A.STANOVENI VOLNYCH AMINOKYSELIN

Pomiicky:

spektrofotometr, délené pipety 1 ml a 5 ml, vafi¢, kddinka 500 ml, zkumavka se

zéatkou (10x), ndlevka malé (10x), odmérna batka

Chemikalie:

96 % ethanol, fosfatovy tlumivy roztok (pH = 7,2), roztok ninhydrinu, roztok

komplexonu II1, roztok alaninu

Roztok ninhydrinu (Cerstvé ptipraveny): do 50 ml odmémné baiky navazte 0,2 g

ninhydrinu, rozpust'te ve 30 ml ethanolu, ptikapnéte 0,4 ml CH;COOH a dopliite po

rysku ethanolem.

Roztok alaninu: na analytickych vahéach navazte 1,5 g alaninu (zaznamenejte piesnou

navazku). Navéazku kvantitativné prevedte do 250 ml odmérné baiky, rozpustte

v destilované vodé, doplnte po rysku a promichejte.

Vzorek:

dZus Toma Relax pomeran¢ (deklarovany obsah bilkovin cca 0,6%)

Pracovni postup:

1. Kalibraéni kiivka alaninu:

a. Do 6 zkumavek se zatkou pipetujte 2 — 3 — 4 — 5 — 6 — 7 ml roztoku alaninu a
doplite destilovanou vodou vzdy na objem 8 ml.

b. Pfidejte 3 ml fosfatového tlumivého roztoku a 1 ml ninhydrinového ¢inidla do
kazdé zkumavky.

c. Obsah zkumavek promichejte, do hrdla zkumavek vlozte malé¢ nalevky a
vSechny zkumavky ponoite na 10 min do vrouci vodni lazné.

d. Zkumavky opatrn¢ vyjméte a ochlad’te ponofenim do kadinky s ledovou
vodou.

e. Do kazdého vzorku ptidejte 0,1 ml roztoku komplexonu III, 5 ml ethanolu a
dobte promichejte.

f. Do 100 ml odmérnych ban¢k z kazdé zkumavky postupné odeberte pipetou 1,0
ml temn¢ modre zabarvené¢ho vzorku a destilovanou vodou dopliite po rysku.

g. Zm¢éite absorbanci na spektrofotometru pii vinové délce 570 nm oproti
slepému vzorku.

2. Vzorek:

a. Do zkumavky odpipetujte 3 ml dzusu a 5 ml destilované vody, pfidejte 3 ml
fosfatového tlumivého roztoku a 1 ml ninhydrinového roztoku, promichejte.

b. Do hrdla zkumavky vlozte malou nalevku a celou zkumavku ponoite na 10
min do vrouci vodni lazné. Obsah zkumavky ochlad’te v l1azni s ledovou
vodou.

c. Ke vzorku piidejte 0,1 ml roztoku komplexonu III a 5 ml ethanolu. Dobie

promichejte.



d. Do 100 ml odmérné banky odeberte 1 ml vzorku a destilovanou vodou dopliite
po rysku.

e. Zméite absorbanci na spektrofotometru pii vlnové délce 570 nm oproti
slepému pokusu.

3. Slepy pokus:

a. Pripravu slepého vzorku provedte stejné jako ptipravu vzorku realného, pouze
v bod¢ 1, misto 3 ml dzusu a 5 ml destilované vody, pipetujte do zkumavky
pouze 8 ml destilované vody.

Vyhodnoceni a zavér:
Obsah aminokyselin (mg.I"") ve vzorku vypoététe podle vztahu:

m, r

1000

Wy =

kde  m,=mnozstvi alaninu odectené z kalibra¢ni kiivky v mg,
r = stupen zfedéni,
V' = objem vzorku pipetovany na stanoveni v ml.
Jako vysledek uvedte graf zavislosti absorbance na koncentraci alaninu pii vinové
délce 570 nm (kalibra¢ni kifivku) s vyznacenym bodem odpovidajicim namétené
hodnot¢ redlného vzorku. Uved’te, kolik mg aminokyselin je ptfitomno v 1 1 dzusu,
porovnejte s hodnotou na obalu vyrobku.



