza bramborového škrobu

Chemikálie a činidla.' ' 
|-ó/o vodný škróbovyiiffi;T/ffiš€liná čhlóióňďíIó=řď10 Yo vodný roztok uhličitanu

disodného, Lugolův roáok, Fehlingovo reagens I a II, vodný nebo ethanolocký roáok jodu
Schweitzerovo činidlo, koncerrtrovaná HCl, koncentrovaná kyselina sírov:! vodný ,óaok
fenolu, pevný floroglucin, ethanol

Pomůclcy, materiál a zařizení
bramborová hlíza,semena brachu, fazo|e, obilky pšenice, ovsa nebo ječmene.

mikroskop, podložrí a krycí mikroskopické sklo, stojan na zkumavky, 20 zkumavek, nedělená
pipeta 5 ml, 2 kádinky 25o ml, kovový stojan, vamý knr[ železná síťka s asbestovou
vložkou, zÁpalky, plynový kahan, destilovaná voda, nůž, filtačď niílevk4 plátěný hadřílq
ruční odsďedivka se dvěma zkumavkami, fiecí miska s pistilem, porceliínová miska" kapátko,
pipeta

Pracovní postup

Útoha č. 1 Důk^z přítomnosti škrobu v bramborové hlíze a semenech luštěnin a obilkách

Bramborovou hlízu dobře operte, aby na ní nelpěly žádné stopy zeniny, potom ji
oloupejte a z oloupané bliry ukrojte několik kousků' které ve ťecí misce dokonďe
rozeťete'Přidejte destilované vody a směs přefiltrujete přes kousek plátěného hadffku.
Pořebujete oddělit dď tvořenou stěnami brrněk od škrobových zrrr.Filtrát dejte i s trochou
vody do centrifugační zkumavky, do druhé zkumavky dejte stejný objem vody. Potom
odsřeďte škrobová zrrra od vody, vodu slejte a usazená škrobová zrrra dejte na porcelánovou
misku. Kapátkem odeberte minimální množství vody se škobovými zl;ny a dejte je na
podložrí mikroskopické sklíčko na pracovním stole mikroskopu. Jiným kapátkem opatrně
přikápněte ďkoholického roztoku jodu nebo Lugolova roáoku. Počkejte asi 2 - 3 minuý a
potom pozorujte mikroskopem při sředně velkém zvětšení. Zakreslete několik škrobových
zrn včetně jejich ban.y. Jahý mají škrobovánnatvar a velikost ?

obdobný experiment proveďte se semeny obilovin nebo luštěnin. Porovnejte jak
velikost, tak také tvar škrobových nn zrúzrÉho materiiílu. Bylo by možné této skuteěnosti
v praxi vy1Jžít?

Útoha č.?, F Jro|ýzabramborového škrobu

Kysr,tou hydrolýzou působením kyseliny chlorovodíkové o pH = asi 2,0 _ 2,5 se škrob
postupně štěpí na dextriny ( což jsou vyšší maltosacharidy), maltosu až glukosu. Dextrinyx o
nizné velikosti molekul lze rozlišit pomocí barevných reakcí sjodem. Maltosu a glukoŠu.



V kádince o objemu íisi 250 ml rozmíchejte asi 5 gramů škrobu.sdestilovanou vodu _a potom vařte na asbestové sít'ce tak 
.1lo+o;; J of,:o škrobový maz. Během vďenímusíte mazem míchat skleněnou tyčinkou, aby.s" *u' náirir.pir nu ano ;;;" nepňpálil. Po:']i.ť#ffi ;fi :Íij;j$.:YÍY;bj#;;ř;iXrr;;liň;l;';l;azu,pňdejtezahřívejte. 

g.trr'vane,, a nal(onec,?.,4 ,, % kyseliny ci')91o;oan<oue u směs dále

|.',J*;u"ah 
v hydro|yzáfuposfupně vzrustrá' je moŽné dokazat na zék]aděiejich redukčních

Pracovní posfup

destilované vody a oosfupně totit-,oztoti*ut. ieiiái.i:ilfi|:"{H:l'Y;ď$:::f,ij.#
i:l1'#5*a;-gffiá#*Ea.'aa.';.'.jáku joduaneboLugolovaroáoku.
Hy&olýza, j;*""e"lI;K.,:TřTffiJ:fi ;ff ff lyq"'ritupřestanZbarvit'oar..kyseliny .hlo.ouodftové nrnweá )+o Á*|,^- -!..|.^ --- - ..roslední zkumavce po neutrďizacikyselinychlorovodíko"ep.ou"J'i"a"r.řiffi ;fi iH?:iHm.:á:J;Jo''*.'Hned při -aěátku experimentu F*{,.: .ld';;*ávací pokus tím, Že do čistéffiilHJřffT',i'#.f:fr"'-e ňa:y a tolik k"íJk iugotouu ,óztoku' kolik dáváte do

Experimerit vyhodnoťte časově.
Pozniímka: Pokud do zkumavky přidáte nadměmé množství uhtičitanu sodného, dojdev zásaditém prosfiedí k ďspropo..io"ti-:."au o":oaiá.u loa"*, které jsou bezbarvé.Tím sevšak ztrácí z.načnáčast jodu b'; ';"k.i . al-'"y Jšřň;,*"*ých zrrrěn je pak zkreslena.Pokud budětďpracoůťpřesne, 

'i,ut. š"a" ,r*ň*ek s posfupně se měnící modrou
iffil.:'rlo 

bezbar..la,r-uzu']il;;ii Přito'- '.uzaJ't.,o,avka předstaruje časový ir-rtervď



B.4.1. REAKCE cELULÓZY sE ScHWEITZERoVýM Čltvlot-Etvt
Schweítzerovo činidto je jedno z má|a rozpouštědel, v němž se ce|u|óza

chemicky mění.

Pracovní postup; Do čisté zkumavky nastříhejte
přídejte 2 ml Schweitzerova činidla a jednu až dvé
rozpouštět.

rozpouští, aniŽ se

několík prouŽků čistého filtračního papíru, potom

mínuty důkladně protřepávejte. Celulóza se začne

10

,.'!'4::(..''.' .' r,..j:'ll'aáfl'

B.4.2. VZNI K HYDROLYZAT|J CELULÓZY
Pracovní postup: K roztoku ce|ulóŽy ýé..sčhil/éItŽěiói'ě čiňiajě; óiéá.hd'i úlóňy opatrně po kapkách
přidávejte koncentrovanou kyseíínu ch|orovodíkovou. Roáok se zpocátku nemění, ale postupně začí-
ná ze|enat vznik|ým chIorídem měďnatým a z roz1oku se vyíoučí celulóza ve íormě hydrátové ceIu|ózy,
coŽ je rosolovitá hmota.

8.4.3. VZN!K AMYLolDU REAKCí crlulÓZY S KYSEL|NoU sÍRovoU
Pracovní postup: Ve třecí misce opatmě roáírejte tloučkem kousky čistého fíltračního papíru s kon-
centrovanou kyselínou sírovou. Celutóza se rozpouští na naž|outlý roáok, kteý opátmě vlijte do ká.
dinky objemu 250 m|, v níž je 200 mldestilované studené vody. Voda se zakalívy|oučeným amyloi-
dem. odeberte vŽorek a přesvědčete se' zda reaguje na jódovou zkoušku. Výsledek pozorování-za.
znamenejte do pr:acovního protokotu

8.4.4. HYDRoLÝZA CELULÓZY NA GLUKÓZU
Pracovní postup: Ve zkurnavce rozpustte za neustálého protřepávání něko|ik proužků čÍs1ého fiÍtrač.
ního papíru v koncentrované kyse|ině sírové a roáok opatmě vlijte do kádinky se 100 m| desti|ované
ýudené vody. VaŘe potom na síťce 20 minut a po 5 minutách odebírejte do zkumavek vzorky na tů.kaz g|ukózy Fehlingovýrn nebo To||ensovým činídlem. Tyto reakce probíhají pouze v neutrálním neboalka|ickém prostředí, proto vŽdy před pňdáním Fehlingova nebo Toltensova činidla roztok za|ka'izujte
roztokem hydroxidu sodného. Jakmile bude, reakce na glukózu pozitivní, přestaňte zahřívat. Vysvětle-
te' jaká reakce proběhla a zapište její chemickou rovnici.

8.5. Důkaz taktózy v
Praccivní postup: Do čis1é kádinky 50 ml čerstvého syrového m]éka, přidejte pár kapek kyseliny
octové a ntolna protřepejte. VysráŽí se

{.: 
ktu'v odfiltrujte. Filtrát zneutralizujte přídáním uh|ičitanu

vápenatého a pH roztoku změřte univezá| átorovým papírkem. Upravte na neutrální prostře-
dí. odeberte 2 ml roáoku a proveďte zkoušku s vým činidlem a ToIlensovým činid|em.
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Teo:'et ická i:říarava
Vypracu.j te schema r,ozdě] errí
}lapište ]<on.qiitučnÍ vzoTce (

eorJ. a l{avorthovy)

nazvy.

Důkaz přítonnosti ser:ha:idů v přírocníclr
/J-\ oVgg-g, zel-enir a , i:yavské mléko )

sa charidů.
r'1-ccheToq/

Napište ]<onstituční vzorce ( FíscherovJ p:'o; e]tc e ) vš e ch- D- a i'_ alCohexbs
- D- a l,- ketohexos
U všech uvečte jejich

Praktická část

:.;;;;:;i."*;-ka 150 zjo ",'J *y^ - yrvtli s LI ere c.i{a, sto jen lta z]tu:rlávky , i2 z].luna-vek, ke rtáč J]e
pipeta ( 1 Cj':';.;*:;' "í: #;,'J;xjf#]:" 1un1,T1'*""t- 

-. 

. /' lBvlr-L ULisLreo1vÍa Ít--lf 1""covní uostun I' . ' !i

f:-i-i* 
' l:'.::1u;da3v.r' extraktů z přírodních produ!

IFr.íp''ava jdanýci: extraktů z přírod.ních produ!:tů _ ovo-C€, zelenina.
Z čístě.. cprgného i:ořene] *'k'" ukrojt".,]j'ětoí'* ;ť

?r?,ď*&
1,í11 a&S v

ooeti t?Zrn'1

prcjekce,ToJ-Len_

Pomůc.br

jablko, ltořen m-;*:--:-avské mléko, pomelanč, -ooIcelá *

i::Í^'u:T: "*':oučkenr, íiltračnÍ papír, Íil tltlční ná _

Chenika]íe, činÍdla a odněrné roztok.r,-aunrtgffi rr, 1oi vodi roz'oi Ágirio' ,..ivocitý :'ozto]< a .noniaku o j=.o ,.i,.^|oit*,, ]loncenirove-
iÍ 

*ol., i,iessler'ovo činidlo, ;; 
'i"*,, 

:'oztok 1-nafto-]..'1 .v etna'1]l;: 
s:""entrovan; ;;";;;". .=í:'ová , 3, Ť; ethe-nol-ický roztok i}*rrno1u, Perr**.,.. luacr, octen.e4j1j-I,.t feJlvlhyorazinové čÍnid]-o, koncentrovaný' :,ro.iný :.o k lrTaOi1(min. ]O ?i ), 1 Ťt vod.rý rozt"k. ;;;písek, *očo'i..-..u,,l"JJ""*"., , 4' eti:ano]., nořsi<ý
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:.;í:ir ,..:1ezj, i]ejie je do t,.:,r::.,..

j-.ji:;i,í]'ro noř..;i:,-1]lo tr6.bo l;Ť,::::.':

-o c:-.e TOzť iřeie. ])o rozei;řcní
eIoYjI baňky a ur,.,ístěte io *,'!c

.:nejté 1o rnÍnut třepat.
F.o uplynutí 1c t;t1;:trt

c'"rovejte ve z):unavce p::o

1ívé důkazy sachar"idů.
S t e j l''*.',*m způsobern s i

nebo pomeraněe.

V získaných extraktech a
se chalid.ů 

-..

:;.. reakcí Sel ivanovovou

'-* 
T€akCí Tollensovou

/ r.enkr:í jriolíschovou
/. reakcí s ':točov1nou

:

Y..i žc{'' u.ledte výsled.elr důka zv e zdůvooněte j ei .

clj

sylo1átce c.okažte přítomncst
.!

e xt ralr t
o d'e.i-.í riir í

se sriažte pctižíva: co ne;nenšíhnŤ|' (\. -]ira

oř:-:::aví.te,:):tIeiit z jab1ka

o ob-
je:::u voqy,aby e;:trakt by1 co r:ejko::centrcvanější

2 ?Ťípr'ar'a syrováiky z kravského n1éka pro důkazy cukrů.
Do r<áaiifuy ( l5o ?5o c,nJ) oejte jiole:.n 1oo cmj m]-é.
ka ( ne kond.enzovaného nebo sušenéno), přidejte něko-
1ilt ltapek kyseiir1y octové 9 i:rír'ně zaiťejte.Potom směs
důklacně protřepejte,.bv se vysrážel veškerý kasein .
Suspensi dejte d.o -etrifu5ační zkrri'':av}ly a od.střeóte
na ruční .ocstřed.ivce..Proces od.střeěování opakujte 2x,
abyste získali větší objem syrovát1ty pTo da1ší použi-
ií. ;{aseín pro c1e].ší práci nebuoete potřebct'a.u. '..

j Důilaz pŤítomnosti sacharÍdů

s
.-f
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3'ea]ice sscharidů s močovj.t:oti
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.Do' z};uL::a-i]r;; de;ie 1-2 cn.' 30 Ť+ 'u'C! a pctÓ* i cn) Tozto}:u'
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nronl,c]]e jte třeoárrín.Fo pfc:T:ícn á\í oe; te zhir::avt,ry ( poi1e -poč-

tu vzorků ) co zr.lúáté.;o,jní l.ázně ( ká.din]ta s tei}ou. vodcu.) a
.iC ni::rrt ze,nž,ívejte. ' '' l'' , - , :,,.

Iietos;' dáve j í třešňor'.é z'.cg:"ve:ií' ( eico s;' ' talqio r:.e:ea€L1j í 
'p"':to je tato Teekce .=i]ecif ic;lá pr'o keios;; ).

Podstatou reakce je realtce !-r-rr.-d=o:q.'neth;rlfural-u ( ien se
tvoří cehyilatecí sacha:':1iťi nepř. inin€tá].níni :.; se].inc.:::i) s 1.e-
sofcí:io]-e;n.

Zkouše]i udě1ejte tc1i]t, iloJ.i!.;' n:áie vz.oi}.ů- sac}:alidů.
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B.5' Důkaz Íaktózy v nrtéce
Pracovní postup: Do čisté kádinky oe;terso ml cerstvého syrového mléka. pňdejte pár kapek kyse|iny

"Í:y,":?olna proÍřepejte. VysráŽí se kasein, kteý odfiltrutjte. Filtrát zneutralizujte přldá n ím u h |ičitanu
J.otlcl"! 

-. vq\rsrr4uj(v Prruqrrrrrr qrurvlrqltu

V€per'-aťfiRra pH roztoku změřte uníverzá|ním indíkátorovým papírkem. Upravte na neutrálníprostře.
dí. odeberte 2 ml roztoku a proveďte zkoušku s Fehlingovým činiotem á Toltensovým činidlem.

rr',:,

# p&u:'ď
$:. #*res'bl

I

I

]F
I Ú|ot," č.2-,

Důkaz přítomno,iř,,.h".idů ve vzo
J
rcích

'.ť,

,:tr

Clemlkálie a činidla

a

*

ovocných šťáv

Pro dukazy.o.r,*i#použijeme stejné Čhernikálie a činidajako ve cvičerrí č. 3

Pomůclcy, materiál a r.srÍÍrx:nÍ

V práci p,ortíijeme stejné pomůclcy a zaÍÍzenl jako v. 
".,i&ot 

c. s

Pracovní postup

Důkaz sacharidů ve rzorcích ovocných šťáv proved96g minimá|ně dvěma způsoby
vysledky qlŤnerr,enÁme do pracormího.protokolu.

4."8,4-l
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CVIčENÍ Z BIoCHEMIE

C}remické reakce sacharidů I
J oaft*rt'*t Z

t

Chemi]ta1íe a čÍnidla : 3 % vod.né roztoky dostupných monosacha-

ridů a ďisacharid.ů, škrob,celu1osa, zá-
sobní roztok Feh].ingova reagens ( I a

II)l 10 % vod.ný rrrztok aeN9rr Vodr1ý roz-
tok amoniaku o Q= z^nol'/ďť, vodqý roztok
NaoH ( c = 2 mol/d'J, lryselina dusÍčná 

'
Nelsonovo činidlo , 30 ?á Wselina chloro-
vod.íkov á,roztok 1-na ftolu v etbanolu'ký-
se1j.na sírová koncentrovaná,3 % ethano

lický .roztok t}rymo1ur "'Pevný NaCl,. ootan
anilinu, ferrylhad'ra zínové činid'lo, kon -
centrovaný vodný ro ztok NaoH ( mj.n.. 30 %),

1 % vodný rpztok CuSO4l su€pense Ca(0H)'
3í,.

o.. vod.ě, et!7n9},; trj+o> ,
!*éc'Íl

7t/, u,zn,at,, Cr; ?Lí 4/c

3uf,rdi,, l.,,,,ů{6 / l",|oíů,t:oL 
1

Pomůcky a materiál:stojan na zkumavky, minímáJ.ně 20 ks zk'vma 
'-?.

vek, kád'ínky objemu min. 25o Qfr',kovová

trojnožka nebo kovový stojari s varným kru*

hem,železnásířtasasbestovol1vložkou'
]ržícenachemikalie,filtračnípapír,ntlž-
ky,' plynový kahan, zápalky, pipeta 10 cÍfr'

dělená, podložní mikroskopické sk1íčko a
m1kroskop,kartáčnaěíštěnrzkumavek,mi-
kropípety zhotovené z tenkostěnné sk]-eně-

né trubÍce rra dávkování vzorků sacharidů,
n&ž na sklo i

pří prácí pracujte mjrnořádně peci1ivě, aby nedoš1o ke

znečíšřování roztoků jednotlívých sacharíd.ů jínýnÍ ,
protože by to ruší1o správný průběh reakcí. Po ukoněe-

ní práce veškeré sk1o důk].aaně vymyjte a zkumavky dej-
te sušit d'o stojanu d'nen vzhůru.

5

l

i

l-l

I

I

Poznámkqy:



Úloha 3.1 FEHIINGoVA REÁKCE

&{onosacha'idy,alcosy a ketosy ( aIe také ty oligosache-r1{y,které ma jí vo].nou a]-espoň jednu po1oacetálovou 
-OHskupinu), mají redukční úěinky,proto 

"" ,iči.nkem oxidač-ních činiael oxidují na ald'onové kyse}ir:y.Při reakc1 seoxiduje alde}rydícká skuplne na skupinu karborylovou'kov,který je souěástí oxidačního č:-nidla se red.ukuje, někdyaž na elementární fornru.Red.ukované kovT ge snadno pozná-vají,což je základ'em mnohých reakcí cu.lcrů.Ketosy ty seoxidovat neměly, a1e protože pravd.ěpodobně izomerují napřÍslu-šné a1dosy, tyto reakce rovně ž poskytují.
allo -/,Y-*r . ?rcs -H-c-oH H-Ó-óH
IH-c-oH H-ó-ori

Cu.O,v případě
elenaentární Cu.

cr{208

aldosa
11

v̂\tJ,
I l-l,

H-C-oE
I

H-C-08
a
a
a
a
a

Pracovní postup:
Do s.{y zkumavek d.ejte postupně po 1 cm3 vodnéhoroztoku glukosy, fruktosy, sacharos rmaltogy, galaktosy alaktosy e všechqy zkumavlgr dejte zahřát d'o kádín}y svroucí vod'ou.Po dvou až třech mínutách přídejte d.o kaž-dé zkumavlry po 1 cm3 Feh1ingova činidla ( o'5 

",n3 
Toz.,-toku T a o,5 

"n,3 
roztoku rI).Pozorujte změny ve zkumav-kách a zezn'menejte je do pr'covnícir protoko1ů.Doložteje chemíckými rovtricemí. /

cIl20Ií

ald.osa

Při reakcÍch se wyred'ukuje ěervenýpoužitÍ koncentrovaných roztoků aor.once

CH^OH
é

1grse1ina gIukonová

cH^oH
té
C=0
a

H_C_0H
a

i
a

CH^OH
I

ketosa
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3.2 ToILENSOVA REÁKCE:'

Tato reakce je rovněž založena na red'ukčních vlastnos-
tech sacharid'ů.V tomto případ.ě se však ( rre rozd.íI od.

ú1ohy 3.1) qyred.ukovává l.<ovové stříbro,něk(1r ve fornrě

stříbrného zreátka.
PracovnÍ postup ?

Do sady zkumavek d'ejte vzor}qr vod.n.ch roztoků sa-

charidů jako v ú1oze 3.1 a zkumavky postavte do stoja-
nu.y sgmostatné zkumavce sí připrgvte z příslušných Toz-

toků maxjfiá1ně 5 c^) To11ensova činidla.Potom d.o kažďé
{

zkumavlry dejte asi O,5 cm) tohoto činíd1a a pozorujte ,

zda ďochází ve zkumavkách k barevnýrn zménám,Tu zkumavku,

kde.='se..ž álrrrá 'qněne .-qqpro.j9'y{.9."-*s.J*!*"-.-.{" -T-1-di:ry- 
s horkou

vod'ou a sleduj te,za jakou d'obu se barevná změna projeví.
Pokud po 5 minutách zabííváná směs nereaguje,pokus ukon-

čete.Příslušný sacbaríd. ;je nered.u}uj ící.
Po ukončení pokusu ty zkrrmavky,kde se yyredukovalo

kovové stříbro wmyjte několika kapkami koncentrované }ry-

seli.::y dusičné, potorn vodou.

3.3 BÁRFoEDoVÁ REAKCE

V prostředí koyselir:y octové se red.ukuje octan měěnatý

na bxid měóny ( ten je ěervený).T.1lto reakcj. dávají před.-

nostně monosacbariqy, redukující d.isachari{y až po de1ším

zahříváni.Cit1ivost reakce 1ze zvýšít přidáním něko1jj<a

kapek Nelsonova ěiniďLa.

PracoŤní postup:
Fod1e postupu v předchozích útor,ácr' si přÍpravte sa-

d.u zkumavek se vzorsr sacharidů,přÍdejte po 1 cm. Barfoe-
d'ova čínidla a zkumav$r postavte d.o kádinky s vroucí vo

d'ou.Zahřívejte 30 minut.Potom zkumav};r ochlaóte vnějším
ch1azením studenou vod.ou buá pod tekoucí vod.ou e nebo po-

nořením do kádj-n}ry se stud.enou vod.ou.

Zapište si výs1ed.ky pozorování a potom do kažďé zku-
mavlgr přidejte 0,5-1 "*J 

N"l"onova činidla.Pozorujte zmé.

ny a zapište sí je d-o protoko1u.
I\ilonosacharidy d.ávaj í mod'ré zbarvení, disaeharÍ{y žlu-

toze1ené.

Úroria



Útoha 3.4 SELIvANOVÁ A WEEHUIZENoVA REAKCE

-' Reakce je za1ož,ena na vzniku červeného zbarvení, lrteré
dává 5-}rvd.roxymethylfural s resorcinolem a kyselinou HC1.

Deriváty furalu vznikají dehyclratací sacharidů např.pů-
sobením minerálníclr }yselin.
Pracovní poetup:

Připravte sí vod.ní 1ázeň se zahřátou vod.ou pro oh-
řev sa{y zkumavek.Do sady zkumavek ( podle počtu vzorků
sacharid.ů) si dejte 1-2 c'J 30 ?:,Hc1'potom přidejte vž{y
1 cmJ vzorku vodného roztoku sacherri.d.u a zkuliravky d.ejte

ohřívat d'o iodní lázné.Zatrřívejte 10 minut.Potom přid'ejte
d.o každé zkrrmav'ky .někol-j} krystalků " resorcinolu ( répe
j e př:-aat resorcinol před zaóátkem zabšívání) .Ketonícké
sacharidy dávají třešňově červené zbarvení.Proto je tato
reakce specÍfická pro ketosy.

Útoua 3.5 REAIrcE s Moďovtt{ou

Působením minerálních kyse1in na sacharidy vzní.kají ďe-

riváty furalu, které reagují s močovinou za vŽnj.ku ba-
revných prod.uktů; frdctosa d.ává ze1enomod.ré zbervení

aldohexosy červené nebo purpurové
ald.opentosy žluté
ketohexosy mod.ré; po přid.ání ethanolu

e mírném zal-kalj.zování pŤeclnází na

červené.
Pracovní postu4:

Připravte .si podobně jako v před.chozíeh úlohách vod-
ní ].ázeÁ a zabřejte ji do varu.Do zkumavek (počet závísí
na počtu vzorků sacharidů) dejte vždy o,3 - o,5 g moěo

vírry, přidejte 5-6 kapek koncentrované kyselí::y chloro
vod.íkové a 2 - 3 kapky vod.ného rozto]cu vzorku sacharídu.
Směsí ve zkumavkách vž{y ďůk1adně,a1e opatrně třepejte a

potom v1ožte d'o horké vodní lázné.Reakce by se mě1y pro-
j evit po 15 2o mj-nutách.

Útona 3,6 I.JIoI'IscHovA REÁKCE 
.

Sacbaridy ( mono-,di- a polysachari$r) d.ávají s koncen-
trovanou lryse1ínou sírovou a 1-naftolem intenzivní fia-
lové zbarvení.Jeho ,pzn)k není ještě přesně vysvět1en,ale

-,/
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zdá S€r že při reakci vznikají pravděpodobně d.i-1-nafto-
hydroxyfurylmethaqy' které se zŤejmé oxidují na přís1uš-
né trifeny1methsnové barvivo.
Pracovní postup:

Do saqy zkumavek ( pod1e předchozíeh ú1oh) dejte po

2 
"*3 vod'ných roztoků sacharid.ů, zkumevky postevte do sto-

janu a přidejte do nich po 5 kapkách roztoku 1-nafto].u v
ethano1u a směsí vždy dobře promíchejte.Potom obsah každé
zkumav}ry opatrně podvrstvěte 1 cmj koncentrovené }ryseliny
sírové ( pracujte velÍce opatrně a poma1u).Za přítomnosti
sacharid.u se na rozhraní kapa1in objeví mod.rofia1ový nebo
č e rv e no ! ig. ]oý . l rs ! en93.. .( ..9"--1o',o 

sg c ha ri.dů .a disa c ha r idů
Íhned,, u polysacharid.ů po chvíli).
Poznámka:

Tuto reakci dává fura] a jeho deriváty a tedy Í ty
Iátky, z nichž za pod.mínek reakce fura1 vznj.ká.Proto re
akce není specifická pro sachari$r.Negativní výs1edek a1e
svěděí o nepřítomno.sti sacharíd'u.

Úlotn 3.7 TnreÍolcví REAIíCE
irTěkteré sachari$r reagují v si].ně ky*oeIém prostřed.í s a1-
ko}to1ickým roztokem t}iymolu za vznjku karmínového zbarlte-
ni.
Pracovn! postup:

Do sa{y zkurnavek dejte postupně:proužek filtračního
r 1 "': d.estilované vody, 1 "'] vod.-

ného roztoku glukosy, 'l cmj vod.ného roztoku sacharos"y a

1 cmJ vodnéhó roztoku vzorku maltosy.Potom do všech zku-
mavek dejte po 3 kapkách 3 tl, ethanolického roztoku t}'y -
molu,3 cm) koncentrované HC} e několj.k krysta1ků chlori-
d'u sodného.Směsí vždy velmí opatrně a1e d.ůkradně protře-
pejte a potom za třepání 2-5 minut vařte.Po ukončení ex-
perÍmentu proveěte tuto reekcj. s fruktoSollo

X Úrone 3.8 RozIIšENÍ pnttros a HExoS
Pracovní postup' .

Ve zkumavce zal.jívejte 1-2 cm' roztoku pentosy se
stejným objemem koncentrované HC1.Jakm11e začne rozto}<
vřít, při1ožte k ústí zkumav}qr proužek filtračního papí-
ru smočeného v roztoku octanu anílinu.



Uloha

Pentosy dávají
tutéž reakci s

touto reakcí červené zbarvení.Proveě.te
glukosou.Dávají hexosy stejné zbarvení?

3.9 }iTTRoc}molúovÁ REArcE

( Je to skupinová reakce *o'o-@u o1jeosecharidů)
Boztok chrorcanu v kyse]ém prostředí oxiduje všechny sa-
charÍdy ( s vý; jrnkou ne}\ydrq].yzujících polysacharídů) .
Red.ukční produkty chromanu jsou zbarveqy modře.

Pracovní postup: ^ .

Do zkumavk5r d.ejte asi 2 
"ro3 

t"o"ku roztoku sacha

rid'u, přioejte asi 3 "'J koncentrované kyse1írry dusičné
( "tu népípetujte, a1e odněřuJŤe"odměrným.'válečkem)" a =5

kapók roztoku cb.romanu d'idraselného.Směs dobře, a1e ve-
líce opatrně protřepejte a pozorujte p::ůběh reakee.Po
dobné ú1o}ty proveóte s různými sacharidy; zvoLte ty,kte.
ré máte k d.ísposici.

3.1o TvoBBA oSÁzoNB
Mono-případně dísacharidy ]:ze charakterízovat na zák1e-
dě jejicb kond.enzačních reakcí s feryJ.byd.razínem případ-
ně 2' 4-dÍnjtroferrylbydrazinem.Prod'ukty.. těchto reakcí se
málo rozpouštějí ve vod.ě a1e dobře. krystalizů5í a tvoří
kr1ysta1y s typickým tvarem a ostrou teplotou tání.}Iutno
je pozorovat mí.kroskopic}y. ,.::'

Pracovní postup:
Roztok cukru o objemu 1 cm3 za}rřívejte ve zkumavce

? v. q . q. ---.se 3 crnJ ferry1řryd.razÍnového čínj.dla na vodní ].ázni asi
20 mjnut. 3o této d.obě začné vzorek ge sacharidem poma-

1u ž1outnout q po jebo och1azení pod tekoucí vod'ou se w-
louěí ž1uté krlystalky ogazonu.V případě pomalého ch1ad -
nutí pří tep1otě místnosti se qytvoří dobře vyv1nuté a
dobře pozorovatelné krystal}y.Pozorujte při mírnén zacTo-
nění rozného pole.

Reakci proveěte se všemi sacharísr, které máte

k dísposici.
f-,1
-1)

Útoua

Útotn 3.11 REAKcE GIUKoSY
a) Reakce líooreova

Ve zkumavce zahřívejte 1 cm3 roztoku g1ukosy se 3-4
kaokami kon.centrovaného roztoku }rydroxid.u sodného .
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Tuto reekci nedává
experÍmentem.

b) Reakce Tromrnerova

Glukosa se zaěně rozkládat

ilÍ:;:u " "oztot začne 
''il'::;j"J; Íi;;:#]TJ;:1''-

4* o's'di

sacharoga - dokažte to příslušným

Do čÍsté zkumevlqy dejte 1 cm3 vodného roztoku *lu|osy ,
pr:Ídejte O,2J 

"^3 "o"toku NaOE a l,",,"" poma1u po stěnězkumavky přidejte 1 kapku ředěného vodného roztoku síranuměěnatého.vzni]tne t"*oa mod'ře 
"o"*""y roztok ( někoy až. mod'rofialový), který se nř-Í d81š;-přidávání roztoku síra-.. 'u qačne. kalít.Přestaňte. př'dávat a"rgr sír€n a obsah zku-nav$r zahřejte d'o va'u.s';;";* 

''ua"",;-;;*";"J*u," naměčnou.Pod'e koncentrace použÍtých roztoků se reakění směszbawí ze].enavě, žlutavě až ěerveaě.c) Reakce Tollensova

;;n.reakci 
gluko* proveěte podle již dříve uved'eného ná-

úloha 3i12 vzNTÍ sÁCIIARíTU vÁPEwÁrÉrroPracovní postup:
Do větší zkunav$r dejte 1,5-2 cn3 voa.ého roztoku S8-charogy a po ma1ých aio*,"a nriáa"";l" suspenzi. hydroxiduvápenatého ( vápennE mré-io).Po težaj 

-uuoo" 
vápenného mlékasnně sí důk1e dně pro třep"; t 

", """o"l íJ="i.,,,,, ustát . Př idáve J -
:;J"ff#íT:;"ff: ::;ro, 

aotuá 
"" 

-* 
4lokneza&alí.Potom

'n: částÍ-" i"o.'"ět" " Jr;':ffi;x,"#;::]'" J"; na

. ] ff:"ř-ilJ1',;Til*,J:":::--"l*i"";te a pozorujte změ-
b) oo aruhJ zkumavky a";J". i"::;i:iÍ 

""i o,r 
"^3 ethanolupozorujte změrry;

c) Do třetí zkurnav}qy foukejte pipetou vzduch z p1ic 2-3minuty a rovněž pozorujte změr5r.

*:"Ju ;:T: :fil:;j';:J:' roztok sacharátu vápenatého 
,

X.:: r*#i: ;: ""' " 
s e o t 

"" 
r' 

"f ;;ff 
-X"Ji"#'r; 

:'; ff''ffi 
;'-

;; "*x{ť;:##iitj ;': ;"; J::;TJÍ #Jiléi,or.
se rovněž rrysráží. u ze sachar'átu a vznik7ý CaCo,



Úkol 1

2

Vypracujte podrobné schema rozdě1ení sacharidů.

Na přík}adu 1ibo1né aldohexosy a ketohexosy uveěte
všechrry užívané vzoTce sacharidů ( vzorce molekulové
souhrnné,Fischerovy, To.l1ensovy s po1oacetálovo v vaz-
bou,vzorce HaworthoVylvzoTce konformační) a potom u-
d.ej te příklaW D- a l-konf ígur€cí, ep1rnerí1, anomerÍi,
furenosu'pyranosu' žid1íěkové uspořádání o.,. .dříve C1 )

1a ,C4 { aříve 1c).
Na příkladu glukosy nebo jíné hexosy vysvětlete oxi-
daci sacharj.dů na $rse1inu gIukuronovou' g1u.konovou
a cukrovou a vznik glr:kuronidů.

r."?.



Útoha 9

/,
CvTČEllÍ :] BIOCHEIÚrE "/

rJYtr 'rll'ci,-.'' vl a stncst í o rca]lce bí1]tovin

Chenj.kal ie g šinidla: síran ernorrr1i - pevď, de.s1.í] or'a;r.í voda,
řeciěný rcztok CuSo, (o,5%), ře dšn;Í ::o,.;:1.,c1K BaC}.,

+( C ,5Ť'), ře děnj l-o ztolt Fb (N0 \ / ',' :.-r'f
3 ) z 1i-l, ,}- ) , vo crý Io Z-

' to]< f o nna ldehydu, octová ky se1ina , |aí. vo.J;lý ro z-

I
iok lrydr.oxicu sodného, chJ.ornan a1]:a1 ].qir'ho ]..ov:

,1 _na f to1 , kyse1irra dus j.čná kn nc . . sill f 
" n.Ílová ky

selina, a.,"ii"ffiŇ;;;;.;;';;;;;;.;vá l,qyse]-i:

b'se1irrs sírová konc.' nj-niydrin, oc,can o1ovnatý,
n,ťč

' O r':.ťomuci{r a

Poznám}ry:

rnate'r.íáf : plynový ka}ian, zápalky, sy.*r.ové r'e jce, sto jar
na zkurnavk1', 15 zkumavek 

' kádÍnk a 25c c") , tyčin;.
na lníchání, stojan, fj-]trační ná}evka, .reta, kádinl--
1oo CW', filtračrrí kruh, špachti1č]<a 3 nebo ma}é
!žíce ne chemíkaiie, ,f , zzlL Ó o L/z-* q, .u lL.

,/

všech-rry úko1y v tomto 1aboretorním cr'ičení patří
mezi srážecí nebo barevné reakce bílkovin.Jsou t
to reakce citlívé,proto j e třeba 1;oužívat či..téi-
s.k}a,čerstv;ích roztoků činÍd-el a poiržívat ta]ré Ť
d ěqy*.ch roztoků činid.eI,protože při coužrtí ko:rc
trovaďch roztoků jsou zbarvení proi.ujitů špatně i'
nebo vůbec nepozorovatelná.

Po kažó,é reakci nutno zkr:rnavky vym)'t z2 po ližítí
kar.táče Ba zkumav}gr a ne pouze vyplách.nolti.

Běhern všech e>:perimentů používejte desi;ilované vo

Va/olu



Wgg*fuÉ.B'ť T
ěG1. Příprava .o"toxtr bí1kovj-ny va jeČného Jrílku

, Nad kádinkou objemu zso cm3 šd.. rso cm3 destilované vodyopatrně rozbíjeme syrové vejce tar,ábyčhom oddě1i1i bí]ek odŽIoutku" ŽIoutek.přeneseme do čÍsté káaíirky, stačí objem 150cm' a pouŽijeme jej k dalšín zkouškáňl:,Ěiter rozpustíme v ká-dince za níchání tyčinkou. Po dokona1éň.,rozpušténí bíj-ku roz.-tok přefiltrujeme přes chomáček čisté vaty nebo čistý plátěnýhadřík do čisté Erlenmeyerovy baňky objemu kolem 250 cm3. Fi1-trát .budeme pouŽívat ke zkouškám a áalším experimentům.

2' 'NerEaJné'sráŽení bílkoviny tepleni

Do avky dáme 1_2 cnr3 roztoku bílku a za protřeoávánízahříváme - nad plynovým kahanem. Bílkovina se vysráŽí.Pozorujte,zcla zůstane sraŽenina zachována i po ochlazen í roz_toku. Zůstane:li zachována vysvětlete o jaký typ
&

3. Působení neutráIních so'í na roztoky bílkovÍn

x*^-L|:.:.**"'o, s 1,5 "ft""toku '","u"un" oí;" přidejtešpachtličkou po ma'ých dávkách asÍ o,5 9 n"',,.,oio-=,...,., amon-ného. Po kaŽdé dávce sÍranu obsahem zkumavky zvolna, a1edůkladně protřeoeite;sůt ?

-" 
" 
u:: r í r to v ii:'::.ffi:'"ď; T:; :;. : 

" 
I" !i: "lJ" 

""" 
Iiř" 

= 

: 
" 
i : :protřepejte, nechte:chvíIi' ustát, pozorujte a-w='"o"k pozoro-vánÍ zapíšte ao, pro€okolu.

Po zápisu výsled.ku pozorování přidejte do zkumavky asi1 cm3 destilované vody,ol=uh.* . .;;;--;;;;-";J,.]-,. 
znovu

l]^Tli'::."l='"dek pozorování opět zapj.šte do protoko'u.o jaký.proces š1o ?

4. Reakce bílkovin s roztoky soIí těŽkých kovu

. 
Do tří zkunavek dejte po 1,5 "*3 vodného roztoku bÍlkupotom do' : - ..---,----,.' ,,t-.

sráŽení jde



s E*--Ťr6w*-ot J"
prvnÍ zkumavký přidejte někoIik kapek o,5z roztoku CuSoo
druhé zkumavky přidejte něko1ik kapek o,5z roztoku BaC},
třetí zkumavky přidejte několik kapek o,5z roztoku

Pn(No: ) z

, obsahy zkumavek protřepejte a pozorujte. Výsledky pozoro-
vání zapište.Potom do všech zkumavek přidejte po dvou cm3 des_
ti1ované vody a opět prot.řepejte.Rozpustila Se sraŽenina ? Jak
typ srážení proběhl ?

5. Reakce bílkovín s albehydy a karboxylorr..ini kyselinami

Do dvou zkumavek dejte po 1,5 cm3 vodného roztoku bílku
a poton..-dg.pryni- zkuma.vky'. .'.dejte několik kapek vodného ' roztoku
formaldehydu (forma1inu) a do druhé zkumavky stejné mnoŽstvj.

'kyseliny octové.obsahy ekumavek protřepejte,pozorujte a výs_
ledky pozorování zapište. Po zápisu výsIedku pozorování zředte
obsahy zkumavek 2 cm3 .lestÍIoi,ané vody, protřepejte, Zf}oVU pCr_
zorujte a výsle<]ky pozorování. opět zaznanenejte do protoko]u.

Jaký typ sráŽení se ve zkumavkách uskutečniI ?

6. Biuretová reakce bílkovin
i'

Do zkunravky dejte 1,5 "*3 vodnéňo roztoku bíIku nebo jiné
bílkoviny a roztok zalkalizujte přídáním o,s "*3 10* vodného
roztoku NaoH. Srněsí důkladně protřepejte a potom do roztoku
přidejte kapku siIné zředéného vodného roztoku cusoo a znovu
obsahem zkumavky důkladně protřepejte. Pozorujte změny ve zku-
mavce a zaznamenejte výsIedky pozorování.

Reakce se nazývá .biuretová od biuretu,kond'enzačního pro-
duktu dvou rnoIekul močoviny:

Tuto reakci dávají i jiné s1oučeniny.které nrají aspoň dvě
peptidické skupiny -NH_Co_ .K těm patří peptidy od tripeptidů
výše a .samozřejnrě i bíIkoviny.Pozitívní reakci dává i seskupe-

!-
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ní _cs-NH- a ,=CH-.NIi- , histidin

&*f*w**-*p *"f
a arginin.

7. Reakce Sakaguchiho

Bí1koviny poskytují s bromnanem, případně s chlornanem
a aIfa naftolem v alkalickém prostředí červené zbarvenÍ.Reakce
je podnrÍněna přítomností guanídinové s1ožky argínj-nu.

Reakci provedeme tak, Že ke za1kalízovanému vzorku bíIkov1ny
nebo argininu přidáme o,5 "*3 alkoholického roztoku alfa naf_
to1u a nakonec několik kapek roztoku bromnanu. Vznikne malino_
vě.červené zbarvení.

B. Reakce xanthoproteinová

AroňatÍcké amínokyselÍny (tyrozin,tryptofan) dáwají'ý_
raznou reakci s HNo,.Jejich benzenová jádra se nÍtrují a dáva-
jí Žlutě zbarvené nitrosloučeniny.Rovněž většína bílkovin se
pří zahřátí s kyselinou dusičnou barví ŽIutě ( řecky xanthos

ŽIutý). Při pusobení koncentrované kyseliny dusíčné na kůži,
nehty,v1nu a pod. se rovněž oĚjevuje Ž1uté zbarvení.Pusobením

".'a1ka1ií vzniká oranŽově zbarvená sul aci-formy nitrosloučenÍ_
ny.



K 1,5 cm3 vodného
opatrně así 0,5 cm3

sraženina. Po ochla ze.ní
barva změní ze Žluté na

Wť' *€Y .r

roztoku bí1koviny ve zkumavce přidáme

konc.HNo3. Vzniká Žluté zbarvení aŽ

a zaIka1izování 10* roztokem NaoH se
oranŽovou.

9. Pauiiho reakc'e

Tyrosin spoIu S heterocyklickým histídínem je reagující
sloŽkou přj Pauliho reakci.ryto aminokyseliny at volné nebo
jejich zbytky vázané v bílkovinách, poskytr:jí s diazotovanou
kyselinou srjlfanilovou v alkalickém prostředí oranŽově červené
kopulační produkty.

Ve zkumavce si připravíme Pauliho reagens tak,Že smísíme
a?2 cmJ roztoku kyseliny sulfanilové s o,5 ( případně o,2) cm'

roztoku dusitanu a smísíme protřepáním.Do zkumavky dáme l_2

"*3 roztoku vzorku bílkoviny a přidáme asi o,5 cm3 Pauliho či-
nidla a tolik roztol:u NarCoa o koncentraci 3 mol,/dm3,.by reak-
ce byIa zřetelně a.l.ka1ická. v případě přítomnosti uvedených
aminokyseIin nebo jejich zbytku se objeví oranŽově červené
zbarvení.



&g?mm#ďry
';

Adamkieviczova reakce

Do zkumavky nali1eme vzorek bílkoviny,t.j. asi 1 cm3a

přidánetéméřstejnýobjemkyselinyglyoxalové(Adamkiewícz-
ovo činidlo) nebo kyse1iny octové, která téměŽ vŽdy obsahuje

kyse1inu 91yoxalovouí velmi opatně v silně nakloněné zkumavce

podvrstvíme asi 1 cm3 kyseliny sírové koncentrované. Po chvíli

senarozhraníkapalinobjevíčervenofíalovýprstenec.

1].. Reakce nÍnhydrinová

Reakci s ninhydrinem poskytují vŠechny volné aminokyse-

liny a peptidy. Z aminokyselinových zbyt,,

nách reaguje ovšem pouze lysin. Zkoušku provedeme tak.Že ke

vzorku L_2 "*3 bíIkoviny přidánre asi O,3 "*3 roztoku niniiydri_

nu a důkladně povaříme.V poziťivním případé vzníká fialově

modré zbarvění.

10

L2. Reakce Hellerova

Do zkumavky dáme asi 1 cm3 konc.kyseliny-dusičné a potom

pomalu po stěně zkumavky,kterou drŽÍme šikmo opatrně přidáváňe

vod'ňý roztok bí1ku ''tak,aby 
se kapa1iny nesmísily.Na jejich

rozliraní se vytvoří 'bíIý prstenec sražené bílkoviny.

13. Reakce síru v bílkovj.nách

. , . ;. 
'' lr'l: l 

'

Zkoušku na přítomnost síry provedeme následujícím způso-

así 1 cm3 o,5z octanu olovnatélro

a 10? roztoku NaoH.Vytvoří-li se bíIá sraŽenina, přidárne právě

totik roztoku hyd'roxidu, aby se sraŽenina rozpustila.K tomuto

roztoku přiIeje4re několik kapek bíIkovinného roztoku a směs

opatrně.chví1i povaříme. Roztok zhnědne nebo zčerná.

!

na

5
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i YřĚ. ďEffi'
' Cvičení z b1oc}rcrn1e

u,.tJ\-/i b

T Teore.i; ická ilřípr'ava
Bí1]..o viny slo ž ené, lre t e roprc t e iny, p:'o t e :.cy, bí J. l' oviqy ko nj u-
gované

Tato skupina organických sloučenin bioche;iick1' a biolo-
gícky velice význanných patří mezi sloučenirry obsahující d.u-
sík.jsou složen}' z v1astní bílkovi4y,na niž je vázána nebí1-
ko'rírlná s1ožka lt.Z\Ir pTostetická skupína.l.lezi složené bílko-
vilT' patřÍ také fosfoprotei{y,ltteré jsou tvořen;r bílkovinou'
na rlLž je Ťá;án ábýterr }q1seliny HPo2 nebo H'Po,.Jed.nou z nich
je KASEIN,hlavní tÍrtovina m1éta. 

) ) +-

IGseín je přítome;r v kravském mléce v množství asi 35 8
v 1 dmj,tedy así ?,5 %, v mateřském nrléce. je ho kolem 1 % .
V m1éce 9e nachází ve ťormě své rozpustné vápenaté solÍ,ka -
seinanu vápenatého, který se teplem nesráží.Z m1éka se dá vy-
srážet octovou kyse1inou nebo rninerální kyseljrrou.

ll/r1tp

I\.

kasei:ran
vápenatý

lryse1ína kasein + vápenatá
kypeliqy

suJ-

Ihsein je ner'ozpustný. ve vod.ě,a1e rozpouští se roztocích a1-
ke1ických \ydroxidů; Í nad.bytku kyse1iqy se rovněž rozpouští,
proto že obsehuj e'bá.ái.óké-.' skup irty.

i: Pří lrysání nléka..vzrriká v1ívem enzymů. způsobuj'ících kva-
šení. laktosy mléčná $rselina, která způsobí vysráženr, kasienu.

. 'Tuk l:ko většina bílkovin í kaseín má nejmenší rozpustnost
v oko1.í svého Ízoelektríckého bod.u,který je pH = 4,8.Samotné
m1éko má pH 6,6 - 6;9.

Bí1koviry" j ed.noduclré rPTosté, proteiny, ho1oproteíny
Jsou to 1átky složené z mnohe zbytků aminoItarbo:cylových

lgrse1Ín ( moleku1ová hmotnost d.o 1o.ooc přís1uší peptid'ům,nad.
1o"ooo pek bílkovinrím).Patří k njm např. albumín}- a globu1íny.

ÁLBUI!1]Tyobsahu;ívázenédiamínokarboxytrové}iyse1-íqy.Ye
vod.ě jsou :ozpustné.Z7 svých. neutrá1ních roztoků se..něsrážejí.
nasyce-4ýn 1oZ'toker4-Na01 a..sira49.ň.'4oŤqčl11ry'r91."-srážejí S€, ..1..:

síranem amonqým a varem. -a.*, ^ i' 
'



aF.t-' qrh, Jř * tďIbb?w.ď'
Áf btllníny se srážej í. rcvnéí' rttínerá7ními kyse1irramí.

V rnlécc je v rfla.}ám rrno ístv í přitomen d j biuri.n rrt}éčný,

v Ii.c.rpi6 seIu a i burnirg,. 9erové ( :;.. :.iu:..:i.l tllrrir:y ) , rJr oční čo.j-
ce j scr-i 

';i1íton::; l:r';;.'1'al :irry 
' 
í:c ].i 4 j::,, Í !.li. r-'g}.ob:r'ru ; r., a1L'urnirr

;1oh jn, ve vq ječnér:r ž1ot:i}:u 1c i: ] 
.l.-:i:.. 

. t: ,ll.. ječn;; , serne:ieclt
iil-e'.;hu. !-egur,e1ín, v ob'j.].í ]-ct-:!.c.c.].n el 7csi.

''1;31iTrI1iY 
j Í-jou vg r'oció ::{:c]]c3:.i'.stné,ii1e :'ozpouř;těj í se

vlž .r řed'ěn;Íc]: ro.ztocícli soií, zŤ.t:rór,;cb' i;; se iinácir e 10uz..cil.
Z rieutr,í.1t:ích roztoků sc sráii.eií ,:apř. sjranea eiion.ným,irořeč-
nat;í:rr a da1šími eoler:l1 nel.;o va;'.e:n.,...ezí 5J.obuJ.iq; patří nacř.

=-Í5-t'.li1í-.,ý=Ěéffiřa;aléčňe (.iái.ťojloi;i1.íc).;ěi.á1óŤá..(...ďó8ío r.
buliny), fibrinoEen' E]obu1iny ,;z;eč.rlé ( ovog1oi:uiirry), v bram-

borách je tuber'in e pod.

ť .yiai{t]-cť'a casT

Chemíkalie a činidla
řed.ěný roztok síranu měěnatého, 

'-1C 
% vod.ný' roztok hyd.ro-

xid.u sodného,. octová }ýse1ina, }ly sel ir1y c]'r1orovoc'íková, du-. 
síčná, sírová, d.estilcvaná, vod.a, levný ,sír'en amonný, vodný Toz-

tok gorrna1.ae}5rc1u, octan olor'r.:ai;ý, ethanol,Iiii11onovo čÍníd.io,
ne}tond.enzované syrové lrravsi.lé nn1éko, nabotna1á semena }rréciru,

.:.

Pomůcky a materíál
p1átěný hadřík, f iltrační n.ílev]ia, f11tračr:'í }"rrrtr, sto jan na

zkumavky; sad.a zkumavek,1říce na c|reraika1íe, mikropipeta'
pIy.nový kahan, zápalk.y, od.síivecí nálevlra, BÍlcirnerova baňta,
íj.ltra ční papír,nůžky,kídin!:a tr?? 3y,

).,'- tyčÍnka (. sltIeněná)
železná sířta s azbeétcvou v]-ožkou , /q, i?b/n,(-k , /l lyr',

o cfrn ř, yq, , o k,.,1.
Úilor, 1o.1 l

rso1ace kaseinu z m1élta

Pracovní postup
. Do ltád.irrJty cejte asi 1oo 

"*J'=y"ového 
niléka,zahŤejte

je na tep1otu ito.lern 4aoC a ze míc,::.ání pomelu přídávejte
octovou kyselÍnu nebo lryssJ.j.rru,llnerální) .Běhen přidávání

_----- mile sé._!J.sraží yesein,přestalte příd.iv_qt--kýse1i:r]].a Yy - '_- '_- -_!Y _-, ., '-..Y ... dsávací baňce: a..nebo 'srážen}' kaseín od'fí}trujte L'ud' na o 
'.. '
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i:'].] t ii.l l-::lÍ i,..;i:,ír g.3 :.:.::,i.r)

i: i.111;:.a:<:e j. i-,a r:,:..íi,e :.li:,c

.l'c;elic e rkaselr;
::o b:::.1:.r pr.c.;.r:y tí

,p;-"iie;te asi 5

v dalěí .f .!zi pcs::tui'u:jte tokto : ze zkurnavky s iobře přo_třapanou SLlS1.;6113j keceinu.,', desti].ované vodě odeber.te esi i
"'3 d.o de].ší zkwnavky,po kap}:ácii př.idávejte 5-1a 7J r,odqÍ :oz-tok ]tIaCI{ a vřdy dobr:e :'i'otřepe;tu,]iasei
Por.ozpuštění ]:ec einu o;;ě,; ocie be rte a s j. i :;,.::;.ff'l],jj;-;zkumar'ky a přtaávejte po ;ni}lroilapltách*sirrrě zředěného ro ztc1<u.síranu rriěčnatého.Rozto}: se nocro- až červenofie1ově zbarr,ícůkaz přítomnosti bíIkovíny.

Do 
.zbytjtu 

zalkaf izovalrého roztoku kaseinu přidávejte poma13íg5 .kapkách kyselirry. c}rlorcvoaíkové.Postupujte 
o;:a trně l PIo-tože ve zkurnavce bude pr'obíhet neutralj.zace,bud.e se uvolňol,atteplo,a obsah zkunar,kJ by moir} lxrstřiknout d'o očí !Sraženina sebude opět vytviířet . 

u --*Á!..v

Út<cr 1o.2 
...Da].ší útory provádějte s fÍltrátem získaným po od.dělení kasei-l1u.

Roztok fíltrátu býr,á bezbarvý,někd.y až nazelerralý - tc jeje závislé na tom, ja}:;ln krmivem 
"" uo,i dobytek..bsahuje.ve T/o-. d.ě r.czpustné bílkovir:y,zejména nréčď albumj.ra,který 1ze dokázatřad.ou reakcí. :

Ze zktirnav|y s íiltrátenr ooebírejte.asi po 1 cm3 roztokuvžqy d'o nbvé zkurnavk;r a proveňie ,.a"i"iq'"'"'u"ouu" - rea]ice.a) sráženÍ.r,od.t,.';'..ro"".,t.o-';;.f ÁqhrrÁr'^ i r^ I " ;a) t).rlt z(httn r;atdn7'a 7vz#/c.n [rrb+ /r/"17./att

€P*
přes p.1átčn;i -lj.:i,l'' 

',,:,, 
t.; r

rs l]o 11í, pro t'-i''., 
" a.i,o Pb'":,

L ] a ].l r: r r.c b í i: ii 1' 6i;.i1 .) l.., l: . '.

Til t:.át L:'.1(; j.() r,,.:"; t c
ne bo z jra r.iří]tu. :;c r] i'c j _
vodou přeneste cir.l čis:,;cí
r'ancl voti'y e prctř'e1.,E.,)te.

z Ílftll'l l'
d ec'; ilorta rrc u

"tJ ie,.,.t il o-

'. d.) reakcÍ biuretÓvou ( L,,i,, ,p 
^J 

u2Íí )eJ reakcí xantoproteínovoun ^---'
T] sr.ážeriÍ rozto]tem so]i těžkého kovu . "ť

, .uš".hog pozorování pod'robně zapište do protoko1u.

:- ;t 4{

í



* &o Wrť*ur'ry g,
Úl;or 1 o.3

iteajlce 1cCi:::ú:.:l: zc ieíí:Úl.j ]:r.t;chu seií}io
Iič}.:o1lk 2€ť'r:I., i:=-.i,':iltl ( :rl:'i'o čoč}ly) ::ec}rejte .',.:] .:..ei'.'i).' vocč
doilor:a1e nó !o!nt,i,.Jctc,,:,i rró.l,:o].i;t ,9eií.e íi dr:ji e .:.) z1r:c-i ,.')'.:;!'..3,

e .9 a..:i 3 cm, cic.,ui]-cv..l..;ti vocý dobře To7'e'(,.:ete.],otor:i i;ono-
genát ci*; te io ]-:-f e n.:.jal erovJ tail;y ]:terou vza-;Ťea'r: ;:l ne cY,c j.
n6 třepgčce cei 1C r::inut třepat,aby se naxj;.:í..l.:ě;;1tť-rova1y
rozpqptné bí.r !:or'iny.

Fo pr.oiře.:í:rí pr.or'ě ěte f í].traci i;řes p1i.itěl1. iiaiŤík;
tuhé zbyrtL;y 'ry!.c.íte cc odpedu a s '.iItrátem, kte i;Í ci,sc}:rrj e
bí'].l.:otinu 1e Eiunin pr.oveč te reakce na bíf iror,írry - viz úliot= '=' " 1'o'.'z' .

V;ÍsledJiy srovnejet s výs1ed.ky reakcí kaseinu.

: a,'.' .
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r:,'ÍIČb!:l,, ;; jjiŮCHi.Í\,]lE ? 3 7. tlF/
Ú1oha 9 ,)'i,.i'l::,' :' v].l,:;l,nc:ti ll r:ca]lcc bl .] ]lov jn 

, d,?

Cherr jka1ic :- l;inr.l}a: :]'.á,;'' i': l'lcr.r11í pevď,i].es1, i),cl,l:li,,: voda,

i 
" 
: : ii,,,,iZii; .. 

. 

; : t 
" 
l. ; í';i á . í ;, ; ::,, ;.,,',::,;,.l 

" 
l 
j,.

to]l Ionna1oe}ry..1Lr,octov:í t,y"á1i,'u, iC,,. .''od:l;l -.o,,'

iok irJ dr"or j.cu so dnóho, ChJ.ornan a] i;e i j c":i,i'.o ]lov
F"|4vl" .1 

-na f to1, kyseli na dusičná konc . , 5U.'L 
'..' fi.,'.á k;,

nÚj. 3c] Ina , ousr tan!l!dnÝ. Na^Co cl rr^.'.. l '' '.:rj-UuJ\} r ]'lil 2vUJ lglJ,o )iÍ:!,''\.2 l;;'.scJ .i

h.se1ine sírová ]ronc.,níni1yerirr, octan oJ ovnat1í,

Pornůciqy a rnater.iá1: plyrrový kaiian, zápa1ky, S}|oV.
na zkLr,.navk;', 15 zil'r;:nevek, kádínka 21:
ns lníchání, sto jan, f if tra šní ná}ev!:a ,?
1 00 Cfr' , f iItra člii kruh, špa cht í1č]lc
I Z].Ce r:h om í lro'l .l o l., ,. ',* .varslll l-^q -: 4c

Poznámky:

,

11ů

všechny úko1y v tomto laboretorníni cr,j čení pa.Lř:í
mezi srážecí nebo barevné reakce bí]].lcvjn.']-qou l.
to reakce cit1ivé,proto je třeba použí.la.. člslé:.
s}cIa, čerstv;ích roztoků činid'e1 a poili í,,.z'' .-a]:é

d ě.ay*ch roztoků činidel,protože př. :.clž.;í .:c:.'
trovanýcir roztoků j sou zbarvení pr-odu.rů šp: tně
nebo vůbec nepozorovatelná.

Po každé realtci nutno zkrrrnavky rn,.t)Ít ,.,':) 1lo r.iž ití
kartáče rla zkumav}gr a ne pouze r,yp1 :c]lno iti .

Běhenr všech e;lperimentů používejte de:.l; i1ované \:
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Příprava roztoku bÍlkovirry va]ečného 'bílku

.Nad kár]jnkou objemu 25o "*3 šd. rso "*3 destilované vody
opatrně rozbi i eme syrové ve j ce tak ,]abychom odděli 1i b .1e}.. od
Žloutku. Žloutek přeneseme do čisté kádinky, stačí objem 15O?cm" a pouŽi jeme lel k cta}ším zkouškáň.:,Ěítex rozpust-íme v k.i_
dince za míchánÍ tyčinkou. Po dokona1ém..rozpuŠtění bí1ku roz..
tok přefi}trujeme pŤes chomáček čisté vaty nebo Čistý pirtěnÝ
hadřík do čist.é Erlenneyerovy baňky objemu kolem 25o "^3" I,í]-
trát budeme pouŽíva.|' ke zkouškám a áa1ším experÍmentům.

2.,Nevratné sráŽerrí-bílkoviny teplem=-.

Do zkumavky dáme 1-2 cm3 roztoku bílku a za protřepá..rání
zahřívárne nad plynovým kahanem. Bílkovina se vysraž:í.
Pozorujte,zcia zťlstane sraŽenj.na zachována i po ochlazer-i í roz.
toku. Zůstane:-li zachována vysvětlete o jaký typ srá Žení .idc.

Působení neutrá.lních solí na roztoky bílkovin

Do zkumavky S 1,5 "*3 roztoku vaječného bíIku přide;te
špachtličkou po malých dávkách asi o ,5 g,pevného =í...,,, amon-
ného. Po kaŽdé dávce sÍranu obsahem zkumavky zvo]-na, ale
důkladně protřepeJtg.sul př1dávejte tak dlouho, dokud se ne-
začne bíIkovina srá€t. Potom přidejte ještě jednu dávku soli,protřepejte, nechte chvíti ustát, pozorujte a výs1edek pozoro-
vání zapÍšte oo proětkolu.

Po zápisu výsledku pozorování přidejte do zkumavky asi
1 cm3 destilované vody,obsahem opět protřepejte a Znovu
pozorujte.Výsledek pozorování opět zapište do protokolu.o ]akyproces š1o ?

4. Reakce bílkovin s roztoky so1í těŽkých kovu

Do tří zkumavek dejte po
a potom do

1,5 "*3 vodného roztoku bílku



--------_l

první zkumavky přidejte něko1ik kapek o,5z roztoku CuSoo
druhé zkumavky přidejte několik kapek o,52 rozt.oku BaCJ,
třetí zkumavky při de j t-e někotik kapek o ,5>o roztokr't

Pb(No3)2
obsahy zkuntavek protřepejte a pozorujte. Výs1edky poZoro-

1ání zapište.Potom do všech zkumavek přídejte po dvou .*3 des-
tilované vody a opět pr.otřepejte.Rozpustila se sraŽenina ? Jak
typ srážení proběh} ?

o), Reakce bílkovin s aldehydy a karboxylov-ýni kyse}inarni

Do dvou zkumavek de j te pr; 1,5 .,n3 vodného roztoku bílku
a potom do první.'zkumavky deite několík kapek vodného roztoku
formaldehydu (forma1in;) a .Jo druhé zkumavky stejné mnoŽstv'í
kyseliny octové.obsah1,, zkuma..rek protřepejte,pozorujte a výs-
1edky pozorování zapište.Po zápisu výsledku pozorování zředte
obsahy zkumavek 2 cm3 ,lestj.}o',ané vody, protřepejte; Znovu p(.'-.

zorujte a výsledky pozorování opět zaznamenejte do protokoIu.
Jaký typ sráŽení se ve zkumavkách uskutečrriI ?

Biuretová reakce bílkovin
l'

Do zkumavky dejte 1,5 "*3 vodného roztoku bílku nebo jiné
)'

bílkovÍny a roztok zalkaIizujte přídáním 0,5 "*3 10? vociného
roztoku NaoH. Směsí důkladně protřepejte a potom do. rozt-.oku
přidejte kapku sÍtně zředěného vodného roztoku CuSOo a znovu
obsahem zkumavky důkladně protřepejte. Pozorujte změny ve zku-
mavce a zaznamenejte výsledky pozorování.

Reakce se nazývá biuretová od biuretu,kondenzačníhc.' rJro_
duktu dvou molekul močovinv:

Tuto reakci. dávají i jiné sloučeniny,které mají aspoň dvě
peptid1cké skupiny _NH-CO- . K těm patří peptidy od tripeptidů
výŠe a samozřejmě i bílkoviny.Pozitivní reakci dává i seskupe-

!.



ní _CS-NH_ a -CIi_ Nti- , histidin a arginin

7. Reakce Sakaquchiho

Bítkoviny poskytují s bronnanem, případně s ch}ornanem

a alfa naftolem v alka11ckém prostředí červené zbarvení.Reakce
je podmíněna přítomností guanid.rnové složky argininu.

Reakci provedeme tak, Že ke zalkalizovanému vzorku b:.Ikoviny
nebo argíninu přidáme o,5 "*3 alkoholického roztoku aIfa naf-
to1u a nakonec někoIik kapek roztoku bromnanu. Vznikne ma1ino*

vě červené zbarvení.

a) .. Reakce xanthoproteinová
J

Aromatické aminokyseliny (tyrozÍn,tryptofan) dávají vý_

raznou reakci s HNo3.Jejich benzenová jádra se nítrují a dáva-
jí žIutě zbarvené nitrosloučeniny.Rovněž většina bílkovin se

při zahřátí S kyselinou dusičnou barví ŽIutě ( řecky xanthos
ŽIutý). Při pusobení koncentrované kyseliny dusÍčné na kůŽi,

nehty,vInu a pod. Se rovněŽ objevuje Žluté zbarvení.PusobenÍm
alkalií vzniká oranžově zbarvená sul aci-formy nitroslouČetri-
ny.



K 1 ,5 cm3 vodného roztoku bílkoviny Ve zkumavce přidáme

opatrně asi 0,5 cm3 konc.HNo3. Vzniká Ž1uté zbarvení až

sraŽenina. Po ochlazení a za1ka].izování 109" roztokem NaoH se

barva změní Ze Žluté na oranŽovou.

PauiÍho reakce

Tyrosin spoly s heterocyklickýn h1stidinenr le reagu]lc1
s1oŽkou přj Pau}iho reakci.Tyto aminokyseliny ať. volné nebo

jejich zbyrky vázané v bílkovinách, poskytr': j í s ciazotovanou
kyse.].inou sú l fanilorlou v alka1ickérn prostředí. orariŽově červené
kopu1ační produkty.

ve zkumavce si připravíme Pau1ího reagens tak, Že smísírne

2 cm3 roztoku kyseliny sulfanj-1ové S 0,5 ( případně o,2) .*3
roztoku dusitanu a smísíme protřepáním.Do zkumavky dáme l_2

2

"*3 roztoku vzorku bílkoviny a přidáme asi 0,5 cmJ Pauliho či-
a

nidla a tolik roztol-.u Na2CO3 o koncentraci 3 mol,/dm',abY reak-
ce byla zřete}ně a].kalická. V případě přítomnosti uvedených

amínokyse}in nebo jejich zbytku se objeví oranŽové červené
zbarvení.



Adamkiewiczova reakce

Do zkumavky na1ijeme vzorek bÍ1koviny,t.). asi 1 .*3.
přidáme téměř stejný objem kyseliny glyoxa}ové (Adamkiewicz_
ovo čÍnidIo) nebo kyse1iny octové, která téměž vždy obsahuje
kyselinu glyoxaIovou, ve1mí opatně v sÍ1ně nakloněné zkumavce
podvrstvíme asi 1 "*3 kyseIiny sÍrové koncentrované. Po chví1i
se na rozhraní kapa1in objeví červenofialový prstenec.

11. Reakce nÍnhydrinová

t0

Rea kc i
liny a peptidy
nách reaguje
vzorku I-2 .*3
nu a důktadně
modré zbarvení

s ninhydrin.em poskytují všechny voIné aminokyse-
. z aminokyselinových zbytků vázaných v bí1kovi_
ovšem pouze lysin. Zkoušku provedeme tak,Že ke
bílkoviny přidáme aSi 0,3 ..3 roztoku ninhydri_
povaříme.V pozitivnÍnr případě vzniká fia]ově

L)rr. Reakce Hetrerova
,/

Do zkumavky dáme asi 1 cm3 konc.kyseliny dusičné a potom
pomalu po stěně zkumavky,kterou drŽínre šiknro opatrně přidáváme
vodný roztok bílku tak,aby se kapa1iny nesrnísily.Na jejich
rozhraní se vytvoří bírý prstenec sraŽené bíIkovinv.

13. Reakce na síru v bílkovínách

Zkoušku na přítomnost síry provedeme následujÍcím způso-
bem. Do zkumavky rlalejeme asi 1 cm3 o,5z octanu o].ovnatého
a 10z roztoku NaoH.Vytvoří_li se bí1á sraŽenina, přidáme právě
toIik roztoku hydroxidu, aby se sraŽenina rozpusti]a.K tomuto
roztoku přÍ1ejeme někoIik kapek bí}kovínného roztoku a směs
opatrně chví}i povaříme. Roztok zhnědne nebo zčerná.


