BILKOVINY A AMINOKYSELINY

Bilkoviny, odborné¢ proteiny, jsou zakladem vSech zndmych organismi, kde plni
funkce stavebni (kolagen, keratin, elastin), transportni (hemoglobin), katalytické (enzymy,
hormony), ochranné a obranné (imunoglobin, fibrin, fibrinogen), pohybové (aktin, myosin).
Zakladni stavebni ¢astici bilkovin jsou aminokyseliny. Nékteré aminokyseliny je schopné télo
vyrabét samo, jiné musi pfijimat v potravé (tzv. esencidlni aminokyseliny). V bilkovinach
jsou aminokyseliny vzdjemné vazany aminoskupinami —NH; a karboxylovymi skupinami —
COOH amidovou vazbou -NH—CO-, ktera se nazyva peptidova vazba.
kvartérni strukturu bilkovinovych fetézc.

Primarni struktura — poradi aminokyselin v fetézci proteinu oznacujeme jako
primarni strukturu. Primarni struktura udava chemické vlastnosti bilkoviny.

Sekundarni struktura — je geometrické usporadani polypeptidového fetézce mezi
nekolika po sob¢ jdoucimi aminokyselinami. Primérni struktury jsou uspotadany do tzv. alfa
Sroubovice (a-helix), sklddaného listu (B-sheet), neuspotadanych struktura (random coil).

Terciarni struktura — pojmem se oznacCuje trojrozmérné uspotradani celého
peptidového fetézce. Je tvorena stiidanim sekundarnich struktur. Podle tvaru a vlastnosti
rozliSujeme strukturu ve vod¢ rozpustnou globularni s tvarem klubka a fibrilarni (myosin)
vléknitou ve vod¢ nerozpustnou. Cela struktura je stabilizovana kovalentnimi vazbami.

Kvartérni struktura — feSi prostorové uspotradani bilkovin. Takovéto uspotadani

vykazuji jen slozitéjsi komplexy bilkovin.
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Obrazek 1: struktura bilkovin — A) primarni; B) sekundarni; C) terciarni; D) kvarterni



Uloha é. 5: DUKAZ BILKOVIN/AMINOKYSELIN

A. BIURETOVA REAKCE

Princip

Biuretovd reakce je reakce, pii niz se dokazuje bilkovina pomoci smési roztokl
hydroxidu sodného NaOH a siranu médnatého CuSO,. Bilkovina se pifi dikazu zbarvi
modrofialové. Biuretovou reakci dokazujeme peptidové —NH—-CO- vazby, kterymi se
aminokyseliny vzajemné vazou. V alkalickém prostiedi dochézi kreakci mezi Cu®" a
peptidovou vazbou za vzniku komplexu Cu®" a bilkoviny. Vzniké charakteristicky barevny —
fialovy komplex — biuret H;N—CO-NH-CO-NH5,.
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Vzorek
Vajecny bilek, mléko, jogurt,...
Pomicky
Zkumavky, stojan na zkumavky
Chemikalie
0,1 mol-I"! NaOH, 0,05 mol-1™! CuSO; . 5H,0 (Fehlingovo ¢inidlo I)
Postup
1. Vajecny bilek zied'te vodou v poméru 1:2 (bilek : voda), dikladné¢ promichejte a
filtrujte pfes smotek vaty v nélevce. Na Petriho misku nebo do zkumavky dejte dalsi
druhy vzorkd.
2. K 1 ml bilkového filtratu ve zkumavce piidejte 1 ml NaOH a 1 ml CuSOy . 5H,0.
3. Pozorujte vznik modrofialové zbarveni — biuretovou reakci.
Zavér:
4. Do protokolu uved’te pozorovani.



B. XANTOPROTEINOVA REAKCE
Princip
Principem xantoproteinové reakce je nitrace aromatickych ¢asti aminokyselin, napf.
tyrosin, tryptofan. K nitraci postacuje napt. HNO;. Pozitivni reakce se projevi vznikem
zlutého zbarventi, které je zptisobeno vznikajicimi nitroslou¢eninami
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Pozitivni reakci poskytuje 1 kolagen, ackoli nema aromatické aminokyseliny.
Pomiicky:
Zkumavky, drzdk na zkumavky, kahan
Chemikalie:
HNO; koncentrovana, 20% NaOH
Vzorek:

vajecny bilek, mléko, jogurt,...
Pracovni postup:

1. Vajecny bilek zied'te vodou v poméru 1:2 (bilek : voda), dikladn¢ promichejte a
filtrujte pfes smotek vaty v nélevce. Na Petriho misku nebo do zkumavky dejte dalsi
druhy vzorkd.

2. Ke 2 ml bilkového filtratu ¢i jiného vzorku piidejte 1 ml HNOj; a opatrné zahiivejte na
vodni 1azni nebo nad kahanem do vzniku zluté sraZeniny.

3. Ke srazenin¢ opatrné ptidejte zrnko NaOH, kdy nejprve dochazi k neutraliza¢ni reakci
mezi HNO3; a NaOH.

4. Pfinadbytku NaOH pozorujte vznik oranzového xantoproteinu.

Zavér:
Do protokolu uved’te pozorovani.



C. DUKAZ SIRNYCH AMINOKYSELIN
Princip
Sirné aminokyseliny (cystein) pisobenim zéasad uvoliuji za tepla sulfan H,S. sulfan
lze dokdzat pomoci octanu olovnatého ¢i jiné rozpustné olovnaté soli za vzniku cerného
sulfidu olovnatého
Pomiicky:
Zkumavky, stojan na zkumavky, drzak na zkumavky, kahan
Chemikalie:
Ztedény (CH3COO),Pb, zfedény NaOH,
Vzorek:
Roztok vaje¢ného bilku
Pracovni postup:
1. Do zkumavky nalijte 2 ml (CH3;COO),Pb.

2. Pfidavejte roztok NaOH az do rozpusténi srazeniny.
3. Nasledné ptidejte 2 ml roztoku vajecného bilku a obsah zkumavky promichejte.
4. Zkumavku zahtejte nad kahanem
5. Sledujte vyvoj ¢erné srazeniny sulfidu olovnatého
Zavér:

Do protokolu uved'te pozorovani.



D. DUKAZ KASEINU A LAKTOSY V MLECE

Princip

Mléko obsahuje 5 % laktosy (mlécny cukr), 4 % bilkovin, 5 % tuku a 88 % vody. Z
bilkovin mé nejvétsi zastoupeni (80 %) kasein, ktery patii mezi fosfoproteiny. Kasein je
termostabilni — zvySenim teploty se nesrazi. Dale jsou z bilkovin v mléce obsaZeny
syrovatkové bilkoviny (laktalbumin, laktoglobulin, sérovy albumin). Syrovatkové proteiny se
nachazi v mlé¢ném séru po vysrdzeni kaseinu. Tyto syrovatkové proteiny podléhaji denaturaci
nad 60 °C. Pii zahtivani mléka k varu dochdzi k denaturaci syrovatkovych proteint (tedy
laktalbuminu, laktoglobulinu, sérového albuminu) — tuto denaturaci lze pozorovat jako vznik
Skraloupu na hladin€. Pfidanim octa nebo ziedéné kyseliny chlorovodikové k vychladlému
mléku dochazi k vysrdzeni kaseinu (fosfoprotein). Kasein se v mléce shlukuje do micel, na
jejichz povrchu jsou vazany ionty a hydrofilni sérové bilkoviny, které chrani vnitini
hydrofobni obsah. Snizovanim pH dochazi k porusovani povrchovych struktur kaseinovych
micel, tim dochazi k uvolnéni kaseinu a jeho denaturaci. Takto uvolnény kasein jiz neni
rozpustny, a proto tvoii srazeninu. Tento typ srdzeni je vratny — neutralizaci mléka dojde k
opétovnému rozpusténi kaseinu. Tohoto kyselého sraZeni kaseinu se vyuziva pii vyrobé
jogurtli nebo tvarohil. V potravinarstvi slouzi ke kyselému srazeni kaseinu bakterie mlééného
kvaSeni, které produkuji kyselinu mlécnou. Filtraci dochazi k oddéleni vysrazeného kaseinu.
Ve filtratu 1ze néasledné dokézat piitomnost laktosy — mlééného cukru. Laktosa patii mezi
disacharidy a obsahuje galaktosu a glukosu. Systematicky nézev zni B-D-galaktopyranosyl-
(1—4)-B-D-glukopyranosa. Laktosa obsahuje glykosidickou vazbu mezi 1. uhlikem galaktosy
a 4. uhlikem glukosy. Na glukose je tedy volnd hydroxylovéa skupina na 1. uhliku — tzv.
poloacetalovy hydroxyl. Mtze tedy dochéazet k oxidaci na tomto uhliku, a tudiz laktosa patfii
mezi redukujici sacharidy. Laktosa se tedy oxiduje (presn€ji 1. uhlik glukosy),
Cu2+ (obsazené ve Fehlingové ¢inidle) se redukuji na oranzovou srazeninu oxidu méd’ného.
Po pfikapnuti Fehlingova c¢inidla ke srazenin¢ kaseinu lze pozorovat tvorbu fialového
zbarveni. Dochézi k reakci mezi Cu2+ a peptidovou vazbou —CO-NH- za vzniku komplexu
Cu2+ a dané bilkoviny. Vznikly komplex je barevny — fialovy. V mléce 1ze tedy dokézat 3
slozky — syrovatkové bilkoviny, které denaturuji pti teplot€¢ nad 60 °C (Skraloup). Dale lze
dokazat kasein kyselym srazenim (pomoci octa nebo ziedéné HCIl) a nasledné¢ pomoci
Fehlingova ¢inidla. Provedenim Biuretové reakce lze dokdzat pfitomnost peptidové vazby
(fialové zbarveni). Laktosu pfitomnou ve filtratu Ize dokazat pomoci Fehlingova cinidla —
laktosa je redukujici disacharid, a proto redukuje Cu2+na oranzovou sraZeninu oxidu
meédného.
Pomiicky:

Petriho misky, vodni lazen
Chemikalie:

ocet nebo zi. HCI, Fehlingovo ¢inidlo (Fehlingovo ¢inidlo I — roztok CuSO4-5H20;
Fehlingovo ¢inidlo II — vinan sodno-draselny (Seignettova stl), NaOH),
Vzorek:

Mliéko



Pracovni postup:

1.

Zavér:

Do kadinky nalijte 50 ml mléka a opatrné zahiejte k varu. Obsah kadinky nechte
vychladnout.

Po vychladnuti odeberte z povrchu Skraloup a k pfevarenému mléku ptidejte cca 15 ml
octa ¢i 5 ml zfedéné kyseliny chlorovodikové. Vznikd sraZzenina

Obsah kadinky zamichejte ty¢inkou a zfiltrujte jej.

Prefiltrovanim této srazeniny ziskavame bezbarvy filtrat, na filtranim papife se
zachyti bila srazenina.

Cast srazeniny zachycené na filtraénim papiie preneste na Petriho misku a pfikapejte
par kapek Fehlingova ¢inidla. Po nakapani Fehlingova ¢inidla na Cast srazeniny
zachycené na filtru se objevi fialové zbarveni.

Odeberte 5 ml filtratu do zkumavky a pfidejte k nému 5 ml Fehlingova ¢inidla.
Zkumavku ponoite do vodni 14zné nebo ji zahiejte nad kahanem.

Pii zahiivani zkumavky obsahujici bezbarvy filtrat a Fehlingovo ¢inidlo Ize pozorovat
vznik oranzové srazeniny. Po nakapani Fehlingova Ccinidla na ¢ast srazeniny
zachycené na filtru se objevi fialové zbarveni.

Do protokolu uved'te pozorovani.



Uloha ¢. 6: KYSELA HYDROLYZA BiLKOVIN

(denaturace kolagenu na klih)

Kolagen je slozitd bilkovina, tvofici cca. 25 — 30 % hmotnosti kosti a cca. 36 %
hmotnosti ktizi. Kosti a klize jsou tedy hlavni suroviny pro vyrobu klihli a zelatin, coz jsou
v obou piipadech denaturovany kolagen. Zelatina mé vice zachovanu molekulovou hmotnost
Cistotu.

V obou piipadech je prvnim krokem vyroby vyluhovani mirné denaturovaného
kolagenu z kosti ¢i kiizi v mirn€ alkalickém prosttedi (pH cca. 10) na tzv. glutinovy roztok.

Protoze je tento technologicky krok casové narocny, vyjdeme z primysloveé
vyrobeného kolagenu.

Pomiicky:

varna baiika 250 ml, zpétny chladi¢, michadlo, pipeta, odmérny valec 100 ml, olejova

lazen s regulaci teploty lazné, Petriho misky, univerzalni indikatorovy papirek
Vzorky:

pramyslove vyrobeny kolagen
Chemikalie:

Koncentrovana H,SO4, 2 M NaOH, 2 M H,SOq4
Pracovni postup:

1. Ve varné bance ptipravte suspenzi 5 g primyslového kolagenu ve 150 ml vody.
K suspenzi ptidejte 5 kapek koncentrované H,SOy.
Za stalého michani zahtivejte 30 min.

Rl

Obsah v baiice nechte vychladnout na laboratorni teplotu a zneutralizujte 2 M NaOH,
kontrolujte indikatorovym pH papirkem.

Do Petriho misky odeberte 10 ml vychladlého vzorku.

Vznikne tzv. klihova galerta, podobna rosolu.

Pokud rosol nevznikne, vlozte roztok do rota¢ni vakuové odparky a zakoncentrujte.

Po zmenSeni objemu o cca. tfetinu zkuste znovu vytvofit tzv. klihovou galertu.
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Postup opakujte s tim rozdilem, ze misto H,SO,4 ptidejte 10 ml 2 M NaOH a po reakci
neutralizujte 2 M H,SOs.
Zavér: Pomoci sklenéné tyCinky ovéite viskozitu produktu.



