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Pracovni list slouZi v prvni fadé jako navod pro ¢innost
Zakl v laboratornim cvieni. Dale Zaci vyuZiji pracovni
list pro vypracovani protokolu z laboratorniho cviceni.
V zavéru protokolu Zaci odpovédi na otazky, které jsou
uvedené v pracovnim listu. Protokol odevzdaji ugiteli
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Metodické poznamky:

Dukaz tryptofanu neni prikazny. Je vhodné provést
dikaz demonstra¢né a pouzit anhydrid kyseliny octové
a koncentrovanou kyselinu sirovou.
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Téma: Reakce aminokyselin a bilkovin

Princip ulohy:

K dikazu volnych nebo vazanych aminokyselin (a-aminokyselin) se pouzivaji nejcastéji
barevné reakce. Peptidovou vazbu v bilkovinach Ize dokazat biuretovou reakci. Pfitomnost
globularnich nebo fibrilarnich bilkovin se maze zjistit jejich vylu¢ovanim z roztoku, které je
vratné (kratkodobé zvySeni obsahu chloridu sodného, siranu sodného) nebo nevratné (vliv
soli téZkych kovd, silnych kyselin, varu).

1. Biuretova reakce bilkovin a mo ¢€oviny

Postup:
a) Do zkumavky nalijte roztok vaje¢ného bilku (1 cm? pridejte 50 cm® destilované vody

k bilku z jednoho vejce, smés dikladné promichejte, popf. Zfiltrujte pfes smotek vaty),
pridejte roztok NaOH (1 cm®, w = 10%) a roztok CuSO, (0,2 cm®, w = 5%). Smés ve
zkumavce protfepte, pfipadné mirné zahfejte, a pozorujte vznik modrofialového zbarveni.

b) Pokus lze provést s mocovinou. Mocovinu (0,5 g) zahfivejte v suché zkumavce mirnym
plamenem. Po chvili za¢ne unikat plyn, ktery identifikujte ¢ichem nebo kapkou HCI na
sklenéné tygince. Po vychladnuti reakéni smési pridejte NaOH (1 cm®, w = 10%) a CuSO,
(0,2 cm®, w = 5%). Po protfepani pozorujte vznik modrofialového zbarveni jako
v pfedchozim pokusu.

Ukoly do zavéru:
1) ZapiSte chemickou rovnici vznik biuretu z mocoviny.
(PFi zapisu nepouZzivejte souhrnné vzorce.)
2) Ktera skupina organickych latek (kromé bilkovin) bude poskytovat biuretovou reakci?
3) Jaké soustavy vytvareji s vodou bilkoviny rozpustné ve vodé?

Pozndmka:

Reakce m& néazev podle biuretu, ktery poskytuje v alkalickém prostfedi s kationem médnatym
modrofialovy komplex.

Reakci poskytuji vSechny latky s peptidovou vazbou v molekule.

2. Xantoproteinova reakce

Postup:
Ve zkumavce smichejte roztok vaje¢ného bilku (2 cm®) s HNOs (1 cm®, w = 45%). Smés

opatrné zahfivejte a pozorujte vznik Zluté srazeniny.

Do reakéni smési opatrné pridejte roztok amoniaku (2 cm®, w = 15%), vysledna smés musi
byt alkalicka. Pozorujte zménu zbarveni reakéni smési.

PFi zahfivani si nasadte ochranny Stit a dodrZujte pravidla zahfivani kapalin ve zkumavce!

Ukoly do zavéru:
1) Které aminokyseliny poskytuji xantoproteinovou reakci a jaka je chemicka podstata této
reakce?




3. Dukaz tryptofanu

Postup:
Ve zkumavce protfepte roztok vajeéného bilku (1 cm®) s CHsCOOH (1 cm?®, w = 45%).

Smés potom opatrné podvrstvéte H,SO,4 (3 cm®, w = 45%). Kyselinu sirovou si odméite do
zkumavky, zkumavku se vzorkem drzte v ruce Sikmo a kyselinu nechte stéct po sténé
zkumavky od Usti ke dnu zkumavky.

Vytvofi-li se na rozhrani vrstev barevny prstenec, je ve vzorku pfitomna aminokyselina
tryptofan.

PFi praci si nasadte ochranny Stit! Reakci provadéjte za dohledu vyucujiciho!

Ukol do zavéru:
1) Do kterych skupin a-aminokyselin patfi tryptofan?

Poznamka:
Reakce pfi dikazu tryptofanu lépe s koncentrovanou H,SO,4. Tu ale nem(Zzete pouzivat. Toto
provedeni dikazu vam pfedvede vyucuijici.

4. Dukaz sirnych aminokyselin

Postup:
Do zkumavky nalijte roztok vajeéného bilku (2 cm?®), pfidejte NaOH (1 cm®, w = 10%) a

roztok (CH3COO),Pb (1 cm®, w = 5%) a smé&s mirné zahfivejte.
Vznik erné srazeniny dokazuje pritomnost sirnych aminokyselin.

Ukoly do zavéru:
1) Napiste racionalni vzorec a nazev jedné sirné a-aminokyseliny, ktera je v bilkovinach.
2) NapiSte vzorec a nazev Cerné srazeniny, ktera vznika pfi dukazu.

5. Sréazeci reakce bilkovin

Postup:
Do kazdé ze tfi zkumavek nalijte roztok vajeéného bilku (2 cm®) a po kapkach pridavejte

1. zkumavka — roztok (CH3sCOO),Pb (0,5 cm®, w = 5%),

2. zkumavka — roztok CuSOy4 (0,5 cm®, w = 5%),

3. zkumavka — roztok AgNOs (0,5 cm?®, w = 5%).

Pozorujte vznik srazenin. Pokud barvu vzniklé srazeniny rusi barva srazeciho Cinidla, tak
srazeninu prefiltrujte a na filtru promyjte destilovanou vodou.

Ukoly do zavéru:
1) K jakému chemickému dé&ji dochazi u bilkovin pfi uvedenych srazecich reakcich?
2) Doplite nasledujici tabulku:

¢€inidlo barva srazeniny bilkoviny

octan olovnaty

siran médnaty

dusi¢nan stfibrny




6. Uréeni po ¢ateéni teploty denaturace bilkovin

Postup:
Ke zkumavce s prefiltrovanym roztokem vajeéného bilku (3 cm® upevnéte (gumickou

nebo izolepou) teplomér tak, aby dno zkumavky s roztokem bilku a rtutova nadobka
teploméru byly ve stejné vySce.

Zkumavku s teplomérem velmi pomalu (teplota roste velmi pomalu) zahfivejte na vodni
lazni a roztok bilku michejte sklenénou ty€inkou.

Odectéte teplotu, pfi které se roztok bilku zakali, tj. po¢ate¢ni teplota denaturace bilkoviny.

Ukoly do zavéru:

1) Vysvétlete pojem denaturace bilkoviny.

2) Jakeé je praktické vyuZiti tepelné denaturace bilkovin?

3) Jakou pocatec¢ni teplotu denaturace bilkoviny jste experimentalné ur€ili? Porovnejte ji
s hodnotou uvedenou v nékterém informacnim zdroji. Tento zdroj v odpovédi uvedte.
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