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Predslov

Predkladany S$tudijny materidl je uréeny Studentom rozSirujuceho Stidia ucitel'stva
chémie, ktori vramci predmetu Biochémia absolvuju z&kladné laboratorne cvicenia
z biochémie blokovou formou. Experimentalna praca v laboratériu ma za ciel’ overovat’
teoretické poznatky v praxi a podporit’ hlbsie pochopenie biochemickych principov.

Obsahovo je dokument zostaveny prevazne z kvalitativnych (dékazovych) reakcii
k jednotlivym témam preberanym v zdkladnom kurze prednasok z biochémie. Ciel'om bolo
vybrat’ ¢asovo nenaro¢né experimenty, niektoré realizovatel'né v podmienkach zakladnych
a strednych $kol, aby neboli viazané na naro¢né laboratdrne vybavenie. Po forméalne stranke
je text rozdeleny na dve hlavné casti — Protokoly a Riesenia. Navrh uvedenej Struktary
ucebného textu vzisiel z doterajSich skusenosti blokovych cviceni Studentov rozsirujuceho
studia. Zefektivni pripravu, realizaciu aj spracovanie laboratdrneho cvicenia.

Prva Cast’ je zostavena z0 suboru protokolov jednotlivych experimentov k témam
Sacharidy, Lipidy, Aminokyseliny/Proteiny, Enzymy, Vitaminy a Nukleové kyseliny.
Jednotlivé tematické celky zacéinaju kratkym teoretickym uvodom Kk danej problematike.
Kazdy experiment je spracovany formou samostatného protokolu, v ktorom je Student
oboznameny s principom reakcie, pouzitym materidlom a ndvodom na realizovanie
experimentu. V protokole je vytvoreny priestor na doplnenie  vlastného
pozorovania, diskusie a poznamok. Sucast'ou protokolu st kontrolné otazky a tlohy. Casova
naro¢nost’ uvedena pri experimentoch je len orientac¢na, ale tento udaj pomoze pri
organizovani préace v laboratériu. Student si pred planovany laboratornym cvi¢enim vyberie
protokoly, s ktorymi bude pracovat’.

Druhd cast’ Studijného materidlu Riesenia pontka Studentovi pozorovanie, diskusiu,
vysledky uloh, s ktorymi $tudent konfrontuje vlastné vystupy.

Hoci st laboratorne cviCenia z biochémie urcené pre Studentov, ktori uz ziskali
experimentalne zru¢nosti v laboratoriu, v zavere Studijného materialu je tretia Cast’
Podmienky prace v laboratériu. V tejto Casti sU uvedené pravidla bezpecnosti prace
v laboratdriu, zakladné postupy prvej pomoci, zoznam pouzivanych chemikalii s popisom

zdravotnych rizik pri préaci a k tomu prisluchajice grafické oznacenia vo forme piktogramov.

Autori
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1 SACHARIDY

Sacharidy reprezentuju variabilnu skupinu zltéenin, ktoré tvoria vacSinu organickej
hmoty na Zemi. Su stalou zlozkou vSetkych zivych buniek, v ktorych plnia mnoZstvo
roznych funkcii. Hlavnym zdrojom sacharidov v prirode su rastliny, ktoré ich produkuju
v procese fotosyntézy.

Zé&kladny molekulovy vzorec sacharidov je (CH20)n. Z prepisu vzorca na (C.H20)n
vyplyva, Ze st to hydraty uhlika, odkial’ pochadza star$i nazov uhlohydraty. Z chemického
hl'adiska su definované ako polyhydroxyaldehydy (aldozy) a polyhydroxyketény (ketozy).
Derivéaty sacharidov okrem uhlika, vodika a kyslika obsahuju aj iné prvky, ako dusik, fosfor
a siru.

Sacharidy st rozdelované na tri hlavné skupiny: monosacharidy, oligosacharidy
a polysacharidy. Vazba, ktorou sa spajaju molekuly sacharidov navzajom alebo s inou
molekulou, sa nazyva glykozidova (glykozidicka).

Monosacharidy (molekula obsahuje 3-9 uhlikovych atdbmov) sa nazyvaju aj jednoduché
cukry. Su rozpustné vo vode a maju sladka chut’. Najrozsirenejsie su hexozy (Cs). Aldozy
a ketdzy (okrem dihydroxyacetonu — ketotridoza) obsahuju chiralne centra so $pecifickou
konfiguraciou (D-, L-) a su opticky aktivne. V prirode prevladaju D-formy sacharidov.
Sacharidy od Cs mo6zu intramolekulovo cyklizovat' za vzniku hemiacetalu/hemiketalu.
Cyklicke formy (pyrandzy, furan6zy) st dominantnymi Strukturami monosacharidov vo
vodnom roztoku (v rovnovahe je pritomnost’ linearnej formy menej ako 1%). Cyklizaciou
vznikd nové chirdlne centrum (o-/B-anomér) a meni sa opticka otacavost’, ktora je
stanovovana polarimetricky. Zmena optickej otac¢avosti roztoku monosacharidu po
ustaleni rovnovahy medzi a- a -formou sa nazyva mutarotacia. Jednoduché cukry mozu
byt’ enzymatickymi alebo chemickymi reakciami premenené na rozne derivaty. Oxidaciou
vznikaju cukorné kyseliny, redukciou cukorné alkoholy. Oxido-redukéné reakcie sU
zakladom analytického stanovenia sacharidov. Hydrazinovou reakciou vznikaju osazony
s typickou krystalickou Strukturou. Enzymatickymi reakciami vznikaji rdzne derivaty
sacharidov s biologickou aktivitou (deoxysacharidy, fosfatoveé estery, aminosacharidy).
V kyslych podmienkach podstupuji monosacharidy dehydrataciu za vzniku novych
aldehydovych foriem furfuralu alebo hydroxymetyl furfuralu, ktoré su zakladom

kvalitativnych a kvantitativnych analyz sacharidov.




Oligosacharidy (2-10 monosacharidovych jednotiek; m.j.) a polysacharidy (>10 m.j.)
vznikaju z relativne malého mnozstva rozdielnych m.j. Z hexdz su to najma glukdza,
fruktéza, mandza a galaktoza, z pentoz rib6za a xyl6za).

Najjednoduchsie oligosacharidy su disacharidy sachar6za, lakt6za a malt6za:

laktoza (O-B-D -galaktopyranozyl-(1 — 4)-D-glukopyrandza) - mlie¢ny cukor
malt6za (O-0-D -glukopyranozyl-(1 — 4)-D-glukopyranéza) - sladovy cukor
sacharoza  (O-a -D -glukopyranozyl-(1 — 2)-D-fruktofuranoza) - stolovy cukor.

Lakt6za a maltdza maji volny anomericky uhlik schopny mutarotacie, ¢o im umoziuje
zGcCastnit’ sa oxido-redukénych reakcii a nazyvaju sa redukujuce disacharidy. V pripade
molekuly sacharozy substituované anomerické uhliky nedovol'uju konverziu na aldehydovu
konfiguraciu, preto sa nezucastiujii oxido-redukénych reakcii typickych pre redukujuce
sacharidy. Sachar6za je neredukujlci disacharid. Zriedenymi kyselinami je sachardza
l'ahko hydrolyzovana.

Polysacharidy, nazyvané glykany, st zlozené z monosacharidov alebo ich derivatov.
Homopolysacharidy  obsahuja  jeden druh monosacharidovej molekuly,
heteropolysacharidy obsahuju viac ako jeden druh monosacharidu. Pritomnost’ d’al$ich
hydroxylovych skupin na molekule sacharidu (okrem poloacetalovej) umoziuje vytvarat aj
vetvené polymérne retazce. Polysacharidy poskytuju pre zivé bunky zasobu energie (Skrob,
glykogén), Struktirne komponenty (celuléza, chitin) aochranné latky (kyselina
hyalurénova). Sacharidy sa spajaju aj s inymi nesacharidovymi molekulami a vytvaraju
komplexné S$truktary (glykolipidy, glykoproteiny, proteoglykén) sroznymi funkciami.
NajbeznejSim rastlinnym polysacharidom je Skrob. Je to zasobna energetickd latka uloZzena
vo forme granul v strome plastidov rastlinnych buniek (vysoky vyskyt v hl'uzach zemiakov,
v zrnach kukurice). Je zlozeny z linernych retazcov amylozy s helikdlnou struktirou
a vetvenych retazcov amylopektinu, ktoré vytvaraji vo vode micelarne suspenzie
(st nerozpustné v studenej vode). Struktary su rozlisitelné po reakcii s jodom.

Vybrané experimenty su zamerané na kvalitativnu analyzu sacharidov. Analyzované su ich
redukéné vlastnosti a schopnost vytvarat” furdnové derivaty. Na realizaciu tychto

dokazovych reakcii sme pouzili chemicky ¢isté latky a extrakty z rastlinného materialu.
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1.1 Priprava vzorky z rastlinného materialu

1.1.1 Extrakcia sacharidov z ovocia

Chemikalie a pomdcky: trecia miska, sklena ty¢inka, lievik, kadi¢ky, destilovana voda

Analyzovana vzorka: rastlinny material (ovocie, zelenina)

Pracovny postup:

1.
2.

Navazime 5 g vybraného rastlinného materialu a dokonale rozotrieme v trecej miske.
Na extrakciu sacharidov pridame khomogenatu 30 cm?® destilovanej vody
a dokladne premieSame.

Vyluh homogenatu prefiltrujeme, filtrat zriedime destilovanou vodou v pomere 1:1

a pouzijeme na dokazové reakcie.

1.1.2 Extrakcia $krobu zo zemiakov

Chemikalie a pomocky: etanol, odmerny valec, filtracny papier, gaza, strihadlo

Analyzovana vzorka: zemiak

Pracovny postup:

1.

Ocisteny zemiak nastrthame a vyzmykame cez viac vrstiev gazy do kadicky cez
lievik pripevneny na stojane.

Po usadeni $krobovych zfn na dne nadoby kvapalinu zlejeme a Skrob premiesame
s 50 cm?® destilovanej vody.

Postup opakujeme este raz s destilovanou vodou a raz s etanolom.

Suspenziu prefiltrujeme cez skladany filter a usadeninu na filtracnom papieri

vysuSime na vzduchu a pouZijeme na d’alSie experimenty.

Kontrolné otazky:

1. Preco je vhodné na extrakciu sacharidov zvolit’ skor rastlinné bunky a nie zivocisne?

. Ktoré nizkomolekulové sacharidy su bohato zastlpené v ovoci a zelenine?

. Ktor¢ cCasti rastlin s najvhodnejsie na izol&ciu sacharidov? Zdévodnite.

2
3
4. Popiste Struktaru a funkciu skrobu a celuldzy.
5

. Aka je rozpustnost’ polysacharidov vo vode?

11




Poznamky:



1.2 Molischova reakcia — dékaz pritomnosti sacharidov

Molischova reakcia sluzi na detekciu pritomnosti sacharidov v skimanej vzorke.
V pritomnosti  kyseliny sacharidy dehydratuju. Z pent6z vznik& furfural

az hexoz 5-(hydroxymetyl)furfuralu. V d’alsom kroku reakcie kondenzuje

furfural, resp. 5-(hydroxymetyl)furfural s dvoma molekulami a-naftolu. Tato reakcia je
sprevadzand vyraznou farebnou zmenou. Reakcia nie je Specifickd, moze byt’ pozitivna za
pritomnosti inych aldehydov. Preto umoziuje rozlisit'” sacharidy len od nesacharidovych
molekdl bez aldehydovej skupiny.
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kondenzacia furfuralu, resp. 5-(hydroxymetyllfurfuralu (v zdvislosi od R} s dvoma molekulami a-naftolu
{Molischovo cinidlo)

Chemikalie apomdcky: Molishovo ¢inidlo (10% roztok a-naftolu v etanole),
koncentrovana H2SOa, sklené skimavky, pipeta
Analyzovana vzorka: 1% vodny roztok glukozy, fruktozy, sacharozy, laktdzy, destilovana
voda, neznama vzorka
Pracovny postup:

1. Do skumaviek napipetujeme po 2 cm? analyzovanej vzorky.

2. Ku kazdej vzorke pridame 3 kvapky Molischovho ¢inidla.

3. Zmes opatrne podvrstvime 1 cm?® kyseliny sirovej.

13




Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Sacharid Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):




Vypocty a kontrolné otazky:

1. Vypocitajte navazok o-naftolu a objem etanolu v cm?® potrebnych na pripravu 50 cm?
¢inidla.

2. Navrhnite iné kyseliny miesto kyseliny sirovej, ktoré by mohli spésobit’ odstiepenie vody
(dehydrataciu) z molekuly sacharidu.

3. Vysvetlite, pre¢o poskytuju pozitivnu reakciu aj oligosacharidy a polysacharidy.

Poznamky:



1.3 Déokaz Skrobu jodovou skuskou a hydrolyza Skrobu

Niektoré polysacharidy, napriklad glykogén a skrob reaguja s jodom. Skrob sa
sklada z amylézy (20%) a amylopektinu (80%). Kym amyldza je rozpustna

v studenej vode, amylopektin vo vode napuciava a rozptst'a sa v horlcej vode,
z ktorej po ochladeni vznika Skrobovy maz. Obe formy obsahuju a-D-glukopyrandzove
monomery. Amyléza tvori dlhé linearne retazce stoéené do o-helixu, kym amylopektin
vytvara rozvetveny retazec s kratkymi helixami. Pridanim Lugolovho roztoku obsahujliceho
jod dochédza k interkalacii molekul jodu do struktary zavitnice (helixu) a objavuje sa
charakteristické  sfarbenie,  ktoré  koreluje  sdizkou refazca.  Zahrievanim,
resp. ochladzovanim roztoku S$krobu dochadza k linearizécii, resp. obnoveniu Struktary

zavitnice, ¢o ma vplyv aj na sfarbenie roztoku.

Chemikalie a pomdcky: Lugolov roztok (5 g l.a 2 g K1 rozpustené v 300 cm?® hortcej vody;
roztok je potrebné uchovavat’ v tmavej fl'asi a v tme, je citlivy na svetlo), HCI, skimavky,
teplomer, drziak na skimavky, vodny kupel’, kahan
Analyzovana vzorka: 1% vodny roztok skrobu (pouzijeme $krob izolovany zo zemiakov)
a 1% vodny roztok sachardzy
Pracovny postup:

A. Dokaz Skrobu

1. Extrahovany zemiakovy skrob zalejeme horucou destilovanou vodou.

2. Do skiimaviek napipetujeme po 5 cm? roztoku skrobu a roztoku sacharézy.

3. Ku kazdej analyzovanej vzorke pridame niekol’ko kvapiek Lugolovho roztoku.
4. Skumavky opatrne zahrejeme vo vodnom kupeli na teplotu 60 °C.
5

Skiimavky nésledne ochladime pod priidom tecucej vody na teplotu 25 °C.

B. Hydrolyza $krobu
K 10 cm?® roztoku zemiakového $krobu pridame niekol’ko kvapiek koncentrovanej
HCI.

2. Skumavku vlozime do vodného kupel’a s vriacou vodou.

3. Vzdy po 5 minutach odoberieme priblizne 0,5 cm® vzorky z hydrolyzovaného
Skrobového roztoku.

4. K vzorke prikvapneme Lugolov roztok.
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Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

A.

Obsah skumavky Reakcia
(+/-)

Pozorovana zmena

Zohriatie
na 60°C

Ochladenie
na 25°C

Sachar6za + Lugolov roztok

Skrob + Lugolov roztok

B.

Doba zahrievania skimavky
(Skrobovy roztok + HCI)

Sfarbenie vzorky po pridani Lugolovho roztoku

0 min

5 min

10 min

15 min

20 min

25 min

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):




Kontrolné otazky:

1.
2.
3.

Aké typy glykozidovych vézieb st v molekulach amylézy a amylopektinu?

Ktory zivociSny polysacharid ma Struktaru podobni amylopektinu?

Ktoré z polysacharidov neobsahuji monomér glukdzu: glykogén, amyldza, inulin,
celul6za?

Bude poskytovat’ $krob v kyslom prostredi pozitivny test s jodom? Zdévodnite.
Navrhnite jednoduchy $kolsky experiment na dbokaz pritomnosti Skrobu Lugolovym

roztokom.

Poznamky:
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1.4 Stanovenie redukujucich sacharidov

1.4.1 D6kaz redukujdcich sacharidov Fehlingovou reakciou \

Na realizaciu Fehlingovej reakcie je potrebné vopred pripravit Fehlingovo

¢inidlo. Pri priprave Fehlingovho ¢inidla dochadza k reakcii medzi CuSOs-5H.0
aNaOH za vzniku svetlomodrej zrazeniny hydroxidu mednatého. Tato zrazenina je
rozpustna v nadbytku, preto vznika komplex Cu?* s vinanom, ktory tak brani vypadnutiu
Cu(OH)2 z roztoku:

D““-n,__ //\ID_ KI

H
/ C
CuS0,5H,0 + NaOH + KNaC,H,0,4H,0—> CU\ |

vinan sodno-draselny DKEW/(}

0

komplexvinanu Cu

+ Na,S0O, + 11H,0
- Na’

Sacharidy s redukénymi vlastnostami redukujii z Fehlingovho roztoku med Cu®* a vznika
oxid med’ny. Reakcia je sprevadzand vyraznou farebnou zmenou. Ak nie je pozorovana
farebnd zmena, pritomny sacharid nema redukujuce vlastnosti. V tejto dokazovej reakcii je

popri redukcii med’natych i6nov oxidovana aldehydova skupina na karboxylovu:

D%JH OWD'
H——0OH H——OH
HO——H . 2Cu2*+ 50H —» HO——H + 2Cu,0 +3H,0
H——OH H—f—OH
H—t—OH H—r—OH
CH;0H CH,OH

Oxiddcio glukozy a redukcic mednateho katicnu
Pozn.: Pozitivnu reakciu vsak mozZno pozorovat aj v pritomnosti chloroformu, kyseliny

mocovej, aménnych soli a pod. Fehlingovu reakciu je potrebné doplnit aj inymi reakciami
dokazujucimi pritomnost redukujucich sacharidov.
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Chemikalie a pomdcky: Fehling roztok | (7% vodny roztok Cu(SQOas)), Fehling roztok I1

(vodny roztok 35 g vinanu sodno-draselného v 100 cm™ 10% NaOH), pipety, vodny kapel’

Analyzovana vzorka: 1 % vodné roztoky glukozy, fruktozy, galaktozy, laktozy, sachardzy,

rastlinny extrakt

Pracovny postup:

1. V kadic¢ke zmiesame rovnaké objemy oboch roztokov Fehling I a Il.

2. Do skimaviek napipetujeme po 2 cm?® analyzovanej vzorky a 2 cm?® Fehlingovho

éinidla.

3. Skdmavky zahrievame vo vodnom kupeli priblizne 10 minut.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Sacharid

Reakcia (+/-)

Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdoévodnite jednotlivé pozorovania):




Vypocty a kontrolné otazky:

1. Fehlingov roztok | je 7% vodny roztok Cu(SOas). Vypocitajte navazok CuSOs-5H20 na
pripravu 100 cm? vodného roztoku.

2. Fehlingov roztok 1II sa pripravuje navazenim 35 g vinanu sodno-draselného v 100 cm?®
10% NaOH. Vypocitajte, kol’ko percentny vinan sodno-draselny je v tomto roztoku a aky
ndvazok NaOH je potrebné na pripravu jeho 10% vodného roztoku.

3. Vypocitajte relativne molové hmotnosti vybranych sacharidov: glukéza, fruktdza,
galaktdza, laktdza, sacharoza.

4. Vypocitajte navazky sacharidov na pripravu 1 %-nych vodnych roztokov s objemom

50 cm?.

Poznamky:



1.4.2 D6kaz redukujucich sacharidov Trommerovou reakciou

Princip Trommerovej reakcie je podobny ako pri Fehlingovej skuske, avsak je

pouzité iné komplexotvorné ¢inidlo. Reakciou CuSO4 a NaOH vznika zrazenina
Cu(OH)2, ktora sa po pretrepani postupne rozpust’a a sfarbuje roztok na modro. Redukujuce
sacharidy redukuju mednaty kation Cu?* v alkalickom prostredi hydroxidu mednatého
na Cu* v zrazenine CuOH, ktora sa postupne meni na Cu20. Obe formy vyskytu Cu* kationu

maju charakteristické sfarbenie.

D%/H owo‘
H——OH H——0OH
HO H +2CuSO, + 5NaOH —= HO——H + 2CuOH -+ 2Na SO, +2H,0
H OH H——OH
H——O0H H—4—OH
CH,0H CH,OH

2CUOH — Cu,0
-H.,O

Oxiddcia glukdzy o redukcia mednatého kationu

Chemikalie a pomocky: 10% vodny roztok hydroxidu sodného, 5% vodny roztok siranu
med’natého, skimavky, pipety
Analyzovana vzorka: 1% vodny roztok glukdzy, fruktdzy, galaktozy, laktozy, sachardzy,
rastlinny extrakt
Pracovny postup:

1. Do skimaviek napipetujeme po 2 cm? analyzovanej vzorky.

2. Ku kazdej vzorke pridame 2 cm?® roztoku NaOH a po kvapkéch za stdleho miesania

priddvame roztok siranu med’natého az do vzniku zakalu.

3. Obsah skumaviek opatrne zahrejeme vo vodnom kupeli do varu.
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Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Sacharid Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):




Vypocty a kontrolné otazky:

1. Vypo¢itajte navazok NaOH na pripravu 50 cm® 10% vodného roztoku NaOH.

2. Vypocitajte navazok Cu(SO4)-5H20 na pripravu 50 cm? 5% vodného roztoku Cu(SO4).

3. Z akych monosacharidovych jednotiek su zlozené disacharidy lakt6za a sachar6za
a akym typom vazby su viazané?

4. Na zaklade chemickej Struktdry laktdzy asachardzy vysvetlite redukujdce,
resp. neredukujuce vlastnosti tychto disacharidov.

Poznamky:



1.4.3 D6kaz redukujucich sacharidov Tollensovou reakciou

Na dokaz redukujucich sacharidov Tollensovou sktskou je potrebné pripravit

Tollensove ¢inidlo. Pri priprave ¢inidla reaguje dusi¢nan strieborny s
hydroxidom sodnym za vzniku hnedo-Sedej zrazeniny oxidu strieborného. Zrazeninu je
potrebné rozpustit’ v nadbytku zriedeného roztoku amoniaku, pricom vznikne bezfarebny
diaminostrieborny komplex (diaminostrieborny kation), ktory je ako silné oxida¢né ¢inidlo
kla¢ovou zlozkou Tollensovho ¢inidla. Komplex mdze oxidovat’ aldehydy na karboxylové
kyseliny, preto reakcia umoziuje odlisit” aldehydy od ketonov. Pozitivnu reakciu poskytuju
vSak a-hydroxyketony, ktoré st ¢inidlom oxidované na aldehydy. Vzniknuta

karboxylova kyselina méze vytvarat' v danom prostredi améonnu sol’.

2 AgNO,+ 2 NaOH — Ag,O+ 2 NaNO,+ H,O

Ag;0+ 4 NH,OH —» 2[Ag(NH,)] OH+ 3H,0

Priprava Tollensovho Einidla

GQ‘t M D%XOH
H——0OH H——0OH
HO——H + 2Ag(NH,),OH — HO——H + 2Ag +4NH, + H,0
H——OH H—}—O0H
H——0OH H—L _OH
CH,OH CH:OH
|
'
OWO'NH:
H——OH
HO——H + 3 NH,
H——0OH
H—f—OH
CH,OH

Oxidacia glukozy a redukcia strieborneho kationu na elementarne striebro

25



Chemikalie a pomocky: Tollensovo ¢inidlo (do 5% roztoku AgNOs pridame kvapku
roztoku 10% NaOH avzniknutd Sedo-hnedu zrazeninu rozpustime postupnym
prikvapkavanim 2 % roztoku amoniaku), skamavky, vodny kapel’
Pozn.: Tollensovo cinidlo neuskladnujeme, pretoze statim vznika vybusny nitrid strieborny.
Analyzovana vzorka: 1% vodny roztok glukozy, fruktozy, galaktozy, laktézy, sacharozy,
rastlinny extrakt
Pracovny postup:

1. Do skimaviek napipetujeme 2 cm?® analyzovanej vzorky.

2. Ku kazdej vzorke pridame 2 cm? Tollensovho &inidla.

3. Obsah skumaviek zahrievame 3 minaty vo vodnom kupeli do varu.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Sacharid Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdoévodnite jednotlivé pozorovania):



Vypocty a kontrolné otazky:

1. V laboratoriu mame pripraveny 25% vodny roztok amoniaku (NHsOH). Ako by ste
pripravili 100 cm? 2% vodného roztoku amoniaku potrebného na rozpustenie zrazeniny,
ktora vznika pri priprave Tollensovho ¢inidla?

2. Aky produkt poskytuje glukdza pri Tollensovej skuske?

3. Princip reakcii pripravy Tollensovho ¢inidla a naslednej oxidacie aldehydu je uvedeny
v skratenej forme. NapiSte uplny zapis reakcie, v ktorej bude zohl'adnena pritomnost’

dusi¢nanu sodného pri rozpustani Ag,0.

Poznamky:



1.4.4 D6kaz redukujucich sacharidov Nylanderovou reakciou

Nylanderova reakcia je zalozena na redukcii Bi** katidnov redukujacimi

sacharidmi. Vysledkom tejto reakcie je vznik bizmutu Bi°.

Bi(OH)2NOz + NaOH — Bi(OH)3 + NaNO3
Bi(OH)s; — Bi** + 3 OH-
Bi** + 3 e”(pochadzaju z redukujlceho sacharidu) — Bi®

Pozn.: Reakcia nie je Specificka, pozitivny vysledok davaju aj bielkoviny.

Chemikalie a pomécky: Nylanderovo ¢inidlo (1g dusi¢nanoxidu bizmutitého BiNO3(O)
a50 g NaOH rozpustime a doplnime do 50 cm? destilovanej vody), skimavky, drziak
na skimavky, kahan
Analyzovana vzorka: 1% vodny roztok glukdzy, fruktozy, galaktdzy, laktézy, sacharézy
Pracovny postup:

1. Do skimaviek napipetujeme po 2 cm? analyzovanej vzorky.

2. Ku kazdej vzorke pridame 2 cm® Nylanderovho ¢inidla.

3. Obsah skiimaviek opatrne zahrievame vo vodnom kupeli do varu.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podla vlastného experimentu a pozorovania):

Sacharid Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdoévodnite jednotlivé pozorovania):
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Kontrolné otazky:

1. Aké iné katibny kovov by sme mohli pouzit na detekciu redukénych vlastnosti
sacharidov?

2. Dochédza k redukcii bizmutitého kationu aj v pritomnosti polysacharidov? Ak ano,

vysvetlite za akych podmienok.

Poznamky:



1.5 Selivanova reakcia na rozlisenie aldoz a ketoz

Tato reakcia sa pouziva na odliSenie aldéz od ketdz. Pri zahrievani ketozy

dochadza k dehydratacii vplyvom kyseliny chlorovodikovej. Vysledkom tejto
reakcie je furfural ajeho derivaty. Reakciou ketohexdzy s kyselinou chlorovodikovou
vznika 5-(hydroxymetyl)furan-2-karbaldehyd, reakciou ketopentézy vznika furfural.
Pridanim rezorcinolu sa vzorka s obsahom ket6zy vyrazne zafarbi. Vo vzorke s obsahom
aldozy po dlh§om vare vznika iba zakal. V pripade ald6z dochadza k dehydratacii omnoho
pomalsie, ked’ze musi najskor dojst’ k izomerizacii na ketozu (ketohexdzu — D-fruktdzu).
Tato izomerizécia je zésadito, alebo kyslo hydrolyzovana. Aldézy preto reaguju vyrazne

pomalsie ako ketozy.

-,
Sy

n - red ]
~ OH \ \\ f

E-{hydraxymetydjfurfural rezorcinal 3H,0 _OH

-~ - ‘-a,_\_'f'
HO TEEA\ 0 - H| H*, 1120, he \/L -
/ \ s r2 :[ -
\"'F-F-‘{‘-\-U-"’;Lh\/ - . A )

Kondenzacia 5-{hydroxymetyl)lfurfuralu a rezorcinolu

Chemikalie a pomécky: 25% HCI, rezorcinol, skimavky, pipety
Analyzovana vzorka: 1% roztok glukdzy, fruktdzy, galaktozy, laktozy, sachardzy, rastlinny
extrakt
Pracovny postup:
1. Do skumaviek napipetujeme po 2 cm® analyzovanej vzorky.
2. Ku kazdej vzorke pridame 2 cm®25% HCI a niekol’ko kvapiek rezorcinolu.

3. Obsah skumavky kratko a mierne zahrejeme.
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Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Sacharid Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):




Vypocty a kontrolné otazky:

1. Na realizéciu experimentu potrebujeme 25% kyselinu chlorovodikova. Vypocitajte,
v akom pomere musime zriedit 35% HCI, aby sme pripravili 10 cm® roztoku
s pozadovanou koncentraciou 25%.

2. Selivanova reakcia sa pouziva na odliSenie ald6z aketéz. Mo6Zeme predpokladat’

pozitivnu reakciu s polysacharidom?

Poznamky:



2 LIPIDY

Lipidy reprezentujd velmi heterogénnu skupinu hydrofébnych biomolekul, ktoré sa
nerozpustaju vo vode, ale naopak, su dobre rozpustné v organickych rozpustadlach,
napriklad v chloroforme, dietylétere, benzéne, hexane. Podl'a Struktirnych znakov su lipidy
klasifikované na niekol’ko skupin.

Jednoduché lipidy, nazyvané aj neutrdlne tuky, sU zchemického hladiska
triacylglyceroly. Ich hydrolyzou vznika glycerol a mastné kyseliny. Ak je hydrolyza
uskutoénena v prostredi alkalickych hydroxidov (v zasaditom prostredi), vznikaju alkalické
soli mastnych Kkyselin (mydld). Reakcia ma preto oznaCenie zmydelnenie, alebo
saponifikacia.

Oznacenie mastné kyseliny je pre vyssie monokarboxylové kyseliny pritomné v lipidoch
(od C4). Véazby v mastnych kyselinach mézu byt nasytené (napriklad Ci2, kyselina laurova,;
Cis, kyselina palmitova, Cis, Kyselina stearova) a nenasytené (napriklad Cis A°, kyselina
olejova,; C1g A% 12 kyselina linolova, C1s A% 12 1° kyselina linolénova, CooA> 8 114 kyselina
arachidonovd). Charakter mastnych kyselin ovplyviuje skupensky stav triacylglycerolov.
Oznacenie tuky je pre triacylglyceroly s vysokym zastipenim nasytenych mastnych kyselin
(pri izbovej teplote su tuhé). Oleje su triacylglyceroly bohaté na nenasytené mastné kyseliny
a pri izbovej teplote su tekuté.

Mastne kyseliny s nenasytenymi vézbami poskytuju reakcie typické pre alkény
(halogenécia, hydrogenacia, ozonolyza a d’alsie). Tieto reakcie poskytujt aj triacylgylceroly
obsahujuce mastné kyseliny s nenasytenymi vdzbami. Rozsah halogenacie sa vyuziva
na vyjadrenie stupna nenasytenosti tukov/olejov.

Medzi jednoduché lipidy st zarad’ované aj vosky (vc€eli, palmovy), estery mastnych
kyselin s vy$§imi jedno- a dvojsytnymi voskovymi alkoholmi, ako aj latky so steroidnou
Struktarou (steroidy). Ich spolo¢nym znakom je Struktara cyklopentanoperhydrofenantrénu.
Latky s uvedenou Struktarou st napriklad zivociSny cholesterol, z ktorého su syntetizované
vyznamné molekuly s biologickou aktivitou (napriklad steroidné hormdny), alebo rastlinny
lanosterol.

Dalsia skupiny lipidov su zlozené lipidy (fosfolipidy a glykolipidy). St vyznamnou

zlozkou biologickych membran. Fosfolipidy su klasifikované ako saponifikovatel'né lipidy.
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2.1 Rozpustnost’ a emulgéacia lipidov

Lipidy su nerozpustne vo vode, ale dobre rozpustné v organickych

rozpustadlach. Hydrofébny charakter lipidov spdsobuje, ze pri ich kontakte
s vodnym prostredim vznikaju nestabilné emulzie (zmes dvoch navzajom nemieSatenych
kvapalin), ktoré sa po ¢ase oddelia. Stabilitu emulzii zvySuju emulgatory, ktoré znizuju
povrchové napitie v mieste styku dispergovanych &astic. Ulohu emulgatorov plnia

hydroxidy, bielkoviny, mydla a pod.

Mechanizmus pésobenia emulgatora

Chemikalie a pomdcky: dietyléter, chloroform, etanol, 1% roztok vajcového bielka,
1% roztok KOH, 1% roztok detergentu, , skimavky, vodny kuapel
Analyzované vzorky: brav¢ova mast’, potravinarsky olej
Pracovny postup:
A Rozpustnost’ lipidov
1. Do styroch skimaviek dame po pol lyzicke bravcovej masti.
2. Do prvej skimavky nalejeme 2 cm? destilovanej vody, do druhej 2 cm? dietyléteru,
do tretej 2 cm® chloroformu a do stvrtej 2 cm3 etanolu.
3. Obsah skumaviek pretrepeme a nechame stat’ 5 mintt.
4. Pozorujeme rozpustnost tuku v jednotlivych rozpustadlach.
B Emulgacia lipidov
1. Do troch skiimaviek dame po 5 kvapiek potravinarskeho oleja a po 3 cm?® vody.
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2. Do prvej skimavky navySe priddme 5 kvapiek roztoku bielkoviny, do druhej

5 kvapiek roztoku KOH a do tretej skimavky 5 kvapiek roztoku detergentu.

3. Skdmavky 5 mindat zahrievame vo vriacom vodnom kupeli.

4. Po vychladnuti dobre pretrepeme a pozorujeme, v ktorej zo skimaviek sa vytvorila

najhomogénnejsia a najstabilnejsia emulzia.

Pozorovanie (doplnte tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

A Rozpustnost’ lipidov

Rozpust’adlo

Pozorovana zmena

B Emulgécia lipidov

Emulgéator

Pozorovana zmena

Diskusia (zdoévodnite jednotlivé pozorovania):




Kontrolné otazky:

1. Navrhnite iné rozpustadla, okrem chloroformu a dietyléteru, v ktorych by sa tuk mohol
dobre rozpustat’.

2. Ako su emulgované tuky v traviacej sustave ¢loveka?

3. Uvedte komeréne dostupné detergenty, ktoré mézu byt’ v pokuse pouzité.

Poznamky:



2.2 Akroleinova reakcia — dokaz pritomnosti glycerolu

Akroleinova reakcia sltzi na dékaz pritomnosti glycerolu v tukoch. Glycerol

pritomny v tukoch je pri miernom zahrievani s KHSOs dehydratovany
aoxidovany na propendl (akrylaldehyd, akrolein) s charakteristickym drazdivym
a Stiplavym zapachom. Reakciu nedavaju vosky a iné lipidy, ktoré v molekule neobsahujd

glycerol.

?HTCH—CHE +KHSO, CH;—CH—CH + 2H,0
' |l

teplota
OH OH OH o

Dehydratacia glycerolu na okrolein

Chemikalie a pomocky: KHSOj4, skamavky, drziak na skamavky, kahan
Analyzované vzorky: glycerol, olivovy olej, v¢eli vosk, bravcova mast’
Pracovny postup:
1. Do jednotlivych skimaviek pridame vzorky - par kvapiek glycerolu, olivového oleja,
malé mnozstvo vcelieho vosku a bravcovej masti.
2. Do kazdej vzorky pridame niekol’ko krystalikov bezvodého KHSOa.

3. Obsah kazdej skimavky zahrievame niekol'’ko minut.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podla vlastného experimentu a pozorovania):

Lipid Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zd6évodnite jednotlivé pozorovania):



Kontrolné otazky:

1. Ktoré z nasledovnych lipidov budu davat’ pozitivnu akroleinova reakciu: véeli vosk,
cholesterol, tripalmitoylglycerol, sitosterol, fosfatidyl inozitol?

2. Vymenujte 3 druhy voskovych alkoholov.

3. Glycerol je zlozkou zlozenych lipidov. Aky iny alkohol je pritomny v zlozenych
lipidoch?

Poznamky:



2.3 Dokaz lipidov v semenéch rastlin

Pritomnost’ lipidov V rastlinnych castiach mézeme dokézat’ aj pomocou cerveného

farbiva Sudan Il1. Je to azofarbivo 1-{[4-(fenyldiazenyl)fenyl]diazenyl}naftalén-2-ol,
ktoré sa v lipidoch dobre rozpusta za vzniku velmi vyrazného sfarbenia, ale s lipidmi
nereaguje. Sudan Ill je rozpustny v organickych rozpustadlach ako je chloroform alebo
toluén (2 mg/cm?®), rozpustnost v etanole je mensia (1 mg/cm?®) a vo vode je rozpustnost len

0,1 mg/cm?®,

Chemikalie a pomdcky: 0,5% etanolovy roztok farbiva Sudan 111, etanol, skimavky, drziak
na skimavky, vodny kupel’, maZiar na rozdrvenie semien
Analyzované vzorky: 3 vzorky rastlinnych semien (vlasské orechy, arasidy, kesu orechy,
mak, slne¢nicové semena a iné)
Pracovny postup:

1. Do jednotlivych skimaviek nasypeme po pol lyzicky rozdrvenych semien.

2. Ku kazdej vzorke pridame 3 cm?® destilovanej vody a obsah skiimavky varime

priblizne 5 minut.
3. Do kazdej skimavky pridame 3 kvapky farbiva Sudan III.

4. Obsah skimaviek premieSame a nechame postat’.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podla vlastného experimentu a pozorovania):

Rastlinna vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdévodnite jednotlivé pozorovania):



Kontrolné otazky:

1. V ktorych ¢astiach rastlin st uchovavané lipidy ako zésoba energie?

2. Aké mastne kyseliny s prevazne zastupeneé v rastlinnych triacylglyceroloch?

3. Vysvetlite, preco je pre rastliny vyhodnejSie pouzivat’" v semendch ako zéasobnu

energeticku latku pri kliceni lipidy a nie polysacharidy?

Poznamky:



2.4 DOkaz cholesterolu Salkowského reakciou

Salkowského reakcia sa pouziva na dokazanie pritomnosti cholesterolu ‘
a terpenoidnych latok v skimanej vzorke. Princip reakcie je pri oboch typoch “
latok podobny. Pridavana kyselina sirova posobi ako hygroskopicka latka, v pritomnosti
ktorej dochadza k eliminécii vody. V pripade cholesterolu dochadza k spojeniu dvoch
molekdl cholesterolu cez polohy Cs za vzniku medziproduktu bi-cholestadiénu.
Bi-cholestadién sa nasledne sulfonuje a vznika tak finalny produkt bisulfénova kyselina

bi-cholestadiénu.
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Bisulfonova kyselina bi-cholestadiénu

Chemikalie a pomocky: chloroform, konc. H2SO4, skimavky, stojan na skimavky, pipety
Analyzované vzorky: 2 vzorky zivocisneho tuku (maslo, bravéova mast’), 2 vzorky
rastlinného oleja, 2% roztok cholesterolu v chloroforme
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Pracovny postup:

1. Do prvych dvoch skumaviek dame po 1 g ZivocisSnych tukov, do dalsich dvoch
skimaviek po 1 cm?® rastlinnych olejov, do poslednej skimavky 1 cm?® roztoku
cholesterolu.

2. Do kazdej skaimavky priddme 4 cm?® chloroformu a 2 cm®konc. H2SO.a.

3. Obsah skimavky premiesame a nechame stat’.

4. Pozorujeme farebné zmeny.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Lipid Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdoévodnite jednotlivé pozorovania):
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Vypocty a kontrolné otazky:

1. Pomenujte zakladny skelet Struktury cholesterolu a skupinu lipidov, medzi ktoré je
cholesterol zaradeny.

2. Cholesterol patri medzi nezmydelniteI'né Zivocisne lipidy. Vysvetlite.

3. Aky biologicky vyznam ma4 esterifikacia cholesterolu u zivo¢ichov?

4. Molekula cholesterolu mé celkovo 8 chiralnych centier. V kolkych stereoizomérnch
formach moze existovat’?

5. Vymenujte 3 biologické funkcie cholesterolu.

Poznamky:



2.5 lzoléacia fosfatidylcholinu a fosfatidyletanolaminu

Fosfatidylcholin  (lecitin) a fosfatidyletanolamin  (kefalin) patria medzi

fosfolipidy a mozeme ich najst’ napriklad vo vaje¢nom Zitku. Na izolaciu tychto
dvoch foriem lipidov vyuzijeme rozdielnu rozpustnost’ ich kademantych soli v organickych
rozpustadlach. Kademnatd sol’ fosfatidyletanolaminu sa v dietyléteri rozpusta, naopak

kademnaté sol’ fosfatidylcholinu nie.
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Fosfatidylcholin (lecitin) a fosfatidyletanolamin (kefalin)

Chemikalie a pomdcky: etanol, dietyléter, acetdn, 10% etanolovy roztok CdCl», kadicky,
filtrana aparatura, varné hniezdo
Analyzované vzorky: vaje¢ny zitok
Pracovny postup:
1. Zitok oddelime od bielka. Zitok zmiesame s 10 cm?® etanolu a 15 cm?® dietyléteru.
2. Zmes za obcCasného mieSania nechame stat’ priblizne 10 minat a nasledne
prefiltrujeme cez filtra¢ny papier.
3. Filtrat odparime vo vodnom kupeli az do zostatku olejovitej kvapaliny.
4. Kvapalinu nechdme ochladit a premyvame ju postupnym pridavanim 10 cm?®
acetonu az dovtedy, kym aceton nezostane bezfarebny.

5. Zrazeninu rozpustime v 10 cm3etanolu a pridame 10 cm?etanolového roztoku CdCly,
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6. Do novovytvorenej zrazeniny pridame 10 cm?® éteru.
7. Rozpustenu Cast’ zrazeniny prefiltrujeme a nechame vysusit’ (ziskame lecitin).

8. Ziskany filtrat odparime (ziskame kefalin).

Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):



Kontrolné ot4zky a ulohy:

1. Pomenujte skupinu lipidov, do ktorej patri lecitin?
2. Napiste Strukturu cholinu.

3. Vymenujte asponl 2 biologické funkcie lecitinu.

4. Ktoré potraviny st bohaté na pritomnost’ lecitinu?

Poznamky:



2.6 Stanovenie Cisla zmydelnenia

Cislo zmydelnenia je definované ako mnozstvo miligramov hydroxidu sodného,
ktoré je potrebné na UplInd neutralizaciu niz$ich mastnych kyselin (¢islo kyslosti) ‘

a na zmydelnenie esterovych vazieb (esterové ¢islo), obsiahnutych v 1 g tuku. Tato hodnota
vyjadruje mnozstvo mastnych Kyselin v danom tuku a je nepriamo Umernad priemernej
molekulovej hmotnosti mastnych kyselin v zmydeliiovanom tuku. Cislo zmydelnenia je tym
vyssie, ¢im su molekulové hmotnosti mastnych kyselin nizsie, teda ¢im su retazce kratsie.

V jednom grame tuku ich teda bude viac.

|o|
0—O—R
~
CH; o CH,—OH
CH——O—Q—R +3NaOH — > ¢4 oH +3R—O—0 Na’
2 CH,—OH
So0—0—R ’

Chemikalie a pomécky: 0,5 mol. dm™ etanolovy roztok NaOH, 0,5 mol. dm vodny roztok
HCI, fenolftalein, varna banka, spétny chladi¢, varné gulicky, vodny kuapel’, kadicky, byreta
Analyzované vzorky: olivovy olej
Pracovny postup:

1. Do banky so zabrusom dame 2 g olivového oleja, 25 cm?® etanolového roztoku NaOH

s koncentraciou 0,5 mol.dm™ a niekol’ko varnych guli¢iek.

2. Banku uzavrieme spitnym chladicom a varime vo vodnom kupeli miniméalne
30 mindat.
Po odstaveni vodného kupel'a musi byt’ kvapalina ¢ira bez tukovych kvapocok.
Chladi¢ vyplachneme 30 cm?® destilovanej vody, vodu lejeme zhora cez chladig.
Do horlceho roztoku pridame 3 - 4 kvapky fenolftaleinu.
Titraciou 0,5 mol. dm™ roztokom HCI zistime prebytok hydroxidu.

Titrujeme za tepla aZ do odfarbenia roztoku.

© N o g B~ W

Za rovnakych podmienok robime aj slepy pokus, teda bez navazku tuku. Pri slepom
pokuse nerefluxujeme.

9. Z nameranych hodnot vypocitame prebytok hydroxidu.
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Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Analyzovana vzorka Objem 0,5 mol.dm3 HCI pouzity
na titraciu
olivovy olej
slepé vzorka

Diskusia (zdoévodnite jednotlivé pozorovania):

Vypocty a kontrolné otazky:

1. Vypocitajte navazok NaOH potrebny na pripravu 30 cm® 0,5 mol.dm= etanolového
roztoku NaOH.

2. Vypocitajte objem HCI potrebny na pripravu 30 cm® 0,5 mol. dmvodného roztoku HCI.
K dispozicii mame 35% HCI, s hustotou p (35% HCl) = 1,175 g.cm™.

3. Vypocitajte ¢islo zmydelnenia vami zmydelneného lipidu podl'a vztahu:

iy - VO - vr(r\lzz)). 28,05 g KOH /o

CZ = ¢&islo zmydelnenia

V(0) — objem roztoku HCI spotrebovany pri titracii slepého pokusu (cm?®)
V(vz) — objem HCI spotrebovany pri titracii vzorky (cm?®)

m — hmotnost’ navazenej vzorky (g)

28,05 — faktor
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Poznamky:
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3 AMINOKYSELINY A PROTEINY

Peptidy a proteiny st biopolyméry zlozené z L-a-aminokyselin kovalentne spojenych
peptidovymi vézbami. Na skladbe peptidov a proteinov sa zacastnuje 20 aminokyselin, ktoré
sa lisia bo¢nym retazcom. Z chemického hl'adiska st aminokyseliny primarne aminy, okrem
prolinu a hydroxyprolinu, ktoré st iminokyseliny. Tento $trukturny rozdiel méze byt
zachyteny ninhydrinovou reakciou.

Presné poradie aminokyselin v polypeptidovom ret'azci predstavuje jeho primarnu
Struktaru, ktora zaroven uréuje vyssie Struktary (11 — 1V) a biologicku funkciu. Sekundarnu
Strukturu tvori najmé a-helix a B-skladany list, ktoré su stabilizované vodikovymi vazbami.
Ohybanim retazcov a-helixu a f-skladaného listu vznika terciarna S$truktira
proteinu/peptidu. V tejto Struktire su retazce orientované na zaklade interakcii medzi
bo¢nymi ret'azcami aminokyselin. Okrem slabych interakcii (vodikové, van der Waalsove,
hydrofobne, elektrostatické) mozu byt boéné ret'azce spojené aj kovalentnou disulfidovou
véazbou (napriklad medzi SH- skupinami cysteinov). V kvartérnej Struktire si vzajomne
spajané viaceré molekuly proteinov, ktoré nazyvame podjednotky.

Aminokyseliny mozu byt uvolnené z proteinov po hydrolyze. Rozdiely v bo¢nych
ret'azcoch aminokyselin umoznuju ich identifikaciu, napriklad na zaklade farebnych reakcii.
Farebneé reakcie mozu poskytovat’ aj aminokyseliny viazané v proteinoch.

Na delenie aminokyselin je vyuzivana vel'mi Casto papierova, tenkovrstvova a iono-
vymenna chromatografia. Dalia vlastnost vyuZivana na delenie aminokyselin, peptidov
aproteinov je ich i6novy charakter (proteiny sU polyelektrolyty). Celkovy naboj
aminokyselin, peptidov a proteinov zavisi od hodnoty disociacnej konstanty pKa
ionizovatel'nych skupin a pH prostredia. V izoelektrickom pH (pl) tieto molekuly nemajd
naboj, preto sa nepohybuju v elektrickom poli. Naopak, pod / nad touto hodnotou ziskavaju
naboj, vd’aka ktorému sa v elektrickom poli pohybuju, ¢o je vyuzivané v elektroforetickej
separdcii a izoelektrickej fokusacii. Aromatické aminokyseliny a proteiny vykazuju
charakteristické UV absorpéné spektrum. Peptidy a proteiny obsahujlice aromatické
aminokyseliny tyrozin a tryptofan maji absorpcné maxima v oblasti 280-295 nm. Absorpcia
pri niz§ich vlnovych dizkach prislicha peptidovym vizbam. Treba mat’ v8ak na pamiti, e
v tychto oblastiach absorbuju aj iné zlt¢eniny.

Peptidy aproteiny ako makromolekulové latky je mozné zroztoku oddelit

od nizkomolekulovych latok dialyzou.
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3.1 lzolacia kazeinu a albuminov z mlieka

Kravske mlieko obsahuje okrem mlie¢neho cukru laktézy a tukov aj proteiny,

najma kazein a albumin. Oba proteiny je mozné ziskat’ z mlieka zrazanim. Kazein

je citlivy na zmenu pH a albumin je citlivy na teplo.

Chemikalie a pomocky: 8% roztok kyseliny octovej, kadicka, filtraéna aparatira,
skumavky, pipeta, stojan na skumavky, drziak na skimavky
Analyzovana vzorka: kravské mlieko
Pracovny postup:
1. K 100 cm?® mlieka priddme niekolko kvapiek roztoku kyseliny octovej (pridavame
do vytvorenia zrazeniny 1).
2. Vzniknuta zrazeninu 1 oddelime filtraciou.
3. Filtrat zahrievame vo vodnom kupeli az do vytvorenia zrazeniny 2.

4. Zrazeninu 2 opat filtrujeme.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Vzorka Proces zrazania Vyzrazany protein
Mlieko pridavok kyseliny octovej
Filtrat zahrievanie

Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):




Kontrolné otazky:

1. Navrhnite int kyselinu pouzivanti v doméacom prostredi na denaturaciu kazeinu?

2. Uved’te priklady ¢inidiel spdsobujtcich denaturaciu proteinov?

3. Aky ma pre ¢loveka vyznam tepelna Uprava potravin?

4. Na zrazani mlie¢nych bielkovin je zaloZzena vyroba tvarohu. Zistite, aké zrazacie ¢inidla

sU v tomto procese pouzivané?

Poznamky:
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3.2 Ninhydrinova reakcia - dokaz aminoskupiny

Ninhydrinovad reakcia sluzi na dokaz amino skupiny v aminokyselinéch,
peptidoch a v proteinoch. Je to oxida¢no-reduk¢na reakcia zalozena na reakcii
ninhydrinu  (2,2-dihydroxy-1,3-indandion) svolnymi amino- aimino-
skupinami sprevadzana vyraznou farebnou zmenou. Pri reakcii ninhydrinu a aminokyseliny
vznikd Schiffova bdza - ketimin, ktora sa nasledne oxida¢ne dekarboxyluje za vzniku
aldiminu. Aldimin hydrolyzuje na nestily amin, ktory reaguje s d’alSou molekulou
ninhydrinu a pozorujeme intenzivne sfarbenie pomenované ako Ruhemanova violet.

Reakciou ninhydrinu s iminokyselinami prolin a hydroxyprolin je pozorovane zIté sfarbenie.
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Chemikalie a pomdcky: 2% ninhydrin v acetone, etanol, skumavky, pipeta, stojan
na skamavky, drziak na skimavky
Analyzovana vzorka: 1 % alanin, 1 % histidin, 10x riedeny a filtrovany vodny roztok
vajcového bielka, destilovana voda (slepa vzorka)
Pracovny postup:

1. Do skdmaviek napipetujeme 1 cm? analyzovanej vzorky.

2. Ku kazdej vzorke pridame 1 cm? roztoku ninhydrinu a 2 cm? etanolu.

3. Obsah skimavky zahrejeme a pozorujeme farebné zmeny.
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Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Aminokyselina/bielkovina Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdoévodnite jednotlivé pozorovania):
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Vypocty a kontrolné otazky:

1. Vypoéitajte mnozstvo aminokyselin alaninu a histidinu potrebné na pripravu 10 cm?®
1%- nych roztokov tychto aminokyselin.

2. AKy objem vody je potrebné pridat k vajeénému bielku, aby sme ziskali 20 cm?®
10x zriedeného roztoku vaje¢ného bielka?

3. Aky objem vody je potrebné pridat’ k mlieku, aby sme ziskali 20 cm?® 5x zriedeného
roztoku mlieka?

4. Napiste Struktaru produktu reakcie ninhydrinu s prolinom.

5. Ktory protein je najviac zastipeny vo vajcovom bielku?

Poznamky:



3.3 Xantoproteinova reakcia — dokaz aromatickych aminokyselin

Xantoproteinova reakcia slizi na dokaz peptidov a proteinov, ktoré obsahujl
aromatické aminokyseliny, akymi su napriklad tryptofan, tyrozin, fenylalanin.

Zahrievanim s kyselinou dusi¢énou dochadza k nitracii tychto aminokyselin za vzniku

nitrozlicenin. Pridanim zasady vznika amoénna sol’, o sa prejavuje zmenou sfarbenia.

R@UH + HNO, ——> RQ_GH +H,0

RQDI—E +2NaOH ——»

NO,

NO,

R@;c}

N
\D

N—O~

2

+2Na* +2H,0

Chemikalie a pomdcky: koncentrovand HNOsz, 20% roztok NaOH, skimavky, vodny

kapel, pipety

Analyzovana vzorka: 1% alanin, 1 % tyrozin, 1 %, 5x riedeny roztok nizkotu¢ného mlieka,

10x riedeny a filtrovany vodny roztok vajcového bielka, destilovana voda (slepa vzorka)

Pracovny postup:
1. Do skimaviek napipetujeme 1 cm?®

vzorky.

Ku kazdej vzorke pridame 5-6 kvapiek koncentrovanej HNOs.

2
3. Obsah skumaviek zahrejeme a nasledne ochladime.
4

Postupne prikvapkavame 20% roztok NaOH do zmeny sfarbenia.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podla vlastného experimentu a pozorovania):

Aminokyselina/bielkovina

Reakcia (+/-)

Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia
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Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):

Vypoéty a kontrolné otazky:

1. Vypoéitajte mnozstvo NaOH potrebné na pripravu 20 cm® 20 % vodného roztoku NaOH.
2. Aky typ reakcie (podl'a mechanizmu) je nitracia benzénu?

3. Na reakcii vysvetlujucej princip stanovenia objasnite vplyv hydroxylovej skupiny

na naviazanie nitroskupiny na benzénové jadro pri nitracii.
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Poznamky:



3.4 Biuretova reakcia — dokaz peptidovej vazby

Biuretova reakcia je vyuzivana na ddkaz peptidov a proteinov. Reakcia je
zalozena na vzniku komplexu medzi med’natymi ionmi a amidovymi skupinami
peptidovych vazbieb v alkalickom prostredi. Reakcia je pozitivna, ak su v peptide pritomné
aspon 3 aminokyseliny (2 peptidoveé vazby) a je sprevadzana vznikom intenzivne sfarbeného
produktu. Zafarbenie komplexu zavisi od velkosti molekuly peptidu. N&zov Biuretova

reakcia pri peptidoch je pouzivany vzhl'adom na podobnost’ reakcie mednatych ionov

s karamoylmocovinou (biuretom, (NH2-CO-)2NH.

0—¢ CH—R
oo ]
)\ J_L NH HN
HoN-" SNH . NH R W Te=o0
. ‘ Cu2+
biuret 0——0 RN /E—R
\TH i

Reakcia nie je Specificka len pre peptidy. Pozitivnu reakciu pozorujeme aj pri zla¢eninach,
ktoré vo svojej molekule obsahuju skupiny -CSNH2, -C(NH)NH>, -CH>-NH>-, -CH(OH)-
CH2-NHj>, a tiez samostatné aminokyseliny histidin a asparagin.

V T'udskom organizme med’ viazana s histidinom predstavuje vymenitel'ni zasobu Cu(II)
Vv rovnovahe so sérovym albuminom. Hoci uZz je vyrieSena kryStalickd Struktira
Cu(ll)-(L-His)2 komplexu, koordinécia v tekutom roztoku pri fyziologickom pH nie je
jednozna¢ne objasnena. Z vysledkov EPR spektroskopie pri nizkych teplotdch boli
navrhnuté 2 potencialne Struktury vykazujuce vizbovi podobnost’ s inymi zlu¢eninami.
Jedna predstavuje koordinaciu Cu(ll) podobnt glycinu a druhé koordinaciu Cu(ll) podobnu

histaminu.
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HN
— JH
Cuz2+
‘0 NH,
o 4 NH
U Ene

koordindcia podobna glycinu

koordindcia podobna histaminu

Chemikalie a pomocky: 10% roztok CuSOs, 12 % roztok NaOH, skimavky, pipety, stojan

na skamavky

Analyzovana vzorka: 1% histidin, 1% alanin, 5x riedeny roztok nizkotu¢ného mlieka,

10x riedeny a filtrovany vodny roztok vajcového bielka, destilovana voda (slepa vzorka)

Pracovny postup:

1. Do skdimaviek napipetujeme 1 cm? analyzovanej vzorky.

2. Ku kazdej zo skimaviek pridame 2 cm? roztoku NaOH a 2 kvapky roztoku CuSOsa.

3. Skumavky pretrepeme a pozorujeme.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Aminokyselina/bielkovina

Reakcia (+/-)

Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdoévodnite jednotlivé pozorovania):




Vypocty a kontrolné otazky:

1. Vypo¢itajte mnozstvo NaOH potrebné na pripravu 20 cm® 12% vodného roztoku NaOH.

2. Vypocitajte mnozstvo CuSQO4-5H,0 potrebné na pripravu 20 cm® 10% vodného roztoku
CuSOa.

3. Preco je dolezita chelatacia med’natych iGnov v Zivych organizmoch?

4. Napiste produkt reakcie med’natych ionov s biuretom.

Poznamky:
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3.5 S-Pb reakcia — dokaz cysteinu

Aminokyseliny obsahujuce siru (cystein, cystin) a bielkoviny obsahujlce sirnu

aminokyselinu uvolfiuju vplyvom tepla za pritomnosti hydroxidu sodného

sirovodik, z ktorého vznika sulfid sodny. Vzniknuty sulfid sodny je detegovany

pridanim octanu olovnatého za vzniku zrazeniny sulfidu olovnatého.

Reakcia 1: SH

| C-H-z ?HS
ﬁHf NaOH C—NH, C—0
H.N—CH A ’ | | .
M= COONa COONa
COOH
cystein Nazs + H:O NH, pyruvat sodny
Reakcia 2: 0
CHy—C—0
Pb?* +Na,§ ——> 2CH,COONa* + PbS|
R
0

sulfid olownaty
octan olovnaty

Chemikalie a pomécky: 10 % roztok octanu olovnatého, 40 % roztok NaOH, skimavky,
pipety, vodny kupel
Analyzovana vzorka: 5x riedeny roztok nizkotuéného mlieka, 10x riedeny a filtrovany
vodny roztok vajcového bielka, destilovana voda (slepa vzorka)
Pracovny postup:

1. Do skiimaviek napipetujeme 1 cm? analyzovanej vzorky.

2. Do kazdej skiimavky priddme 2 cm?® roztoku NaOH a 4 kvapky roztoku octanu

olovnatého.

3. Skumavky pretrepeme, nechdme v horicom vodnom kupeli priblizne 10 minnt.
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Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Aminokyselina/bielkovina Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):

Vypocty a kontrolné otazky:
1. Aky navazok je potrebny na pripravu 10 cm® 5 % roztoku octanu olovnatého?

2. Poskytuje pozitivny Pb-S test aj aminokyselina metionin obsahujlca siru vo svojej

Struktare?

Poznamky:



3.6 Zrazacie (precipita¢né) reakcie bielkovin

Vplyvom réznych chemickych latok méze dojst’ k zrazaniu bielkovin. Dochadza

K poruSeniu hydratatného obalu bielkoviny a vytvoreniu zrazeniny. Ak sa

po odstraneni  denatura¢ného ¢inidla Struktara bielkoviny obnovi, ide
0 reverzibilni denaturaciu. Naopak, pri ireverzibilnej (nevratnej) denaturacii sa Struktira

bielkoviny neobnovi.

Chemikalie a pomdcky: etanol, éter, krystalicky NaCl, 0,5% roztok octanu olovnatého,
1% roztok siranu med’natého, 20% roztok kyseliny sulfosalicylovej, konc. HCI, konc. HNO3,
stojan na skumavky, skimavky, pipeta

Analyzovana vzorka: 5x riedeny roztok nizkotuéného mlieka, 10x riedeny a filtrovany
vodny roztok vajcového bielka

Pracovny postup:

Reakcia Pracovny postup

K 2 cm?® roztoku bielkoviny, pridame

ZrazZanie bielkovin organickymi ] ]
niekol’ko krystalikov NaCl a6 cmd

rozpust’adlami: etanol ‘
organického rozptstadla.

Zriazanie bielkovin solami t'azkych K 2 cm? roztoku bielkoviny, pridame

kovov: octan olovnaty, siran med’naty 2 cm? roztoku soli tazkého kovu.

Zrazanie bielkovin organickymi K 2 cm?® roztoku bielkoviny, pridame

kyselinami: kyselina sulfosalicylova niekol’ko kvapiek kyseliny sulfosalicylove;.

K 2 cm?® roztoku bielkoviny, pridame
Zrazanie bielkovin silnymi mineralnymi

_ _ 1 cm?® koncentrovanej kyseliny, tak aby sa
kyselinami: HCI, HNOs

kvapaliny nezmiesali.
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Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

_ _ Reakcia |Pozorovana zmena po
Bielkovina Zrazadlo
(+/-) pridani zrazadla
organické
etanol
rozpustadlo
sol’ tazkého octan olovnaty
vajecny kovu siran med’naty
bielok organicka kyselina
kyselina sulfosalicylova
mineralna HCI
kyselina HNOs3
organické etanol
rozpustadlo éter
sol’ tazkého octan olovnaty
_ kovu siran med’naty
mlieko __ i
organicka kyselina
kyselina sulfosalicylova
mineralna HCI
kyselina HNOs3

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdoévodnite jednotlivé pozorovania):




Vypocty a kontrolné otazky:
1. Vypo¢itajte aké mnozstva jednotlivych latok je potrebné navazit na pripravu 10 cm?®
0,5% roztoku octanu olovnatého, 1% roztoku siranu med’natého a 20% roztoku kyseliny

sulfosalicylovej.

2. Ktoré struktary bielkovin (proteinov) zanikaju v pritomnosti denaturaénych ¢inidiel?

Poznamky:



3.7 Dialyza — oddelenie nizkomolekulovych latok od bielkovin

Dialyza je metdda zalozend na principe difuzie nizkomolekulovych latok cez

polopriepustny (semipermeabilnu) dialyza¢ni membranu, ktorej mikropory su pre

makromolekuly nepriepustné. Je to jednoducha metdda, ktorou su separované

latky na zéklade rozdielnej velkosti molekul. V biochémii su casto bielkoviny vyzrazané
siranom aménnym. Na odstranenie nizkomolekulovych Castic (na precistenie bielkovin) je
vyuzivand dialyza. V jednoduchych experimentoch mézu tato funkciu plnit’ celofan, ale
V sucasnosti su komercne dostupné umelé dialyzacné membrany s definovanou velkost'ou

porov.

Chemikalie a pombcky: 10% roztok NaCl, 5 % roztok AgNOs, 0,1% CuSOs, nasyteny
roztok glukozy, 10% NaOH, Fehlingov roztok I, Fehlingov roztok Il, skimavky, stojan
na skamavky, gumicka, Petriho miska, celofan, pipety, kadicky, lievik
Analyzovana vzorka: 10x riedeny a filtrovany vodny roztok vajcového bielka
Pracovny postup:
1. Na obrateny skleny lievik pripevnime celofan.
2. Pomocou gumicky ho zafixujeme pri stopke lievika.
3. Cez stopku napipetujeme 10 cm? roztoku vajeéného bielka, 10 cm® roztoku NaCl a
10 cm® nasyteného roztoku glukézy.
4. Lievik upevnime pomocou drziaka na stojan aponorime do Petriho misky
s destilovanou vodou tak, aby sa nedotykal dna misky, ale aby bol zaroveni ponoreny

Vo vode.

Petnho miska naplnena destilovanou vodou a lievik v celofane s obsahom
vajecného bielka, roztoku NaCl a glukézy. Celofan predstavuje dialyzaéni membranu.
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5. Po desiatich minatach z roztoku v Petriho miske odoberieme do 3 skimaviek
po 2 cm?.

6. Do prvej skamavky k vzorke priddme rovnaky objem roztoku AgNOs.

7. Sdruhou vzorkou vykoname Biuretovu reakciu.

8. Do tretej skimavky priddme Fehlingovo ¢inidlo.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Skumavka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

vzorka + AgNOs

vzorka + reagencie

Biuretovej reakcie

vzorka + Fehlingovo

¢inidlo

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):



Vypocty a kontrolné otazky:
1. Vypo¢itajte aké mnozstvo NaOH je potrebné na pripravu 10 cm® 10% vodného roztoku
NaOH.

2. Ako sa proces dialyzy uplatiiuje v medicinskej praxi?

Poznamky:
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4 ENZYMY

Enzymy s0 katalyzatory reakcii zivych buniek (biokatalyzatory). Vyznamne zvySuju
reakénu rychlost’ zniZzenim aktivaénej energie, ktoru potrebuju molekuly reagujdcich latok
na priebeh reakcie (v§eobecny princip katalyzy). Enzymy su vsak vysoko Specifické, pretoze
velmi selektivne vyberaju a viazu substrat, premenu ktorého katalyzuju (substratova
Specifita).

Z chemického hladiska su enzymy bielkoviny (proteiny), s vynimkou katalytickej aktivity
niektorych RNA molekul (ribozymy). Proteinova zlozka enzymu sa hazyvanl apoenzym,
So substratom nereaguje enzym celym svojim povrchom, ale substrat sa viaze na Specifické
miesto enzymu nazyvané aktivne miesto. Toto miesto je tvorené priestorovym
usporiadanim  funkénych skupin boénych retazcov aminokyselin a zodpoveda
za substratovu Specifitu.

Vicsina enzymov vyuziva pre svoje katalytické pdsobenie aj nebielkovinovu zlozku —
kofaktor. V ulohe kofaktora vystupuju bud’ kationy kovov, alebo organické molekuly —
koenzymy / prostetické skupiny (su to bud vitaminy alebo derivaty vitaminov).
Koenzym sa aktivne podiel'a na katalytickej reakcii enzymu (spolu s enzymom zodpoveda
za $pecifitu acinku), teda akym typom reakcie je substrat premeneny na produkt. Va¢sinou
sluzia ako nosice elektronov, atdbmov a funkénych skupin. Enzym viazany s koenzymom
tvori kKkatalyticky aktivny komplex nazyvany holoenzym. Apoenzym (protein
bez koenzymu) je katalyticky neaktivny.

Podl'a typu chemickej reakcie je zostavena aj Klasifikacia enzymov do 7 tried:
(1) oxidoreduktazy, (2) transferazy, (3) hydrolazy, (4) lyazy, (5) izomerazy, (6) ligazy a
(7) translokézy. Pre mnohé enzymy su pouZzivané aj trivialne nazvy.

Aktivita enzymov podlieha prisnej regulacii, ktora zabezpecuje, Ze rychlost’ metabolickych
reakcii zodpoveda poziadavkadm bunky.

Katalyticka aktivita enzymu je vyjadrovana v jednotkach kataloch. 1 katal (kat)
zodpoveda mnozstvu enzymu, ktoré premeni 1 mol substratu za 1 sekundu pri definovanych
experimentalnych podmienkach. Aktivita enzymov je ovplyvnena viacerymi faktormi, ako
je koncentrécia substratu, teplota, pH, i6nova sila, oxida¢no-redukény potencial, pritomnost’

aktivatorov a inhibitorov.
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4.1 Enzymova aktivita slinnej amylazy

Slinnd amylaza, zndma aj ako ptyalin, je prvym enzymom, ktory sa dostiva
do kontaktu s prijatou potravou. Jej tlohou je Stiepit’ Skrob z potravy na mensie @
fragmenty. Travenie sacharidov pokracuje v d’alsich Castiach traviacej sustavy.

Chemikalie a pomécky: 1% roztok zemiakového Skrobu, Lugolov roztok, skimavky,
stojan na skiumavky, vodny kupel’, teplomer, pipety
Analyzované vzorky: l'udské sliny
Pracovny postup:
1. Do skdimavky nalejeme priblizne 3 cm?® roztoku skrobu.
2. Pridame 2 cm?® I'udskych slin a pridame kvapku Lugolovho roztoku.
3. Skumavku vlozime do vodného ktpel'a a temperujeme pri teplote 37 °C.
4

Pozorujeme zmenu sfarbenia priblizne po 7 a 15 minuatach inkubacie.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podla vlastného experimentu a pozorovania):

Vzorka 0. minGta 7. minUta 15. minUta

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdoévodnite jednotlivé pozorovania):



Kontrolné otazky:
1. Zdovodnite, preco a-amylaza nestiepi celulozové vldkna?

2. Vysvetlite, preco je v experimente vzorka zohrievana pri teplote 37 °C?

Poznamky:



4.2 Enzymaticky rozklad potravy pankreatickymi enzymami

Travenie prijatej potravy zacina Vv Ustnej dutine a pokracuje v d’al$ich castiach
traviacej suUstavy. VéacSina traviacich enzymov je vyluCovana do duodena @
z podzaludkovej zI'azy pankreasu. V niektorych pripadoch traviacich problémov je mozné

pouzit’ lieCivo Pancreolan, ktoré¢ obsahuje pankreatické enzymy. Pritomnost’ tychto enzymov

je mozné dokazat’ jednoduchymi kvalitativnymi experimentami.

Chemikalie a pombcky: 1mol.dm NaOH, Pancreolan, Lugolov roztok, fenolftalein, trecia
miska, skimavky, kadicky, pipeta, filtracna aparatiira
Analyzované vzorky: pecivo, kravské mlieko
Pracovny postup:
A Tréavenie potravy s obsahom sacharidov
1. Ztablety Pancreolanu odstranime vrchny obal a rozdrvime ju na jemny prasok.
Maly kuisok pec¢iva nalameme do kadicky a pridame 10 cm? destilovanej vody.

Obsah kadicky premieSame a nechame stat’ priblizne 3 minuty, prefiltrujeme.

2

3

4. Filtrat rovnomerne rozdelime do dvoch skumaviek.

5. Do oboch skiumaviek pridame kvapku Lugolovho roztoku.
6. lba do jednej skimavky pridame rozdrveny liek.

7

Skumavky nechdme stat’ 15 mintt pri laboratornej teplote.

B Travenie potravy s obsahom lipidov
1. Do dvoch skiimaviek napipetujeme 0,5 cm® mlieka a 2,5 cm? destilovanej vody.
2. Pridame 2 kvapky 1mol.dm NaOH a 1 kvapku fenolftaleinu.
3. Do jednej vybranej skimavky priddme rozdrveny liek.

4. PremieSame a nechame stat’ 5 minut pri izbove;j teplote.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

A Travenie potravy s obsahom sacharidov

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia
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B Travenie potravy s obsahom lipidov a bielkovin

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdoévodnite jednotlivé pozorovania):




Kontrolné otazky:
1. Pankreatin, zmes enzymov v Pancreolane, obsahuje enzymy amyléza, lipaza a proteaza.
Popiste aktivitu enzymov.

2. Fenolftaelin je klasifikovany ako jednofarebny indikator. Vysvetlite.

Poznamky:



4.3 Reakcia na dokaz ureazy

Ureaza (mocovinova amidohydrolaza E.C. 3.5.1.5) je metaloprotein obsahujuci

nikelnaté i6ny. Nachadza sa vo velkom mnozstve organizmov, nhajma

v rastlinéch, riasach, hubach a niekol’kych prokaryotoch. Je schopny katalyzovat’

rychly hydrolyticky rozklad mocoviny za vzniku amoniaku a karbamatu, ktory sa nakoniec
spontanne rozlozi na druhG molekulu amoniaku a hydrogenuhli¢itanu. Amoniak sa
pri kontakte s vodou meni na amonne kationy a spdsobuje tak zvySenie pH prostredia
(2. reakcia), ktoré ma negativne G¢inky na ludské zdravie a na pol'nohospodarstvo.
Alkalizaény efekt vyuzivaju mnohé T'udské patogénne mikroorganizmy, ktoré vyuzivajl
uredzu ako faktor virulencie na infikovanie a kolonizaciu hostitela. Napriklad, u H. pylori
ureédza predstavuje az 10 % z celkového obsahu bielkovin a je nevyhnutna pre prezitie tohto
Pudského patogénu v kyslom prostredi zaludka udrziavanim jeho cytoplazmatického pH

blizke neutralnemu.

O HO NHy O H0 NH; o
C > . —— 4
N “NH, ureéza HN~ o oo

Postupné reakcie rozkladu mocoviny ureazou

0
C| +3H,0 < 2NH,* + HCO5 + OH-

Celkova reakeia hydrolyzy mocoviny vplyvom ureaza

V rastlinach séje vznika mocovina degradaciou argininu a jej rozklad uredzou ma vyznam
pre remobiliz&ciu dusika. Pritomnost’ tohto enzymu v s6ji je mozné stanovit’ jednoduchym

kvalitativnym experimentom.

Chemikalie a pomdcky: 2% roztok mocoviny, fenolftalein, kadi¢ky, skimavky, odmerny
valec
Analyzované vzorky: séjové mlieko
Pracovny postup:
1. Do jednotlivych skimaviek napipetujeme 2 cm? analyzovanej vzorky.

2. Do skimavky pridame 5 cm® 2% roztoku mocoviny.
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3. Skdmavku uzatvorime zatkou a premiesame.
4. Nechame stat’ 2-3 minaty a pridame 2 kvapky kvapiek fenolftaleinu.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):

Kontrolné otazky:

1. V experimente bol pouzity na dokazovu reakciu ureazy indikator fenolftalein. MoZe byt
pouzity indikator metylova zItd? Zdovodnite.

2. Aminokyselina L-arginin je vyuzivana na syntézu anorganickej molekuly, ktora

Vv l'udskom organizme pdsobi ako neuromodulator. Uved’te jej vzorec a nazov.

Poznamky:



4.4 Katalaza v zelenine

Kataldza patri medzi enzymy oxidoreduktazy a katalyzuje rozklad peroxidu vodika -
na kyslik a vodu. “

kataldza

2 H,0, 2H,0 + O,

Rozklad peroxidu vodika vplyvom kataldzy

Peroxid vodika je v rastlindch generovany z roznych zdrojov, napriklad pocas transportu
elektronov v mitochondriach, ale najmé pocas fotorespira¢nej oxidacie. Peroxid vodika sa
ako signalna molekula podiela na vyvoji rastlin. Ked’Ze patri medzi reaktivne formy kyslika,
jeho koncentrécia v zivych bunkach je kontrolovana enzymom katalaza.

Pritomnost’ katalazy mozeme potvrdit’ jednoduchym kvalitativnym testom. Ak sa rastlinna
potravina obsahujuca tento enzym, napriklad zemiakova hl'uza, alebo iné druhy zeleniny

dostanu do kontaktu s peroxidom vodika, déjde k rychlej reakcii sprevadzanej penenim.

Chemikalie a pomocky: 3% roztok H20:
Analyzované vzorky: zemiakova hl'uza, vzorky zeleniny
Pracovny postup:
1. Zo zemiakove] hluzy a vzoriek zeleniny odkrojime priblizne rovnaké mnozstva
a polozime ich na Petriho misky.

2. Na reznu plochu kvapneme niekol'ko kvapiek peroxidu vodika.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdoévodnite jednotlivé pozorovania):



Vypoéty a kontrolné otazky:

1. AKU funkciu plini katalaza v zivych bunkach?

2. V experimente pouzivame 3% peroxid vodika. V laboratériu sa Casto stretdvame
s koncentrovanej$im 35% roztokom. Vypocitajte, ako zriedime 35% roztok peroxidu

vodika, aby sme ziskali 3% roztok v objeme 50 cm?®.

Poznamky:



5VITAMINY

Vitaminy su nizkomolekulové esencidlne organické molekuly exogénneho pdvodu, ktoré
¢lovek musi prijimat’ rastlinnou a Zivoc¢isnou potravou (urcité mnozstvo niacinu syntetizuje
¢lovek z aminokyseliny tryptofan, niektoré vitaminy su tvorené ¢revnou mikroflorou).
Latkovy metabolizmus ovplyviiuja uz pri malych koncentrdciach. V kooperacii
s bielkovinovymi molekulami enzymov zodpovedaju za spravny priebeh mnozstva

enzymatickych reakcii v zivych organizmoch.

Vitaminy su klasifikované podl'a rozpustnosti. Lipofilné vitaminy su rozpustné v lipidoch
(vitamin A, D, E, K), alebo hydrofilné vitaminy su rozpustné vo vode (vitamin By,
vitamin B, kyselina nikotinova a nikotinamid, kyselina pantoténova, vitamin Bs, biotin,

kyselina listova a jej derivaty, vitamin B2, vitamin C).

Nedostatok, resp. nadbytok vitaminov v tele je sprevadzany r6znymi chorobnymi stavmi.
Pociatoény nedostatok niektorého zvitaminov vyvolava hypovitaminézu. Uplny
nedostatok vitaminu sp6sobuje avitamindzu. Naopak, ochorenia spdsobené nadbytkom
vitaminu, zapri¢inuje vznik hypervitaminézy. Ide hlavne o lipofilné vitaminy
so schopnost’ou hromadit’ sa v tukovom tkanive a peceni. Hydrofilné vitaminy su odstranené

mocom.

80




5.1 Vitamin A — ddkazova reakcia

Provitamin A (B-karotén) je pritomny v ovoci a zelenine. V traviacom trakte

Cloveka dochadza k premene tohto prekurzora na vitamin A (retinol).
Provitamin A patri medzi karotény, ktoré v pritomnosti kyseliny sirovej menia svoje
sfarbenie. Jednoduchym kvalitativnym testom je mozné ur¢it’ pritomnost’ uvedeného

vitaminu.

A
retinol

Chemikalie a pomdcky: konc. H2SOa, benzén, skimavky, stojan na skimavky, pipety
Analyzované vzorky: mrkva, paradajky
Pracovny postup:
1. Do jednej zo skimaviek dame postriahand mrkvu a do druhej podrvenu paradajku.
2. Do oboch skimaviek pridame 5 cm?® benzénu.
3. Skdmavky zazéatkujeme a dokladne pretrepeme.
4. Obsah skamavky nechame ustalit’ par mintt a vyluh zlejeme do novych skimaviek.
5. K vyluhu pridame 5 cm® kyseliny sirovej a pozorujeme zmenu sfarbenia na sty¢nej

ploche oboch kvapalin.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podla vlastného experimentu a pozorovania):

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia
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Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):

Kontrolné otazky:

1. Aké st najvyznamnejSie zdroje vitaminu A v potrave?

2. Kolko réznych izomérov tvori karotén? Ktory z nich je najvyznamnejsi z hladiska
vyzivy?

3. AKky je rozdiel medzi karoténmi a karotenoidmi?

4. Ktoré vézby zodpovedaju za farebnost’ karotenoidov?

Poznamky:



5.2 Vitamin C

5.2.1 Vitamin C — dékazova reakcia

Dokazova reakcia na pritomnost’ vitaminu C (kyseliny L- askorbovej) je zalozena

na jeho redukénych vlastnostiach. Kyselina L-askorbovd redukuje

hexakyanozelezitan draselny na hexakyanozeleznatan draselny, ktory d’alej reaguje

so Zelezitym kationom a vytvara charakteristické sfarbenie hexakyanozeleznatozelezitanu
draselného,  Berlinskej modrej.  Z kyseliny  L-askorbovej  vznikd  kyselina
L-dehydroaskorbova.

Na rovnakom principe (reduk¢éné vlastnosti vitaminu C) je zaloZeny aj dokaz pritomnosti
vitaminu C vovoci azelenine jednoduchym testom s manganistamon draselnym.
Manganistan draselny je vystaveny redukénému Géinku vitaminu C avznikd oxid

manganicity. Dochadza k vyraznej zmene sfarbenia.

OH

0
2H 2e /k{” =0

_— OH
f’} A\

/
OH  OH 0 o)

kyselina L-askorbova kvselina L-dehydroaskorbova

/OH
e —
/ FeCl, + K[Fe(CN)) ———=— OH +  3KCl + KsIFe(CH),
B E— ) .
OH OH x':} A\
0 0

Redukény ucinok kyseliny L-askorbovey za vzniku Berlinskef modrej

Chemikalie a pomocky: 1 % roztok hexakyanozelezitanu draselného, 1 % roztok chloridu
zelezitého, 1 % roztok manganistanu draselného

Analyzované vzorky: 1% roztok kyseliny L-askorbovej, roztok vitaminu C (celaskon —
2 tablety nechame rozpustit v 100 cm® vody), citronka, §tava z citrona, vzorky ovocia

(najlepsie citrusového), destilovana voda (slepé vzorka), rozne vzorky ovocia a zeleniny

83



Pracovny postup:
A. Dokaz vitaminu C v tekutych vzorkach
1. Zmiesame 2 cm?® roztoku hexakyanoZelezitanu draselného a2 cm?® chloridu
zelezitého.
2. Do skimaviek napipetujeme po 2 cm?® analyzovanej vzorky.
3. Ku kazdej vzorke priddme 2 kvapky zmieSanych roztokov hexakyanozelezitanu

draselného a chloridu Zelezitého.

B. Dokaz vitaminu C v ovoci a zelenine
Z ovocia alebo zeleniny odrezeme maly ktisok a prelozime na Petriho misku.

2. Na kazdu vzorku pridame 3 kvapky 1 % roztok manganistanu draselného.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podla vlastného experimentu a pozorovania):

A. Dokaz vitaminu C v tekutych vzorkach

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

B. Dobkaz vitaminu C v ovoci a zelenine

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
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Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):

Kontrolné otazky:

1. Vyberte rozpustadlo / rozpustadld, v ktorych sa vitamin C nerozpusta: voda, etanol,
chloroform.

2. Ako sa nazyva produkt oxidacie kyseliny askorbovej?

Poznamky:



5.2.2 Vitamin C - vplyv teploty na redukéné vlastnosti

Vitamin C je pri vysSich teplotach nestabilny a l'ahko oxidovatelny. Varenim

dochddza k stratam vitaminu C v zavislosti od druhu zeleniny a procesu
spracovania (varenie, blanzirovanie, parenie, mikrovinny ohrev). Stanovenie obsahu
vitaminov po tepelnej Uprave ma vyznam z hl'adiska odhadu prijmu Zivin.

Vplyv teploty na vitamin C sa prejavi stratou jeho redukénych vlastnosti, preto uvedeny
efekt mdzeme pozorovat jednoduchym kvalitativnym testom s Fehlingovym ¢inidlom,
Vv ktorom redukciou mednatych iénov dochadza ku vzniku oxidu med’ného, ak je pritomné

reduk¢né €inidlo, kyselina L-askorbova.

Chemikalie a pomocky: Fehlingovo ¢inidlo, skimavky, stojan, drziak na skimavky,
kadicka, kahan
Analyzované vzorky: 1 % roztok kyseliny L-askorbovej (pozitivna kontrola), citronova
St'ava Cerstva, citronova $t'ava prevarena, destilovana voda (negativna kontrola)
Pracovny postup:
1. Zcitréna vytla¢ime Stavu, ktort nésledne prefiltrujeme.
2. Polovicu zo ziskaného objemu odlozime, druhu polovicu v kadi¢ke povarime
priblizne 10 mintt a nechame vychladnut’.
3. Do skimaviek napipetujeme z kazdej vzorky 3 cm? a pridame kvapku Fehlingovho
¢inidla.

4. Obsah skimaviek premieSame a pozorujeme zmenu sfarbenia.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia
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Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):

Kontrolné otazky:

1. Ktor¢ d’alsie faktory, okrem teploty, mozu znizovat’ hladinu vitaminu C?

2. Ktory enzym chyba ¢loveku a primatom na syntézu vitaminu C?

3. Vitamin C je znamy svojimi antioxidaénymi U¢inkami v Zivych organizmoch. Ktora

forma vitaminu C vstupuje do reakcie s radikalmi?

Poznamky:



5.2.3 Vitamin C je kyselina - stanovenie pH \

Na rychle a orienta¢né uréenie hodnoty pH vzorky (roztoky chemicky ¢istych 0
latok, biologické vzorky ako sliny, moc¢) je mozné pouzit' jednoduchy test

s univerzalnym indika¢nym lakmusovym pH papierikom, ktory meria pH v rozsahu od 1-
12. Papierik sa po namoc¢eni do tekutiny rychlo zafarbi a hodnota pH je od¢itana porovnanim
sfarbenia papierika s farebnou skalou na obale. Presnu hodnotu pH roztoku je mozné zistit

meranim pH na kalibrovanych digitalnych pH metroch.

Chemikalie a pomdécky: Petriho miska, skamavka, kadicka, indikatorovy pH papierik,
digitalny pH meter Consort 1010
Analyzované vzorky: 1 % roztok kyseliny L-askorbovej
Pracovny postup:
A. Stanovenie pH roztoku kyseliny askorbovej pH papierikom
1. Pripraveny roztok kyseliny L-askorbovej nalejeme do skimavky.
2. Do roztoku ponorime pH papierik.
3. Priblizne po 5-10 spapierik vyberieme, otrasieme od zvySnej tekutiny.
Farbu porovname s farbou na stupnici aod¢itame hodnotu pH a porovndme

s hodnotou nameranou digitalnym pH metrom.

B. Stanovenie pH roztoku kyseliny askorbovej digitalnym pH metrom

1. Pripraveny roztok kyseliny L-askorbovej nalejeme do kadi¢ky.

2. Digitdlny pH meter je potrebné pred kazdym meranim kalibrovat pomocou
kalibraénych tlmivych roztokov s konstantnou hodnotou pH uvedenou na obale
nadoby.

3. Zapnite pristroj tla¢idlom ON/OFF.

4. Spustite kalibraciu pomocou tlacidla CAL.

5. Zvol'te pozadovany rezim (pH) stlacenim MODE. Na displeji sa okamzite zobrazi
namerana hodnota podla predchadzajiucej kalibracie. Ak chcete prekalibrovat’,
stlacte CAL.

6. Pristroj umoznuje vyber medzi vyrovnavacimi pamitami v paméti (1.68, 2.00, 4.00,
4.01, 6.87, 7.00, 9.18, 9.21, 10.01, 12.00, 12.45). Vyberte spravne hodnoty a stlacte

CAL. Nepouzivané vyrovnavacie pamite by mali byt’ vypnuté.
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7. Elektrody oplachnite destilovanou vodou a ponorte ich do prvého timivého roztoku.
Zvol'te [CALIBRATE], stlacte CAL a postupujte podl'a pokynov na obrazovke, kym
sa kalibracia nedokon¢i.

8. Zariadenie je pripravené na meranie.

9. Opléachnite elektrodu destilovanou vodou aponorte do skumavky s roztokom
kyseliny askorbovej. Od¢itajte hodnotu pH na displeji.

10. Elektrody po pouziti vzdy oplachnite destilovanou vodou a uskladnite ich v 4 M
roztoku KCI.

11. Porovnajte hodnoty pH.

Pozorovanie (doplnte podla vlastného experimentu a pozorovania):
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Kontrolné otazky:

1. Kyselina askorbova pri fyziologickom pH disociuje za vzniku askorbylového anionu.
Napiste jeho vzorec.

2. Nastudujte si tri iné indikatory na stanovenie pH a zadefinujte ich farebné prechody.

3. V jednoduchom s$kolskom experimente by sme mohli pouzit' na stanovenie pH ako
indikatory rastlinné vyluhy. Navrhnite dva rastlinné vyluhy a popiste ich farebné

prechody pri zmene pH.

Poznamky:
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5.3 Vitamin B2 — dokazova reakcia

Vitamin B2 (riboflavin) je citlivy na svetlo. Vplyvom UV svetla sa rozklada, \
preto by potraviny s obsahom vitaminu B mali byt skladované mimo priameho
slne¢ného ziarenia. Vitamin B2 po vystaveni ultrafialovému ziareniu fluoreskuje a preto je

mozné jednoduchym testom s vyuzitim UV lampy zistit’ pritomnost’ vitaminu D.
CH, N |

CHa N N (0]

OH
HO

OH
Riboflavin

Chemikalie a pomocky: filtraéna aparatura, skimavky, UV lampa
Analyzované vzorky: vanilkovy puding v prasku, riboflavin

Pracovny postup:
1. 1 lyzi¢ku vanilkového pudingového pragku rozpustime v 100 cm? destilovanej vody,
premieSame a prefiltrujeme.
2. 'V 50 cm® destilovanej vody rozpustime 1 tabletu riboflavinu.
3. Do skimaviek odoberieme 5 cm?® z kazdej vzorky

4. V tme filtrat vystavime UV Ziareniu.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podl'a vlastného experimentu a pozorovania):

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia
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Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):

Kontrolné otazky:
1. Ktoré koenzymy obsahujd vo svojej molekule riboflavin?

2. Zdbvodnite, preco vykazuje riboflavin fluorescenciu?

Poznamky:
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6 NUKLEOVE KYSELINY

Nukleové kyseliny st biopolyméry, ktorych zakladny monomér je nukleotid (nukleozid
monofosfat). Kazdy nukleotid obsahuje sacharidovi zlozku, kyseliny fosforecnu
a heterocyklickd dusikatu bazu purin a pyrimidin. Na zaklade sacharidovej zlozky su
rozlisované dva typy nukleovych kyselin. Deoxyribonukleova kyselina (DNA), ktora
obsahuje sacharid 2-deoxyribdzu a ribonukleova kyselina (RNA) obsahujuca ribdzu. DNA
obsahuje Styri bazy (adenin, guanin, cytozin a tymin), molekula RNA ma miesto tyminu
uracyl. Dusikata baza je viazand na sacharid N-glykozidovou vézbou a nukleotidy su
vzajomne viazané fosfodiesterovou vazbou.

Poradie nukleotidov reprezentuje primarnu struktaru DNA a RNA. Molekula DNA vytvara
sekundarnu $truktiru z dvoch antiparalelnych retazcov. Struktira je stabilizovana
interakciami medzi © elektronmi dusikatych baz (stacking) a k stabilite prispievaju aj
vodikové vizby. Dvojzavitnica DNA je obtd€ana okolo histonovych bielkovin vd’aka
elektrostatickym interakcidm medzi zaporne nabitymi fosfatovymi skupinami v DNA
a kladne nabitymi skupinami boénych ret'azcov aminokyselin v molekulach histonov.

V zivoéisnych eukaryotickych bunkach je DNA lokalizovana v jadre a v mitochondriéch,
rastlinné bunky maju DNA aj v chloroplastoch. Prokaryotické bunky obsahujd kruhovu
chromozomélnu DNA v cytoplazme (nie je ohranicena membranou) a kruhovl
dvojvlaknovu plazmidovii DNA, ktora prokaryotom dava $pecifické vlastnosti.

Molekula RNA je jednovlaknovéa a vytvara rézne Struktiary. Existuje viacero typov RNA so
Specifickymi biologickymi funkciami, ako mediatorovda (mMRNA), transferovd (tRNA)

a ribozomova (rRNA), mala jadrova (SnRNA) a virusova RNA.

V stcasnosti je vyvinutych viacero postupov na izolaciu nukleovych kyselin z réznych
zdrojov. V kazdej metode je potrebné narusit’ bunkovy obal (bunkové steny a membrany).
Tento krok sa nazyva lyza buniek a proces sa lisi podl'a typu bunky. Po lyze je obsah buniek
uvolneny do tmivého roztoku a vznikne zmes obsahujuca vSetky sucasti bunky. Aby sa

zachovala kvalita DNA, je potrebné precistenie (purifikicia) nukleovej kyseliny.
Lyza buniek je dosiahnuta vel'mi €asto pridanim detergentu SDS (dodecylsiran sodny alebo

TritonX-100). Pri rastlinnych a zivoéisSnych bunkach sa vzorka v prvom kroku

homogenizuje alebo sa bunkova hmota rozrusi zmrazeni v tekutom dusiku. Pri lyze buniek,
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ako aj celom izola¢om postupe, treba dodrziavat postup a odportcania, aby nedoslo
ku degradécii nukleovej kyseliny.

Zlozkou tlmivého roztoku je chelatacna zluCenina EDTA (kyselina etyléndiaminotetra
octova), ktora viaze vapenaté a horecnaté i6ny potrebné pre aktivitu nukledz. Su to enzymy
degradujuce nukleovd kyselinu, ktoré by pocas izola¢ného postupu mohli Stiepit’ nukleové
kyseliny a ich aktivita sa tym oslabi. Niekedy sa v izolaénom postupe odstrafiuju nukleazy
spolo¢ne s d’al§imi proteinmi (enzymami, histonovymi proteinmi) pridavkom enzymu

proteinaza K (proteaza).

Ak chceme izolovat’ DNA, je potrebné odstranit’ primes RNA. Na odstranenie RNA je

do vzorky pridavana pankreatickd RNaza.

Na odstranenie proteinov sa pouZziva vel'mi ¢asto fenol-chloroformova extrakcia. Po pridani
zmesi fenol:chloroform k bunkovému extraktu sa do chloroformu dostanu tuky, proteiny
a Cast’ polysacharidov sa vyzraza a nukleove kyseliny zostane vo vodnej faze. Po odstredeni
vzniknu dve fazy a na ich rozhrani sa vytvori prstenec zrazeniny. Néasledne je potrebné
opatrne odobrat’ vodnt fazu, v ktorej je rozpustend DNA. Po pridani absolutneho etanolu sa
DNA vyzraza. Vyzrazana DNA sa nazyva precipitat a oddeli sa odstredenim pri vysokych
otackach. Zrazenina DNA je nasledne premyvana 70% etanolom (odstrania sa zvysky soli
Vv zrazenine) a po vysuseni je DNA rozpustena vo vode alebo v timivom roztoku, s ktorym
chceme d’alej pracovat’.

Roztoky nukleovych kyselin je potrebné uchovavat pri teplote 4 °C, na dlhodobejSie
skladovanie pri teplote 20 °C.

V stcasnosti st na izolaciu nukleovych kyselin vyuzivané komeréne dostupné kity, ktoré
pracu vel'mi ulahcuju. V kazdom pripade proces izolacie nukleovych kyselin vyzaduje
laboratorne vybavenie, ktoré nie je sucast'ou Skolskych laboratérii. St vSak vypracované
jednoduché postupy izolacie nukleovych kyselin realizovatel'né v podmienkach domaceho

prostredia.
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6.1 Izolacia DNA z ovocia

Pre uspesnt izoldciu DNA z rastlinnych buniek je potrebné dostatocné rozrusSenie

bunkovej steny, ktora je pevnd, tvori ochranny obal rastlinnej bunky. Narusenie

bunkovej steny moZzeme docielit homogenizaciou rastlinného materiélu, alebo jeho

zamrazenim. Na lyzu buniek m6Zeme pouzit’ ako detergent domaci saponat. Na odstranenie

histonovych proteinov, ktoré¢ viazu DNA do chromozémov, je potrebny enzym protedza.

Néhradou komerc¢ne zaktpeného enzymu moze byt napriklad Cerstva ananasova Stava

obsahujuca bromelain.

Chemikalie a pomocky: saponat na umyvanie riadu, NaCl, ananasovy dzuas, denaturovany

alkohol, voda

Analyzované vzorky: Tubovolny biologicky material (idealne ovocie)

Pracovny postup:

1.
2.

V trecej miske rozdrvime biologicky material spolu s 5 cm? saponatu.

Do kadi¢ky prenesieme rozdrvené jahody a pridame priblizne 100 cm?® ananasovej
stavy.

Nechame stat’ pri izbovej teplote aspont 30 minut.

Ziskanu hmotu néasledne precedime cez jemné sitko, resp. gazu.

Ziskanu ovocnu §tavu opatrne prevrstvite 50 cm? adovo vychladeného vysoko
percentného alkoholu.

Po par mindtach namotame biele chumace izolovanej hmoty — DNA na drevend

Spajdlu.

Pozorovanie (doplnte podla vlastného experimentu a pozorovania):
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Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):

Kontrolné otazky:

1. Bromelain je definovany ako zmes cysteinovych proteaz (tiol-endopeptidaz)
nachadzajtcich sa v tkanive rastlinnej ¢el'ade Bromeliaceae ziskanej z ananasu. Popiste
aktivitu endopeptidaz.

2. Nastudujte si zdraviu prospesné ucinky pripisované bromelainu.

3. Na odstranenie RNA so zmesi s DNA sa pouziva enzym RNaza. Navrhnite enzym

vhodny na odstranenie DNA zo zmesi s RNA.

Poznamky:



6.2 I1zolacia RNA z drozdia

Molekulu RNA mozno izolovat' z pekadrenskych kvasnic pomocou hydroxidu
sodného a etanolu. Obsah RNA v tychto eukaryotickych bunkéch je priblizne 4%.

Chemikalie a pomocky: 5% a 50% roztok kyseliny octovej, 0,5% roztok NaOH, dietyléter,

vychladeny etanol, trecia miska, kadicky, odmerné banky, indikatorové papieriky, vahy,

centifugacné skumavky, centrifuga

Analyzované vzorky: pekarenské drozdie

Pracovny postup:

1.

V trecej miske spouzitim morského piesku rozotrieme 20 g kvasnic, 2 cm?

destilovanej vody a 2 cm? dietyléteru.

Do homogenatu postupne pridavame 25 cm® 0,5% roztoku NaOH a dalej
rozotierame d’alSich 15 mintt.

Pomocou 5% Kkyseliny octovej upravime pH na hodnotu 6 (pH kontrolujeme
pomocou indiktorovych papierikov).

Zmes centrifugujeme 10 minat pri rychlosti 3000 otac¢ok/min.

Supernatant zlejeme do kadicky.

Pomocou 50% kyseliny octovej upravime pH na hodnotu 3,5 (pH kontrolujeme
pomocou indiktorovych papierikov).

Postupne pridavame vychladeny etanol (rovnaky objem ako je objem supernatantu),
nechame stat’ 5 minat.

Zmes centrifugujeme 10 — 20 minat pri rychlosti 3000 ota¢ok/min.

Supernatant zlejeme a ziskame zrazeninu RNA.

Pozorovanie (doplite tabul’ku podla vlastného experimentu a pozorovania):




Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):

Vypocty a kontrolné otazky:
1. Vypotitajte ndvazok NaOH potrebny na pripravu 25 cm® 0,5% roztoku NaOH.

2. Preco je drozdie vhodné na izoldciu RNA?

Poznamky:



6.3 Dokaz zloziek DNA a RNA

Pentdzy a 2-deoxypentdzy, podobne ako vécSina ostatnych monosacharidov,
poskytuju zahrievanim v kyslom prostredi derivaty furalu a niektoré d’alSie

chromogénne latky. Tieto latky sa pri reakcii s aromatickymi aminmi

charakteristicky farbia.

Chemikalie a pomdcky: 0,4% roztok NaOH, difenylamin (1g v 100 cm? l'adovej kyseliny

octovej a 2,75 cm?® koncentrovanej kyseliny sirovej)

Analyzované vzorky: vzorka DNA, vzorka RNA

Pracovny postup:

1.

2
3.
4

Do jednej skumavky vlozime malé mnozstvo vyzrazanej DNA, do druhej RNA.
Pridame po 1 cm?®0,4% roztoku NaOH.
Pridame po 1 cm? difenylaminu.

Skumavky zahrievame 10 - 20 min vo vriacom vodnom kupeli.

Pozorovanie (doplite podla vlastného experimentu a pozorovania):

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):




Kontrolné otazky:
1. Pomenujte vézbu, ktorou sa spajaju v molekule DNA nukleotidy.
2. Redukcia ribozy na deoxyriboézu sa uskutocnuje enzymaticky ucinkom prisluSnych

reduktdz. Ktora molekula je donorom vodika pri tejto redukcnej reakcii?

Poznamky:



IT RIESENIA
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R1 SACHARIDY

R1.1 Priprava vzorky z rastlinného materialu

R1.1.1 Extrakcia sacharidov z ovocia

R1.1.2 Extrakcia Skrobu zo zemiakov

Ukazka extraktu z mandarinky po zriedeni
1:1.

V extrakte su pritomné sacharidy rozpustné

s destilovanou vodou v pomere
vo vode. Ak je extrakt pripraveny z ovocia,
mdzeme predpokladat’ pritomnost’ vacSieho

mnozstva ovocného cukru - fruktozy.

Biely prasok zemiakového $krobu bez vone
a chuti ziskany extrakciou zo zemiakovej
hl'uzy po premyti a vysuseni. Na extrakciu
Skrobu su vhodné zésobné organy rastlin
(hl'uzy zemiakov, semend ryze, kukurice,
obilia), kde je Skrob pritomny vo forme

Skrobovych zin.

Kontrolné otazky:

1. Rastlinné bunky s z chemického hl'adiska tvorené predovSetkym sacharidmi, kym

zivociSne bunky maju vysSi obsah proteinov. Sacharidy rastlin sa liSia Struktdrou,

funkciou, rozpustnost'ou a zastapenim.

2. Nizkomolekulové sacharidy pritomné v ovoci a zelenine st najméa fruktéza, glukéza

a sachardza. Su zodpovedné za sladka chut. Mnohé druhy ovocia st bohaté na fruktozu,

preto je fruktoza oznaovana ako ovocny cukor, hoci je frukt6za pritomnd aj v inych

Castiach rastlin a v zelenine. Monosacharidy a oligosacharidy su rozpustné vo vode

a (na rozdiel od polysacharidov) aj v alkoholovych roztokoch.
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3. Na izolaciu je najvhodnejsie pouzit’ Casti rastlin, u ktorych predpokladame vyssi obsah
sacharidov, ktoré chceme ziskat' a zaroven ich extrakcia nie je naro¢na. Napriklad
zo zrelych ovocnych plodov ziskame vyssi obsah rozpustnych sacharidov. AK je pouzité
ovocie so Supkou (jablko), do vody sa dostant aj pektiny (nerozpustné v alkoholoch).
Z0 zasobnych Casti rastlin, ako zemiakova hl'uza, batat, kukurica, semena ryze a pod. je
mozné ziskat’ vyssi obsah $krobu. Kvalitativne a Kvantitativne zastUpenie sacharidov

zavisi od druhu a ¢asti rastliny, vyvojového stadia a podmienok prostredia.

4. Skrob je zlozeny z monosacharidovych jednotiek a-D-glukopyrandzy. Vytvéara dve
odlisné formy, amylézu (~ 20%) a amylopektin (~ 80%). Amyléza vytvéara linearny
retazec glukdz pospajanych o(1—4) glykozidovymi vdazbami, amylopektin je podobny
amyloze, avSak kazdi 20-30 monosacharidovld jednotku sa retazec rozvetvuje
pripojenim d’alsej molekuly glukézy a(1—6) glykozidovou vazbou. Skrob je zasobna
energeticka latka rastlin.

V strukture celulézy st molekuly glukézy viazané P(1—4) glykozidovou védzbou
do dlhych linearnych retazcov. Paralelné retazce celulozovych vldkien st spajané
vodikovymi vdzbami do mikrofibril zodpovednych za mechanickd silu a chemickd

stabilitu celul6zy. Preto méa celuléza v rastlinach stavebnu funkciu.

5. Polysacharidy sa li$ia rozpustnost'ou vo vode. Napriklad celuldza je vo vode nerozpustna,
Skrob sa nerozpust'a v studenej vode, ale rozpusta sa v hor(cej vode. Iné polysacharidy,
napriklad na baze fruktozy (fruktany), ktoré predstavuju zasobné sacharidy v priblizne

15 % druhov kvitnacich rastlin, su vo vode rozpustné.
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R1.2 Molischova reakcia — dokaz pritomnosti sacharidov

Pozorovanie:

Sacharid Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
glukoza + fialovy prstenec
fruktoza + fialovy prstenec

sachardza + fialovy prstenec

Skrob + fialovy prstenec
rastlinny extrakt + fialovy prstenec
voda - bez zmeny

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Analyzované vzorky bez pridaného dinidla v poradi zfava: glukdza, fruktoza, sacharoza, skrob,
rastlinny extrakt, voda

Analyzované vzorky po pridani Molischovho &nidla a podvrstvené HaSO4

Diskusia:

Pozitivny vysledok bol pozorovany pri vSetkych vzorkdch sacharidov, pretoze vplyvom
koncentrovanej kyseliny sirovej dochadza k hydrolyze oligosacharidov a polysacharidov
na monosacharidy. 5-(hydroxymetyl)furfural a furfural, ktoré vznikaju dehydrataciou
z monosacharidov v pritomnosti kyseliny sirovej, kondenzuju s a-naftolom a vytvaraju
fialovo sfarbené kondenza¢né produkty pozorované v skimavkach ako fialovy prstenec

na rozhrani roztoku sacharidu a koncentrovanej kyseliny sirovej. V kontrolnej skumavke
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s destilovanou vodou nebola pozorovana Ziadna zmena sfarbenia, nie st pritomné sacharidy,
ani aldehy.

Vypoéty a kontrolné otazky:
1. Hmotnost' a-naftolu potrebného na pripravu 50 cm?® jeho 10% roztoku, za predpokladu,
ze hustota roztoku bude jednotkova, vypocitame nasledovne:
m (a-naftolu) = w(a-naftolu) . m(roztoku)
m (a-naftolu) =0,1.50 g
m (a-naftolu) =5 g
Na pripravu jeho 10% roztoku a-naftolu odvazime 5 g a-naftolu a v odmernej banke

doplnime do objemu 50 cm? destilovanou vodou.

2. Dehydrata¢né u€inky na sacharidy maji aj HCI, HNOs.

3. Kyselina  sirova  sp6sobuju  hydrolyzu  oligosacharidov  a polysacharidov
na monosacharidy.
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R1.3 Dékaz $krobu jodovou skiskou a hydrolyza Skrobu

Pozorovanie:

A
Obsah Reakcia (+/-) Pozorovana Zohriatie na | Ochladenie na
skumavky zmena 60°C 25°C
sacharoza + zlto-hnedé Zlto-hnedeé zlto-hnedé
Lugolov roztok _ sfarbenie sfarbenie sfarbenie
Skrob + modro-fialové modro-fialové
+ bezfarebné

Lugolov roztok

sfarbenie

sfarbenie

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

A

Skrob a sachardza
bez pridaného ¢inidla

Analyzované vzorky
po zahriati na 60°
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Analyzované vzorky

po pridani Lugolovho roztoku

Analvzované vzorky
po ochladeni na 25°




B

Doba zahrievania skimavky ) o
(8krobovy roztok + HCI) Sfarbenie vzorky po pridani Lugolovho roztoku

0 min modro-fialové sfarbenie
5 min karminovocervené sfarbenie
10 min Cervené sfarbenie
15 min oranzové¢ sfarbenie
20 min zIté sfarbenie
25 min bezfarebné sfarbenie

Roztok 3krobu s HCI a Lugolovym roztokom, dizka zahrievania v poradi (zfava): 0 min, 5 min,
10 min, 15 min, 20 min, 25 min

Diskusia (zdévodnenie pozorovani):

A. Retazec amylozy sa staca do alfa zavitnice a pri reakcii s jodom dava modro-fialové
sfarbenie, pretoze nepolarne molekuly jodu sa dostavaji do vnutornej dutiny zavitnice, ¢im
sa meni absorpéné spektrum. Pri zahriati roztoku obsahujuceho Skrob na teplotu 60°C
dochéadza Kk vyrovnaniu zavitnice amyl6zy, uvolneniu jodu a tym k odfarbeniu roztoku.
Po opédtovnom ochladeni sa Struktira zavitnice obnovi a roztok sa opit’ sfarbuje.

Skimavka obsahujica sachar6zu nedava pozitivnu reakciu, pretoze je to dimer

a pre pozitivnu jédovu reakciu je potrebny dlhsi retazec, ktory bude viazat’ molekuly jodu.

B. Kyselina chlorovodikové spdsobuje hydrolyzu, teda postupné Stiepenie molekuly skrobu.
Jednotlivé hydrolyzaty (dextriny) su Lugolovym roztokom charakteristicky sfarbované.
Zafarbenie sa meni v zavislosti od stupiia hydrolyzy z modro-fialovej (amylodextriny),

Cervenej farby (erytrodextriny), aZ sa roztok nakoniec odfarbuje (achroodextriny).
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Kontrolné otazky:

1.

Amyldza a amylopektin sa skladaju z rovnakej podjednotky, a to z a-D-glukopyrandzy.
V molekule amylézy dochadza k spajaniu monosacharidov o(1—4) glykozidovymi
vazbami. V molekule amylopektinu sa linearne retazce vetvia vytvorenim o(1—6)

glykozidovej vizby na priblizne kazdej 20-30 monosacharidovej jednotke.

. Glykogén.
Inulin, obsahuje fruktdzové jednotky viazané B(2—1) v linearnom retazci.
Skrob v kyslom prostredi hydrolyzuje, preto nebude davat pozitivnu reakciu

s Lugolovym roztokom.

Na dokaz pritomnosti $krobu je mozné pouzit’ vzorky potravin (muka, puding, ryza,

zemiak a pod.), na ktoré kvapneme Lugolov roztok.
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R1.4 Stanovenie redukujucich sacharidov

R1.4.1 D6kaz redukujucich sacharidov Fehlingovou reakciou

Pozorovanie:

Sacharid Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
glukdza + 7lto-hneda zrazenina
fruktoza + zlto-hneda zrazenina

galaktoza + Zlto-hneda zrazenina

laktéza + Zlto-hneda zrazenina
sachar6za - bez zmeny
rastlinny extrakt + oranzova zrazenina

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Analyzované vzorky bez pridaného &nidla v poradi zlava: glukoza, fruktoza, galaktoza,
laktoza, sacharoza, rastlinny extrakt

= SR — - ——
Analyzované vzorky po pridani Fehlingovho ¢éinidla

Analyzované vzorky po zahrievani vo vodnom kupeli
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Diskusia:

Glukoza, galaktéza a fruktdéza su redukujuce sacharidy, preto vich pripade dochéadza
k oxidacii aldehydovej, resp. keto- skupiny a zaroven k redukcii Cu?* na Cu*. Uvedené
zmeny je mozné V skimavke pozorovat' ako zmenu sfarbenia z modrej na oranzovl az
tehlovoCervenu. Sachardza je disacharid tvoreny glukézou a frukt6zou. Ich poloacetalove
hydroxyly, ktoré by mohli redukovat’ mednaty kation, vytvaraju glykozidova véizbu.
Sachar6za teda patri medzi neredukujldce disacharidy, apreto s Fehlinovym ¢inidlom
nereaguje. V tomto pripade mézeme vidiet' iba modré sfarbenie Fehlingovho ¢inidla.
Laktdza patri tak isto medzi disacharidy, avsak jeden poloacelatovy hydroxyl mé volny, ma

preto reduk¢né vlastnosti.

Vypocty a kontrolné otazky:

1. Na pripravu 100 cm® 7% roztoku siranu mednatého je potrebné navazit 7g CuSOs
adoplnit do celkového objemu 100 cm?® destilovanou vodou v odmernej banke.
V laboratériu je vSak dostupnd hydratovand forma siranu mednatého, CuSO4-5 H2O.
Tato zlucenina obsahuje 5 molekdl vody, Co treba zohladnit’ vo vypocte. Na ziklade
relativnych molekulovych hmotnosti vypocitame percentudlne zastipenie CuSOg4
v molekule CuS0O4-5 H20.
W(CuSO4) = Mr(CuS0Oy4) / Mr(CuSO4-5 H20)
w(CuSOg4) = 159,6 / 249,7 = 63,9 %
Z predchadzajuceho vypoctu vieme, Ze na pripravu 100 g roztoku potrebujeme 7g CuSOa.
K tomuto mnoZstvu siranu musime priratat’ teda aj molekuly vody, pouzijeme preto vzt'ah
priamej umery:
79gCUSOs ..o 63,9%
X g (CuSO4-5 H20).......... 100%
x =10,95 g CuSOa4-5 H20
Takéto mnozstvo pentahydratu siranu med’natého rozpustime v malom mnoZstve vody,
opatrne prelejeme do odmernej banky a doplnime destilovanou vodou do objemu
100 cm?,

2. Percentualne zast(penie vinanu sodno-draselného v 100 cm® 10% NaOH vypocitame
podla vztahu pre vypocet hmotnostnych percent za predpokladu, ze hustota roztoku bude
jednotkova:

w(vinanu sodno-draselného) = m(vinanu sodno-draselného) / m(roztoku)
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w(vinanu sodno-draselného) =35 g/ 100 g = 35 %

Percentualne zastdpenie vinanu sodno-draselného v 100 cm?® 10% NaOH je 35 %.

Pri vypocte hmotnostnych percent NaOH pouzijeme rovnaky vzorec:

w(NaOH) = m(NaOH) / m(roztoku)

m(NaOH) = w(NaOH) . m(roztoku)

m(NaOH) =0,1. 100 g = 10g

Na pripravu 100 cm® 10% NaOH je potrebné navazit 10g NaOH. Toto mnoZstvo
rozpustime v malom mnozZstve vody a do objemu 100 cm?® doplnime destilovanou vodou

v odmernej banke.

. Vychadzame z relativnych atdbmovych hmotnosti (Ar) prvkov H (1,007), O (15,999),
C (12,011) vyhladanych v tabulkach. Na urcenie relativnej molovej hmotnosti (Mr)
daného sacharidu je potrebné séitat’ atdbmové hmotnosti vSetkych atomov v molekule
sacharidu. Na vypocet pouzijeme sumarny vzorec sacharidu: glukéza - (CeH120s),
fruktoza - (CeH120¢), galaktéza - (CeHi120e), sachardéza - (Ci2H22011), lakt6za
(C12H22011).

Molekuly glukézy, fruktdézy a galaktézy maja rovnaky sumarny vzorec (CeH120e),
ktorého relativnu mélova hmotnost’ vypocitame nasledovne:

6 X Ar(C) + 12 x Ar(H) + 6 x Ar(O) =6 x 12,011 + 12 x 1,007 + 6 x 15,999 = 180,144

Rovnako postupujeme pri disacharidoch.

Sacharid Relativha moélova hmotnost’
glukdza / fruktdza / galaktoza 180,144
lakt6za / sachar6za 342,275

. Pre vypocet navazku sacharidov pouZzijeme nasledovny vzt'ah za predpokladu, Ze hustota
roztoku bude jednotkova:

m(sacharidu) = w(sacharidu) . m(roztoku)

V pripade glukozy teda bude platit™:

m(glu) = 0,01 . 509

m(glu) = 0,5¢g

Glukézu rozpustime v malom mnozstve destilovanej vody avodmernej banke
objemom 50 cm?® dopInime objem destilovanou vodou.

V pripade fruktozy, galaktdzy a sachardzy ide tak isto 0 1% roztoky, preto ich navazky

a mnozstvo pridanej vody bude totozné s vypoctom pre glukdzu.
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R1.4.2 D6kaz redukujucich sacharidov Trommerovou reakciou

Pozorovanie:

Sacharid Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
glukdza + hnedo-¢ervena zrazenina
frukt6za + hnedo-Cervena zrazenina

galaktéza + hnedo-Cervena zrazenina
laktoza + hnedo-Cervena zrazenina

sachardza - bez zmeny
rastlinny extrakt + hneda zrazenina

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Analvzované vzorky bez pridaného &nidla v poradi zfava: glukoza, fruktoza, galaktoza, laktoza,

sacharoza, rastlinny extrakt

Analyzované vzorky po pridani roztoku NaOH a CuSOs
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Diskusia:

V skimavkéch s obsahom glukézy, fruktdzy a galaktézy boli redukované med’naté iony, ¢o
sa prejavilo vznikom Zlto-hnedej zrazeniny CuOH, ktora sa postupne menila na Cerveny
Cu20. Tieto sacharidy maju vol'né poloacetalové hydroxyly, ktoré su zodpovedné za ich
redukéné vlastnosti. Rovnaka reakcia je pozorovana aj v pripade disacharidu laktdzy, ktora
pouziva na vytvorenie O-glykozidovej vazby len jeden poloacetalovy hydroxyl a druhy
ostava vol'ny. Sachardza pozitivnu reakciu nedava, ked’ze ide o neredukujuci disacharid.
Aj v pripade rastlinného extraktu pozorujeme pozitivnu reakciu, ktora dokazuje pritomnost’
redukujucich sacharidov. Hoci ovocna $tava mbze obsahovat’ viacero typov sacharidov,

Vo vzorke predpokladame najma pritomnost’ gluk6zy (hroznovy cukor) a fruktozy.

Vypocty a kontrolné otazky:

1. Pri vypoéte navazku NaOH potrebného na pripravu 50 cm® 10% vodného roztoku NaOH
za predpokladu, ze hustota roztoku bude jednotkova, pouzijeme vzorec:
w(NaOH) = m(NaOH) / m(roztoku)
m( NaOH) = w(NaOH) . m(roztoku)
m(NaOH) = 0,1 .50 g = 5¢
Na pripravu 50 cm® 10% NaOH je potrebné navazit 5§ NaOH. Toto mnoZstvo
rozpustime v malom mnozstve vody a do objemu 50 cm?® doplnime destilovanou vodou

v odmernej banke.

2. Navazok CuSO4-5H,0 potrebny na pripravu 50 cm® 5% vodného roztoku CuSOa
za predpokladu, ze hustota roztoku bude jednotkova, vypocitame nasledovne:
w(CuS0O4) = m(CuSOQs4) / m(roztoku)
m(CuSO4) = w(CuSO4) . m(roztoku)
m(CuS04) =0,05.50g=25¢g
Pri priprave 50 cm® 5% roztoku siranu mednatého musime navazit a rozpustit' 2,5 g
CuSOys, ktoré doplnime do celkového objemu roztoku 50 cm?®. V laboratériu je viak
dostupna hydratovana forma siranu med’natého CuSO4-5 H20. Tato zlicenina obsahuje
5 molektl vody, ¢o treba zohladnit’ vo vypocte. Na zéklade relativnych mdlovych
hmotnosti vypocitame percentualne zastipenie CuSO4Vv molekule CuSO4-5 H20.
w(CuSOa4) = Mr(CuSQOg4) / Mr(CuS0O4-5 H20)
w(CuSO4) = 159,6 / 249,7 = 0,639 = 63,9 %
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Z predchadzajiceho vypoétu vieme, 7e na pripravu 50 cm® roztoku potrebujeme
2,59 CuSOg4. K tomuto mnozstvu siranu musime pripocitat’ aj molekuly vody, pouzijeme
preto vzt'ah priamej umery:

2,59 CuSOy4 ...ooovvvriiinn, 63,9%

X g (CuSO4-5 H20)............ 100%

X =3,91 g CuSO4-5 H20

Takéto mnozstvo pentahydratu siranu med’natého rozpustime v malom mnozstve vody,

opatrne prelejeme do odmernej banky a dopInime destilovanou vodou do objemu 50 cm?.

. Laktoza je disacharid zlozeny z B-D-galaktopyran6zy a D-glukopyran6zy viazanych
B (1—4) glykozidovou vdzbou. V sacharéze sa spaja a-D-glukopyrandza

S B-D-fruktofurandzou B (1—2) glykozidovou vézbou.

. Laktoza je redukujuci disacharid, pretoze ma jednu poloacetalova hydroxylovi skupinu
vol'nu (poloacetalovy hydroxyl glukdzy). Sachardza je neredukujuci disacharid, pretoze
nema volny poloacetalovy hydroxyl. Poloacetalové hydroxyly a-D-glukopyrandzy a
B-D-fruktofurandzy vytvaraju glykozidovu vézbu, preto sa nemézu zapojit’ do oxida¢no-

reduk¢nej reakcie.
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R1.4.3 D6kaz redukujucich sacharidov Tollensovou reakciou

Pozorovanie:

Sacharid Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
glukoza + strieborny povlak
fruktdza + strieborny povlak

galaktoza + strieborny povlak

lakt6za + strieborny povlak
sachardza - bez zmeny
rastlinny extrakt + sytoCierna zrazenina

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Analyzované vzorky bez pridaného ¢inidla v poradi zfava: glukoza, fruktoza, galaktoza, laktoza,

sacharoza, rastlinny extrakt

Analyzované vzorky po pridani Tollensovho &nidla
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Analyzované vzorky po zahrievani vo vodnom kupeli




Diskusia:

AKk je v sustave pritomny redukujlci sacharid, dochadza k oxidacii jeho aldehydovej, resp.
ketoskupiny. Strieborny kation, ktory je zlozkou Tollensovho ¢inidla, je pri reakcii
s redukujlcou latkou oxidovany na elementarne striebro AgP, ktoré vytvori strieborné
zrkadlo na stendch skimavky. Na zaklade vysledkov experimentu mozno pozorovat’ vznik
elementarneho striebra v skamavkach vsetkych monosacharidov a laktozy, ¢im boli
potvrdené ich reduk¢éné ucinky vdaka pritomnosti vo'ného poloacetalového hydroxylu
v kazdej analyzovanej molekule. Pozitivnu reakciu nedava sacharéza, kedze ide
o neredukujdci disacharid. Pozitivna reakcia v pripade rastlinného extraktu potvrdzuje

pritomnost’ redukujucich sacharidov.

Vypocty a kontrolné otazky:

1. 100 cm? 2% vodného roztoku amoniaku pripravime zriedenim 25% roztoku destilovanou
vodou. Pri vypocte pouzijeme zried'ovaciu rovnicu a vypocitame tak objem vody a 25%
roztoku amoniaku:

V (25% roztoku amoniaku) = 0,02. 100 cm®/ 0,25 = 8 cm®
Mnozstvo vody, ktoré je potrebné na zriedenie = 100 cm? - 8 cm® = 92 cm?®
Na pripravu roztoku potrebujeme 8 cm?3 25% roztoku amoniaku a 92 cm? destilovanej

vody.

2. Oxidaciou glukézy vznika kyseliny aldénova, resp. amonna sol’ kyseliny glukénove;.

2 AgNO, + 2 NaOH —= Ag,O + 2 NaNO,+ H,O
2 Ag’(aq) + 2 OH(aq) —=Ag,O(s)+ H_O(l) v ionovom tvare

Ag.O + 4NH,OH.2 NaNO, — 2 [Ag(NH,),|NO,-NaOH +2 H,0
Ag;O(s)+ 4 NH," + 2 OH —=2 [Ag(NH,), ["(@a) + 3H,0 | v iGnovom tvare

Priprava Tollensovho &inidla
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X -
H——OH H——0OH
HO——H  +2 [Ag(NH,), |NO, + 2 NH,OH = HO H  + 2Ag+ 2NHNO,+ 4 NH, + H.O
H——0OH H——0OH
H——0H H——OH
CH;OH CH,OH

=° Z° o
R_G\.H + 9 PI'QINHa}z] (ag) + 2 OH —= R_G“"‘DH‘P 2Ag° + 4 NH, +H,0

v ionovom tvare

0
o
R-CZ + 3NH,

07 NH,*

Oxidacia glukozy a redukcia strieborného kationu na elementdrne striebro
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R1.4.4 D6kaz redukujucich sacharidov Nylanderovou reakciou

Pozorovanie (doplite tabul’ku podla vlastného experimentu a pozorovania):

Sacharid Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
glukdza + hnedo-¢ierna zrazenina
fruktoza + hnedo-¢ierna zrazenina

galaktdza + hnedo-¢ierna zrazenina

lakt6za + hnedo-¢ierna zrazenina
sachardza - bez zmeny
rastlinny extrakt + hnedo-¢ierna zrazenina

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Analvzované vzorky bez pridaného ¢inidla v poradi zfava: glukoza, fruktoza, galaktdza, laktoza,

sacharoza, rastlinnv exfrakt

Analyzované vzorky po pridani Nylanderovho &nidla
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Diskusia:

V piatich skiimavkach zo $iestich sa po pridani Nylanderoho ¢inidla a naslednom ohrievani
vo vodnom kupeli vylucila hnedo-Cierna zrazenina. Sfarbenie vzoriek nasved¢uje tomu, ze
v skimavkach sa nachadzali sacharidy s redukénymi vlastnost'ami. VSetky monosacharidy
maji vol'nu aldehydovu, resp. ketonovu skupinu, ktora méze byt oxidovana a sposobovat’
redukciu inej molekuly. Preto v prvych troch vzorkach monosacharidov doslo k redukcii
v Bi® kationu na kovovy bizmut. Z disacharidov bola pozorovana pozitivna reakcia
pri laktoze, pretoze je redukujtci disacharid a pri sachar6ze nebola pozorovana ziadna
zmena (neredukujuci disacharid). Vzorka rastlinneho extraktu zmenila sfarbenie na hnedo-
¢ierno. Vzorka teda obsahuje redukujici sacharid(y). Ked’ze ide o extrakt z ovocia, mozno

predpokladat’ pritomnost’ frukt6zy.

Kontrolné otazky:

1. Na detekciu redukénych vlastnosti sa pouzivaju iony tazkych kovov. Okrem Bi®* kationu
pouzitého v Nylanderovej skuske mozeme redukujuce vlastnosti testovat” aj pomocou
ionov Cu?*, Fe*, Hg?* alebo Ag*. V pripade tychto ionov kovov s zmeny ich oxidaéného

stavu spojené s vyraznou farebnou zmenou.

2. Samotné polysacharidy nemaji redukéné vlastnosti. Ak by sme vSak vhodne zvolenym
hydrolytickym ¢inidlom (napr. HCI, H2SOs, atd’.) dosiahli stiepenie chemickej vazby
molekuly polysacharidu na mensie fragmenty, moze v tomto pripade dojde k redukcii
bizmutitého kationu a k vzniku charakteristického sfarbenia, ktorG bude poskytovat

poloacetalovy hydroxyl uvol'neny po hydrolyze.
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R1.5 Selivanova reakcia na rozlisenie ald6z a ket6z

Pozorovanie:

Sacharid Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
glukéza +/- syte zlto-ruzové sfarbenie
fruktoza + Cervené sfarbenie

galaktoza +/- syte zlto-ruzové sfarbenie
lakt6za +/- slabé zlto-ruzové sfarbenie

sachar6za + Cervené sfarbenie
rastlinny extrakt + Cervené sfarbenie

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Analyzované vzorky bez pridaného ¢€inidla v poradi zfava: glukoza, fruktdza, galaktdza, laktdza,

sacharoza, rastlinny extrakt

Analvzované vzorky po pridani 25% HCI a rezorcinolu

Analyzované vzorky po zahrievani vo vodnom kupeli
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Diskusia:

V skimavkach sroztokom fruktozy, sachar6zy a rastlinného extraktu doslo k vzniku
vyrazného Cerveného zakalu. Znamena to, ze v skumavkach sa nachadzali sacharidy
s ketonovou skupinou. Struktira sachardzy sa sklada z glukozy a fruktozy. Pri zahrievani
sacharozy s kyselinou chlorovodikovou dochadza k hydrolytickému Stiepeniu glykozidovej
vazby a fruktoza, ktora sa uvolnila, spdsobila vznik charakteristického sfarbenia. V pripade
sacharidového extraktu sa da predpokladat, kedZe ide o extrakt z mandarinky, Ze sa
vo vzorke bude nachadzat’ vacsie mnozstvo fruktozy (ovocného cukru). Selivanova reakcia
predpoklad potvrdila. Skimavky s roztokom glukdzy a galaktdzy sa sfarbili na Zlto-ruzovo.
Kedze ide o alddézy, najprv prebieha ich izomerizécia na ketozy, takze sfarbenie nie je také
intenzivne atrva dlhsie, kym sa prejavi. Skiimavka s roztokom laktdézy vykazovala
najslabsie zafarbenie. Laktoza je zloZena z galaktozy a glukdzy. Ide o dve aldozy, takze aj
Vv tomto pripade po rozstiepeni glykozidovej vdzby musi najprv dojst’ k ich konverzii

na ketozy.

Vypocty a kontrolné otazky:

1. 10 cm?® 25% vodného roztoku HCI pripravime zriedenim jej 35% roztoku destilovanou
vodou. Pri vypocte pouzijeme zried'ovaciu rovnicu a vypocitame tak objem vody a
35% HCI:

V (35% HCI) = 0,25. 10 cm®/ 0,35 = 7,1 cm®
Mnozstvo vody, ktoré je potrebné na zriedenie = 10 cm® — 7,1 cm®=2,9 cm?®

Na pripravu roztoku potrebujeme 7,1 cm? 35% HCI a 2,9 cm? destilovanej vody.

2. Polysacharidy by mohli vykazovat’ pozitivnu reakciu v pripade, Ze by pred samotnym
pridanim ¢inidiel prebehla ich hydrolyza. Rozstiepenie vdzieb by muselo prebehnut’ az
do takej miery, aby boli pritomné jednotlivé monosacharidy. Takato hydrolyzu mozeme

dosiahnut’ pridanim koncentrovanych kyselin, enzymov, ¢i varom.
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R2 LIPIDY

R2.1 Rozpustnost’ a emulgacia lipidov

Pozorovanie:

A Rozpustnost’ lipidov
Rozpustadlo Pozorovana zmena
destilovana voda oddelené fazy
dietyléter Uplné rozpustenie
chloroform UplIné rozpustenie
etanol ¢iasto¢né rozpustenie

Bravéova mast’ s rozpustadlami v poradi zlava: destilovana voda, dietyléter, chloroform, etanol

B Emulgacia lipidov

Emulgéator Pozorovana zmena
vajcovy bielok emulgacia olivového oleja
KOH emulgéacia olivového oleja
detergent emulgéacia olivového oleja
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Olivovy olej s destilovanou vodou a emulgatonmi v poradi zlava: vajcovy bielok, KOH, detergent

Diskusia:

A

Lipidy su hydrofobne latky, a preto sa vo vode nerozptst'aju (skimavka s vodou). Rovnako
sa mast’ nerozpust'a v etanole, ktory je polarne rozpustadlo. V pripade, Ze by sme skimavku
zahriali, doslo by len k emulgaécii lipidu a po ochladeni by sa tuk opét’ od tekutej fazy oddelil.
Najlepsie sa lipidy rozpustaji v nepolarnych rozpustadlach, preto v pripade dietyléteru
a chloroformu doslo k Uplnému rozpusteniu bravéovej masti.

B

V pripade vsetkych troch pridanych emulgatorov bolo pozorované ciastoéné rozptylenie
kvapiek olivového oleja vo vodnom roztoku. Tieto latky znizili povrchové napitie a tak
umoznili lepSie rozptylenie dispergovanych castic vo vode. Treba vSak podotknut’, ze vo

vodnom roztoku nikdy neddjde k Uplnej emulgécii lipidov.
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Kontrolné otazky:
1. Z vysledkov experimentu je zrejmé, ze tuky sa dobre rozpustaju v nepolarnych
rozpustadlach. Okrem dietyléteru a chloroformu by sme na rozpustanie tukov mohli

pouzit’ benzin, benzén, toluén, dichlormetan, hexan atd’.
2. Lipidy sa v 'udskom organizme emulguji pomocou Zl¢ovych kyselin, ktoré su sti¢astou
7I¢e vznikajucej v peCeni. Ide o steroidné latky, ktoré umoziuju emulgaciu lipidov

prijatych potravou.

3. Existuje mnozstvo detergentov v domacnosti, ktoré by sme v tomto experimente mohli

vyuzit’, napr. tekuté mydlo, sprchovy gél, praci prasok, saponat na riad a d’alSie.
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R2.2 Akroleinové reakcia — dokaz pritomnosti glycerolu

Pozorovanie:

Lipid Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
glycerol + Stiplavy zapachajuci plyn
olivovy olej + Stiplavy zapachajuci plyn
- Bez zmeny - doslo iba
vceli vosk )
Kk roztopeniu vosku
bravcova mast’ + Stiplavy zapachajuci plyn

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Diskusia:

V skiimavkéch s obsahom glycerolu, olivoveého oleja a bravcovej masti je pri zahrievani
s hydrogensiranom draselnym pozorovand pozitivna akroleinova reakcia s rozdielnou
intenzitou. Je zrejmé, ze Stiplavy zapach typicky pre akrolein je najintenzivnejsi
pri zahrievani ¢istého glycerolu. V olivovom oleji a v bravéovej masti (Zivocisny tuk) je
glycerol viazany v struktare acylglycerolov, obsah glycerolu vo vzorke je mensi, a preto je
Stiplavy zapach pochadzajici z uvolneného akroleinu menej intenzivny. Sucast’'ou Struktary
véelicho vosku nie je glycerol, ale jednosytny voskovy alkohol, preto vzorka s voskom

neposkytuje pozitivnu reakciu.

Kontrolné otazky:

1. Pozitivnu akroleinova skisku poskytuja tripalmitoylglycerol a fosfatidyl inozitol.

2. Vo voskoch je mozné najst’ jednosytne alkoholy s dlhym retazcom, napriklad

cetylalkohol (C16), cerylalkohol (C26), mericylalkohol (C30).

3. V zlozenych lipidoch moze byt pritomny aj nenasyteny aminoalkohol sfingozinom (Cis).
Jeho aminoskupina tvori amidova viazbu s mastnou kyselinou (zakladna Sturktara

ceramidu).
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R2.3 Dokaz lipidov v semenéach rastlin

Pozorovanie (doplite tabul’ku podla vlastného experimentu a pozorovania):

Rastlinna vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
slnec¢nica + ruzovo-cervené sfarbenie
l'an + Cervené sfarbenie
mak + ruzovo-¢ervené sfarbenie

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Analyzované vzorky s destilovanou vodou v poradi zfava: slnecnica, Fan, mak

Analyzované vzorky po zahrievani bez pidaného farbiva

Analyzované vzorky po pridani farbiva Sudan IIT
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Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):

Vo vSetkych troch testovanych vzorkach bol pozorovany pozitivny vysledok. Farbivo
Sudan 11l je dobre rozpustné v etanole, ale eSte lepSie rozpustné v lipidoch. Zahrievanim
vzoriek sa uvolnili lipidy zrozdrvenych semien. Po pridani farbiva k vzorkam doslo
K vzniku ruzového az cerveného sfarbenia. Intenzita sfarbenia stvisi s mnozstvom
pritomnych olejov. Vo vsetkych skiimavkach bolo rovnaké mnozstvo rastlinnych semien,
preto podla intenzity sfarbenia moézeme predpokladat’, Ze najviac lipidov sa nachadzalo

prave v semenach l'anu.

Kontrolné otazky:

1. Zasobné lipidy su ulozené v semenach rastlin.

2. V triacylglyceroloch rastlin maji vyznamné zastlpenie nenasytené mastné Kkyseliny,
ktoré st zodpovedné za ich tekuty stav pri izbovej teplote (rastlinné oleje).

3. Samotné kli¢enie semien a rast novej rastliny je energeticky velmi naro¢ny proces.

Z biomolekul su lipidy najvhodnej$im zasobnym zdrojom energie, ked’Zze poskytuju

najvacsie mnozstvo energie v prepote na 1 g.
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R2.4 Db6kaz cholesterolu Salkowského reakciou

Pozorovanie:

Lipid Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
maslo + oranzovo-zIté sfarbenie
bravéova mast’ + oranzovo-zIté sfarbenie
slneCnicovy olej + cervené sfarbenie
olivovy olej + karminovo ¢ervené sfarbenie

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Analyzované vzorky v poradi zlava: maslo, bravéova mast’, slneénicovy olej, olivovy olej

Analyzované vzorky po pridani chloroformu a konc. H2SO4

Diskusia (zdévodnite jednotlivé pozorovania):

V pripade masla a bravéovej masti bola pozorovana postupnd zmena sfarbenia jednotlivych
vrstiev. Horna chloroformova vrstva sa sfarbila na oranzovo, spodna kyselinova vrstva
na zlto. Vznik sfarbenia potvrdilo pritomnost’ cholesterolu v tychto zivoc¢isnych tukoch.
V pripade slne¢nicového a olivového oleja pozorovali vznik cerveného az

karminovoc¢erveného sfarbenia oboch vrstiev. V tychto rastlinnych lipidoch sa potvrdila
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pritomnost terpenoidov. Podl'a intenzity sfarbenia mézeme predpokladat, ze olivovy olej je

na tieto latky bohatsi.

Kontrolné otazky:
1. Zékladna Struktara cholesterolu je steran (cyklopentanoperhydro fenantrén). Latky so

steroidnou Struktarou su klasifikované ako steroidy, do ktorej patri aj cholesterol.

2. ZmydelniteI'né lipidy obsahuju esterovo viazanu dlhoret’azcovii mastnu kyselinu a mozu

byt’ v zasaditom prostredi hydrolyzované. Tento typ véazby nie je v cholesterole.

3. Esterifikéacia cholesterolu je univerzalny mechanizmus na ukladanie a transport vel'’kého
mnozstva cholesterolu medzi organmi a tkanivami a na zabranenie toxicite nadbytku

bunkového cholesterolu.

4. Cholesterol moze tvorit' 256 (28) rozdielnych stereoizomérov.

5. Niektoré funkcie cholesterolu: zlozka biologickych membran (ovplyviiuje fluiditu
a permeabilitu membran; zlozka myelinového obalu nervovych buniek; prekurzor

biosyntézy steroidnych hormdnov, zI¢ovych  kyselin, hormoénov  nadobliéiek

a kalciferolov.
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R2.5 lIzolacia fosfatidylcholinu a fosfatidyletanolaminu

Pozorovanie:

Pri dodrzani jednotlivych krokov pracovného postupu bola najprv ziskana zrazenina
fosfatidylcholinu (lecitinu). Kademnata sol’ lecitinu nie je rozpustna v dietyléteri, preto sa
da lahko zachytit' na filtratnom papieri. Naopak, kademnata sol’ fosfatidyletanolaminu
(kefalinu) je v dietyléteri rozpustna, preto na ziskanie ¢istého lipidu je potrebné dietyléter

odparit’.

Zrazenina fosfatidvicholinu Zrazenina fosfatidvletanolaminu

Kontrolné otazky:
1. Lecitin je zloZeny lipid, fosfolipid.
CH,

| -

2. Vzorec cholinu: HO——CH,— CH,—N
|

CH,
CHB

3. Niektoré funkcie lecitinu: je prirodny antioxidant; podiel'a sa na tvorbe a obnovovani
bunkovych membran; vyznamny hlavne pre ¢innost’ nervovej sustavy, ked’ze hlavnou

zlozkou lecitinu je cholin, ktorych je metabolizovany na neurotransmiter acetylcholin.
4. Zdroj lecitinu su rastlinné oleje a zivoéisne tkaniva. Lecitin ma bohaté zastUpenie

Vv pedeni, vaje¢nom Zitku, s6ji, v semenach slnecnice a orechov av olejoch ziskanych

z tychto semien. Lecitin je v sti¢asnosti komer¢ne dostupny vo forme vyzivovych doplnkov.
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R2.6 Stanovenie ¢isla zmydelnenia

Pozorovanie:

Analyzovana vzorka Objem 0,5 mol.dm3 HCI pouzity na titraciu (cm™)
olivovy olej 11,3
slepa vzorka 24,9
Diskusia:

Na zmydelnenie bol vybrany olivovy olej. Po zmydelneni bolo do titraénej banky pridanych
par kvapiek fenolftaleinu, ktory spdsobil ruzové zafarbenie roztoku. Ruzové sfarbenie
indikuje pritomnost’ zésady, v nasom pripade nadbytocného NaOH. Roztokom HCI bol
nadbytok NaOH titrovany az do odfarbenia roztoku. Paralelne s titraciou zmydelneného
lipidu sme realizovali aj titraciu slepej vzorky (bez obsahu lipidu). Mnozstvo spotrebovane;j
HCI (0,5 mol. dm=) bolo v oboch pripadoch pouzité na vypodet ¢isla zmydelnenia lipidu.
Ziskany Ciselny tidaj sme porovnali s tabul’kovymi hodnotami a overili sme si spravnost’

nasho postupu.

Cisla zmydelnenia vybranych tukov
repkovy olej 182 - 193
olivovy olej 184 - 196
arasidovy olej 187 - 196
slneCnicovy olej 188 - 194
l'anovy olej 188 - 196
bravéova mast’ 192 - 203
kravské maslo 210 - 232
kokosovy olej 248 - 265

Sedlak a kol. (2020)
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Vypocty a kontrolné otazky:
1. Na zistenie navazku NaOH pouzijeme nasledovny vzt'ah:
m (NaOH) = c (roztoku NaOH). V (roztoku NaOH). M (NaOH)
m = 0,5 mol. dm=. 0,03 dm™. 39,99 g.mol*
m = 0,599 g NaOH
Na pripravu 30 cm? 0,5 mol. dm™ etanolového roztoku NaOH je potrebné navazit 0,6 g
NaOH. Toto mnozstvo NaOH rozpustime v malom mnozZstve destilovanej vody

a doplnime do vysledného objemu v odmernej banke.

2. Pre vypocet objemu HCI potrebného na pripravu 30 cm® 0,5 mol. dm vodného roztoku
HCI je potrebné najprv vypocitat mnozstvo moélov HCI nachadzajucich sa v takto
pripravenom roztoku. Na vypocet pouzijeme nasledovny vzt'ah:
n=c.V
n=0,5mol.dm3.0,03 dm™
n =0,015 mol HCI
Takéto mnozstvo molov je potrebné odobrat z 35% HCI dostupnej v laboratoriu.
Jej hustota je p (35% HCI) = 1,175 g.cm™. Na vypocet objemu pouzijeme nasledovny
vztah:

M.n

o

_365¢g mol~1.0,015 mol
~ 1,17536,5g.cm™3

V =0,47 cm3 35% HCl

V =

MnozZstvo vody potrebnej na pripravu vysledného roztoku:
V (dest. H20) = 30 cm® (0,5 mol. dm2HCI) - 0,47 cm?® (35% HCI)
V (dest. H20) = 29,53 cm™

Na pripravu 30 cm?® 0,5 mol. dm roztoku HCI je potrebné odobrat’ 0,47 cm? 35%
HCI do 29,53 cm? destilovanej vody.
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3. Na vypocet ¢isla zmydelnenia olivového oleja pouzijeme vztah:

o7 = V(O - vr(:z)). 28,05 mg KOH /g

CZ = &islo zmydelnenia

V(0) — objem roztoku HCI spotrebovany pri titracii slepého pokusu (cm?®)

V(vz) — objem HCI spotrebovany pri titracii vzorky (cm?)

m — hmotnost’ navazenej vzorky (g)

28,05 — faktor

V naSom pripade sme pri titrovani zmydelneného olivového oleja spotrebovali 11,3 cm?
0,5 mol.dm™ roztoku HCI (V(vz)). V pripade slepej vzorky pouzitim 25 c¢m? roztoku
NaOH s koncentréciou 0,5 mol.dm sme spotrebovali 24,9 cm® 0,5 mol.dmroztoku HCI

V/(0). Ziskané hodnoty sme pouzili do vzorca na vypocet ¢isla zmydelnia:

(24,9 — 11,3).28,05
2
CZ = 190,7 mg KOH/g

Cz =

mg KOH/g

Cislo zmydelnenia olivového oleja v nasom pripade je 190,7 mg KOH/g.
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R3 AMINOKYSELINY A PROTEINY

R3.1 Izolacia kazeinu a albuminov z mlieka

Pozorovanie:

Vzorka Proces zrazania Vyzrazany protein
Mlieko pridavok kyseliny octovej kazein
Filtrat zahrievanie albumin

Zrazenina kazeinu
v kyslom prostredi

Filtrat s obsahom albuminu

Zrazenina kazeinu zachytena po filtracit

Zrazenina albuminu
vo filtrate po zahriati
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Diskusia:

Postupnym pridavanim kyseliny octovej do mlicka doSlo k vyzraZaniu kazeinu
(zrazenina 1), ktory bol T'ahko oddeleny filtraciou. Mlie¢ny albumin zostal rozpusteny
vo filtrate, z ktorého bola po zahriati ziskana biela zrazenina aj tejto bielkoviny. Albumin
denaturuje zahrievanim nad 65°C. Zrazeninu albuminu sme tak isto zachytili na filtratnom

papieri.

Kontrolné otazky:

1. Kazein mdze byt z mlieka vyzrazany pouzitim kyseliny citrénove;.

2. Proteiny denaturuju napriklad vplyvom chemickych latok, ziarenia, zmenou pH
prostredia, alebo teplom. V domacnosti sa vel'mi Casto stretavame so zrazanim bielkovin

vaje¢ného bielka pri vysokej teplote (jednoduchy skolsky priklad).

3. Tepelna Uprava potravin s obsahom bielkovin spdsobuje ich denaturaciu, ¢im sa stavaja

pre Cloveka stravitelnej$imi.

4. Podstatou vyroby tvarohu je zraZanie mlieka kyselinou mlie€nou, ktord vznika
zmlie¢neho  cukru  (laktézy) pdsobenim  kultar  kyslomlie€nych  baktérii,
napr. Streptococcus lactis. Mlieko, ktoré je vystavené vplyvu acidofilnych baktérii, staci
iba jemne zahriat' (cca 28 — 32°C ) a nasledne oddelit’ tuht zlozku (tvaroh) od tekutej
(srvétka).
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R3.2 Ninhydrinova reakcia - dékaz aminoskupiny

Pozorovanie:

Aminokyselina/bielkovina Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
alanin + fialové sfarbenie
histidin + fialové sfarbenie
vaje¢ny bielok + fialové sfarbenie

voda - bez zmeny sfarbenia

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Analyzované vzorkybez pridaného ¢inidla v poradi zZlava: alanin, histidin, vajeény bielok, voda

Analyzované vzorky po pridani Ninhidrinového ¢inidla

Analyzované vzorky po zahrievani s Ninhidrinovym ¢inidlom a etanolom
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Diskusia:

Skumavka s obsahom alaninu a histidinu sa po pridani ninhydrinu zafarbila na fialovo. Tieto
aminokyseliny obsahuju vol'ni aminoskupinu, ktora pri reakcii s ninhydrinom dava vznik
Ruhemanovej violeti. Vzorka vaje¢ného bielka obsahuje predovsetkym peptidy a proteiny,
v ktorych st a-aminoskupiny viazané peptidovou vézbou. Za pozitivnu ninhydrinovi
reakciu pozorovanu ako fialové sfarbenie zodpoveda e-aminoskupina bo¢ného retazca

lyzinu.

Vypocdty a kontrolné otazky:

1. Na pripravu 100 cm® 1%-ného roztoku alaninu (ala) za predpokladu, Ze hustota roztoku
bude jednotkovd, pouzijeme vztah:
w(ala) = m(ala) / m(roztoku)
m(ala) = w(ala) . m(roztoku)
m(ala) =0,01.100g=1g¢g
Na pripravu 100 cm® 1 % ala je potrebné navazit' 1 g ala. Toto mnoZstvo rozpustime
v malom objeme vody a do vysledného objemu 100 cm?® doplnime destilovanou vodou
v odmernej banke. Rovnako postupujeme aj v pripade aminokyseliny histidin.

2. Ak chceme pripravit 10x zriedeny roztok vaje¢ného bielka v objeme 20 cm?, uvazujeme
nasledovne:
V(vaje¢ného bielka) = V (roztoku 10x zrieden¢ho vajecného bielka) / riedenie
V(vajeéného bielka) = 20 cm®/ 10
V(vajeéného bielka) =2 cm®
Zvysok (do 20 cm®) doplnime destilovanou vodou.
Na pripravu 20 cm® 10x zriedeného roztoku vaje¢ného bielka potrebujeme 2 cm3

vajeéného bielka a 18 cm? destilovanej vody.

3. V tomto pripade postupujeme rovnako ako pri riedeni vajecného bielka, ale pouzijeme
inG hodnotu riedenia (5x).
V(mlieka) = V (roztoku zriedeného mlieka) / riedenie
V(mlieka) = 20 cm®/ 5
V(mlieka) = 4 cm?®
Zvysok (do 20 cm?®) doplnime destilovanou vodou.
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Na pripravu 20 cm?® 5x zriedeného roztoku mlieka potrebujeme 4 cm? vajeéného bielka

a 16 cm? destilovanej vody.

4. Pozitivna reakcia ninhydrinu s prolinom je dokumentovand vznikom Zzlto sfarbeného

produktu:

5. Priblizne 10% hmotnosti vajcového bielka je tvorené proteinmi (bielkovinami) a z toho

takmer 54% tvori ovalbumin.
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R3.3 Xantoproteinova reakcia — dokaz aromatickych aminokyselin

Pozorovanie:

Aminokyselina/bielkovina Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
alanin - bez zmeny sfarbenia

tyrozin + zlto-oranzové sfarbenie

mlieko + zlto-oranzové sfarbenie

vajecny bielok + zlto-oranZové sfarbenie
voda - bez zmeny sfarbenia

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Analyzované vzorky bez pridaného dnidla v poradi zlava: alanin, tyrozin, mlieko, vajecny bielok, voda

Analyzované vzorky po pridani konc. HNO3

Analyzované vzorky po pridani zahriati a naslednom ochladeni

Analyzované vzorky po pridani roztoku NaOH
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Diskusia:

V pripade prvej analyzovanej vzorky obsahujucej aminokyselinu alanin nedoslo k zmene
sfarbenia. Reakcia nebola pozitivna, pretoze alanin neobsahuje aromatické jadro. Skimavka
S obsahom tyrozinu poskytla vidite'ne pozitivnu reakciu, ked’Ze tyrozin vo svojej Strukttre
obsahuje aromaticky kruh. Pozitivna reakcia bola pozorovana aj vo vzorkach s obsahom
kravského mlieka avajeéného biclka. Tieto potraviny su zname vysokym obsahom
bielkovin a pozitivna xantoproteinova reakcia dokazala pritomnost’ aromatickych kyselin
v tychto bielkovinach. Skumavka s destilovanou vodou sluzila ako slepa vzorka

bez pritomnosti aromatickych aminokyselin (nebola pozorovana ziadna zmena sfarbenia).

Vypocty a kontrolné otazky:

1. Na pripravu 20 cm® 20 %-ného vodného roztoku NaOH za predpokladu, Ze hustota
roztoku bude jednotkova, pouzijeme vzt'ah:
w(NaOH) = m(NaOH) / m(roztoku)
m(NaOH) = w(NaOH) . m(roztoku)
m(NaOH) =0,2.20g=4¢
Na pripravu 20 cm? 2 % vodného roztoku NaOH je potrebné navazit' 4 g NaOH. Toto
mnozstvo rozpustime v malom objeme vody a do vysledného objemu 20 cm? doplnime

destilovanou vodou.

2. Nitracia benzénu je elektrofilna substitucia.

3. Hydroxylova skupina viazana na aromatické jadro orientuje vstup d’alSieho substituenta

do pol6h orto a para. Ak je poloha para obsadena, nitroskupina vstupuje do polohy orto.
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R3.4 Biuretova reakcia — dokaz peptidovej vazby

Pozorovanie:

Aminokyselina/bielkovina Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
histidin + modro-fialové sfarbenie
alanin - modré sfarbenie
mlieko + fialové sfarbenie
vaje¢ny bielok + fialové sfarbenie
voda - modré sfarbenie

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Analyzované vzorky bez pridaného &nidla v poradi zfava: histidin, alanin, mlieko, vajecny bielok, voda

Analyzované vzorky po pridani NaOH a CuSO4

Diskusia:

Pozitivnu Biuretovu reakciu poskytuje aminokyselina histidin obsahujuca atdmy a atdbmové
skupiny zodpovedné za vznik modro-fialového komplexu s mednatymi i6nmi (prva
skumavka). Aminokyselina alanin nedava pozitivnu Biuretovu reakciu a modré sfarbenie
roztoku v skimavke je v désledku pritomnosti ¢inidla, siranu med’natého (druha skamavka).
Intenzivne fialové sfarbenie pozorované vo vzorkdch mlieka a vajeéného bielka

dokumentuje pritomnost’ bielkovin (proteinov) v tychto potravindch. V kontrolnej

skumavke s vodou je modré sfarbenie spésobené len pritomnost’ou siranu med’natého.
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Vypocty a kontrolné otazky:

1. Na pripravu 20 cm® 12 %-ného vodného roztoku NaOH za predpokladu, Ze hustota
roztoku bude jednotkova, pouzijeme vztah:
w(NaOH) = m(NaOH) / m(roztoku)
m(NaOH) = w(NaOH) . m(roztoku)
m (NaOH) =0,12.20g=24¢g
Na pripravu 20 cm?® 12 % vodného roztoku NaOH je potrebné navazit 2,4 g NaOH. Toto
mnozZstvo rozpustime v malom objeme vody a do vysledného objemu 20 cm® doplinime

destilovanou vodou.

2. Ak by sme pouzili bezvody CuSOa, na pripravu 20 cm?® 10% roztoku siranu med’natého
by sme potrebovali 2 g CuSO4 za predpokladu, Ze hustota roztoku bude jednotkova.
m(CuS04) = w(CuSOs) . m(roztoku)
m(CuS04) =0,10.20g=2g
V laboratoriu je dostupnd hydratovana forma siranu med’natého CuSO4-5 H2O, preto
musime vo vypocte zohladnit pritomnost molekdl vody. Na zdklade relativnych
moélovych hmotnosti vypoc€itame percentudlne zastpenie CuSOs Vv molekule
CuSO04-5 H0.

W(CuSO4) = Mr(CuSO4) / Mr(CuSO4-5 H20)

w(CuSOg) = 159,6 / 249,7 = 63,9 %

Z predchadzajuceho vypoétu vieme, e na pripravu 20 cm® roztoku potrebujeme 2 g
CuSO4. K tomuto mnozstvu siranu musime priratat’ teda aj molekuly vody, pouzijeme
preto vzt'ah priamej umery:

29 CuSOy4 ...occvvviiiinn 63,9%

X g (CuSO4-5 H20).......... 100%

X = 3,13 g CuS0O4-5 H20

Vypocitané mnozstvo pentahydratu siranu mednatého rozpustime v malom mnoZstve
vody, opatrne prelejeme do odmernej banky a doplnime destilovanou vodou do objemu
20 cm®,

3. Mednaté i6ny st redoxne aktivne a v neviazanej forme (vol'nej) je potencidlne toxicka,
pretoze moze katalyzovat’ tvorbu reaktivnych foriem kyslika (hydroxylovych radikalov)
prostrednictvom Fentonovej reakcie vstupovat do oxidoredukénych reakcii, ktoré

prebiehaju v zivych systémoch.
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4. Struktira komplexu med'natych iénov s biuretom

M Ho M Hz HaM
/ ) /

0= Cus* 0
B N,

9 MNH > M H, N

/ AN

0= \ D—C\ Rt
MHa M H? e
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R3.5 S-Pb reakcia

Pozorovanie:

Aminokyselina/bielkovina Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
vajecny bielok + hnedy zakal
mlieko + Zlto-hnedy zékal
voda - bez zmeny sfarbenia

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Analyzované vzorky bez pridaného ¢inidla v poradi zfava: vajecny bielok, mlieko, voda

Analyzované vzorky po pridani NaOH a octanu olovnatého

Analyzované vzorky po zahnati
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Diskusia:

V skimavkéch s obsahom vaje¢ného bielka a mlieka dochadza ku vzniku hnedého a Zlto-
hnedého zéakalu, ktoré indikuju pritomnost’ sulfidu olovnatého. Vo vzorke obsahujucej
vajeéné bielko sa vo vic¢Sej miere formovala typicka Cierno-hnedad zrazenina sulfidu
olovnatého. Pozorované sfarbenie a vznik zrazeniny potvrdzuje pritomnost’ sirnej
aminokyseliny cysteinu.

Skumavka s obsahom vody sluzila ako slepa vzorka, reakcia bola negativna.

Vypocty a kontrolné otazky:

1. Na pripravu 10 cm® 5 %-ného vodného roztoku octanu olovnatého za predpokladu, Ze
hustota roztoku bude jednotkova, pouzijeme vztah:
m(octanu olovnatého) = w(octanu olovnatého) . m(roztoku)

m (octanu olovnatého) =0,05.109=0,5¢g
Na pripravu 10 cm® 5 % vodného roztoku NaOH je potrebné navazit 0,5 g octanu
olovnatého. Toto mnozstvo rozpustime v malom objeme vody a do vysledného objemu

10 cm? doplInime destilovanou vodou.

2. Pb-S test s aminokyselinou metionin je negativny. Sira viazana v metionine nie je

uvolfiovana v pritomnosti hydroxidu.
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R3.6 Zrazacie (precipitacné) reakcie bielkovin

Pozorovanie:

_ _ Reakcia| Pozorovana zmena
Bielkovina Zrazadlo .
(+/-) po pridani zrazadla
organické ] ]
5 etanol + biela zrazenina
rozpustadlo
sol’ tazkého octan olovnaty + biela zrazenina
kovu siran med’naty + svetlomodré zrazenina
vajeény organicka kyselina ) )
_ _ . . + biela zrazenina
bielok kyselina sulfosalicylova
biela zrazenina
- 7 HCI + Ve ’
mineralna na rozhrani kvapalin
kyselina bledozIta zrazenina
HNOs3 . .
na rozhrani kvapalin
organické ) )
etanol + biela zrazenina
rozpustadlo
sol’ tazkého octan olovnaty + biela zrazenina
kovu siran med’naty + svetlomodré zrazenina
] organicka kyselina ) )
mlieko _ . . + biela zrazenina
kyselina sulfosalicylova
biela zrazenina
- 7 HCI + 7 ’
mineralna na rozhrani kvapalin
kyselina bledozIta zrazenina
HNO3 +

na rozhrani kvapalin

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

146




Analyzované vzorky po pridani etanolu Analyzované vzorky po pridani octanu
olovnatého

Analyzované vzorky po pridani CuSOs Analyzované vzorky po pridani

kys. sulfosalicylovej

Analyzované vzorky po pridani HCl Analyzované vzorky po pridani HNO;
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Diskusia (zdovodnite jednotlivé pozorovania):

Po pridani zrazacich ¢inidiel doslo k denaturécii bielkovin pritomnych v roztoku mlieka
a vaje¢ného bielka. Vo vzorkach bol pozorovany vznik zakalu alebo zrazeniny. Vysledné
sfarbenie zrazeniny bolo ovplyvnené typom pridaného ¢inidla.

Po pridavku kyseliny sa znizi hodnota pH roztoku, katiény vodika si zachytené amino
skupinami bielkovin, ktoré ziskavaju kladny naboj. Narusi sa hydrata¢ny obal vo vodnom
prostredi, ¢o vedie k zrazaniu bielkovin.

Pridavok i6nov soli tiez spdsobuje narusenie hydrataéného obalu okolo molekuly bielkoviny
tym, Ze i6ny soli viazu molekuly vody. Molekuly bielkovin st vzajomne pritahované
silnejsie a dochadza K ich zrazaniu.

Organické rozpustadla nahradzaju molekuly vody hydratujuce bielkoviny a spdsobuju ich

zrazanie.

Vypocty a kontrolné otazky:

1. Na pripravu 10 cm® 0,5 %-ného vodného roztoku octanu olovnatého za predpokladu, Ze
hustota roztoku bude jednotkova, pouzijeme vztah:
m(octanu olovnatého) = w(octanu olovnatého) . m(roztoku)
m(octanu olovnatého) = 0,005.10g=0,05¢g

Na pripravu 10 cm® 5 % vodného roztoku NaOH je potrebné navazit' 0,05 g octanu
olovnatého. Toto mnozstvo rozpustime v malom objeme vody a do vysledného objemu
10 cm? doplnime destilovanou vodou.

V pripade ostatnych roztokov postupujeme rovnako, zohladnime vSak odlisné
pozadované vysledné percenta danych roztokov. V pripade roztoku CuSOs berieme
do uvahy, Ze na pripravu pouzivame hydratovant formu CuSOs-5H20 (podobny vypocet

mozete najst’ v kontrolnych otazkach ¢asti Biuretova reakcia).
2. Pocas denaturacie bielkovin dochadza k poruseniu Struktury a funkcie bielkoviny.

Denaturéciou zanikaju vyssie Struktary (II. — IV), pretoze su udrziavané slabymi silami.

Primarna Struktara zostava zachovana, je tvorena kovalentnymi vézbami.
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R3.7 Dialyza

Pozorovanie:

Skamavka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
vzorka + AgNOs + biela zrazenina
vzorka + reagencie - svetlomodry zakal

Biuretovej reakcie

vzorka + Fehlingovo ¢inidlo - svetlomodry zakal

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Vzorky destilovanej vody odobratej z Petriho misky

Analyzované vzorky po pridani A gNOj reagencii Biuretovej reakcie a Fehlingovho roztoku

Diskusia:
Po 10 mindtach statia boli z Petriho misky odobrané vzorky, ktoré boli nasledne podrobené
reakcii na dékaz pritomnosti chloridovych aniénov a Biuretovej reakcii.
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Dokaz pritomnosti NaCl: Po pridani roztoku AgNOs doslo k okamzitému vytvoreniu
bielej zrazeniny AgCl medzi Ag* katiénmi pochadzajicimi z AgNOza CI- aniénmi (z NaCl),
ktoré prenikli cez celofanovd membranu (prva skimavka).

Po pridani roztokov NaOH a CuSOus pri Biuretovej skuske sa roztok vzorky zafarbil
na svetlomodro. Sfarbenie nedokazuje pritomnost’ bielkovin, ale je spdsobené farbou
roztoku CuSQg. V pripade pozitivnej reakcie by bol pozorovany vznik fialového sfarbenia,
ktoré dava komplex bielkoviny s med’natymi iénmi.

Po pridani Fehlingovho ¢inidla na indentifikaciu pritomnosti glukézy bolo pozorované
bledomodré sfarbenie, ¢o indikuje, ze gluk6za vo vzorke nie je pritomnd. Pritomnost

gluko6zy by bola dokumentovana vznikom ¢erveno-oranzovej zrazeniny oxidu med’ného.

Cez membranu celofanu presli iony soli, pre bielkoviny a glukézu je membréana
nepriepustnd. Vysledok experimentu potvrdil, ze biomembrany selektivne prepustaju iba
uréity druh castic, su teda semipermeabilné aje mozné ich pouzit na oddelenie

vysokomolekulovych od nizkomolekulovych ¢astic.

Vypocty a kontrolné otazky:

1. Na pripravu 10 cm® 10 %-ného vodného roztoku NaOH za predpokladu, Ze hustota
roztoku bude jednotkova, pouZijeme vztah:
w(NaOH) = m(NaOH) / m(roztoku)
m(NaOH) = w(NaOH) . m(roztoku)
m(NaOH)=0,1.10g=1g
Na pripravu 10 cm® 10 % vodného roztoku NaOH je potrebné navazit' 1 g NaOH. Toto
mnozstvo rozpustime v malom objeme vody a do vysledného objemu 10 cm? doplnime

destilovanou vodou.

2. Dialyza nahradza funkciu obli¢iek, ktoré zroznych pri¢in nedokazu distit krv
od odpadovych latok, alebo regulovat’ mnozstvo vody v tele. Ak nie je tento proces
zabezpecéeny, dochadza k hromadeniu uvedenych latok v tele, co moZe mat’ za nasledok
vazne poSkodenie, aZ zlyhanie organizmu.

V nemocni¢nych zariadeniach sa vyuziva hemodialyza. Krv pacienta sa ¢isti mimotelovo
pomocou dialyzatora alebo umelej oblicky. Krv sa z tela pacienta odvadza
do dialyza¢ného pristroja, kde sa zbavi odpadovych latok a nadbytocnych tekutin. Takto

upravena krv sa dostava sa spét’ do cievneho obehu pacienta.
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R4 ENZYMY

R4.1 Enzymova aktivita slinnej amylazy

Pozorovanie:

Vzorka 0. minuta 7. minuta 15. mindta
Skrob + amylaza + ) ) ) hnedo-zelené _
fialove sfarbenie ) zIté sfarbenie
Lugolov roztok sfarbenie

Roztok skrobu Analyzovand vzorka  Analyzovana vzorka Analyzovana vzorka
so slinnou amyiazou s Lugolovym roztokom po 7 minutachinkubacde PO 1‘3 _mlm_ltach
0. minata pri 37°C inkubadie pn 37°C
Diskusia:

Thned” po zmieSani roztoku zemiakového skrobu, slinnej amylazy a Lugolovho roztoku je
pozorovany vznik tmavomodrého sfarbenia (pozitivna reakcia). Sfarbenie potvrdzuje
pritomnost’ dlhSich retazcov a-zavitnice Skrobu, ktoré amyldzou neboli eSte rozstiepené.
Po zahrievani obsahu skumavky pri teplote 37 °C bola po 7 minutach pozorovana zmena
sfarbenia na hnedo-zelent a po 15 minutach zostal zIté zafarbeny roztok. Zmena sfarbenia

indikuje, Ze va¢Sina molekul skrobu bola rozstiepena na malé fragmenty.
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Kontrolné otazky:
1. Slinna a-amyléza hydrolyticky stiepi a(1—4) glykozidové véazby. V molekule celuldzy

st ret'azce viazané p(1—4) -glykozidovou vazbou.
2. Enzymova aktivita zavisi od viacerych faktorov a jednym z nich je teplota. Kazdy enzym

ma teplotné optimum, kedy je jeho katalyticka aktivity najvyssia. Teplotné optimum

koreluje s telesnou teplotou organizmu.
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R4.2 Rozklad potravy pankreatickymi enzymami

Pozorovanie :

A. Travenie potravy s obsahom sacharidov.

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
filtrat peciva bez pridaného
- bez zmeny
Pancreolanu
filtrat peciva s pridanym )
+ odfarbenie roztoku

Pancreolanom

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Filtrat z peciva s Lugolovym Analyzované vzorky bez pridaného
roztokom Pancreolanu (viavo) a s pridanvm
Pancreolanom (vpravo)
B. Travenie potravy s obsahom lipidov a bielkovin.
Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
mlieko bez pridaného
- bez zmeny
Pankreolanu
mlieko s pridanym )
+ odfarbenie roztoku

Pankreolanom
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Milieko s destilovanou vodou, Analyzovana vzorka bez pridaného
roztokom NaOH a fenolftaleinom pankreolanu (vfavo) a s pridanym
pankreolanom (vpravo)

Diskusia:

A. Filtrat ziskany z peciva (dve skiimavky vl'avo) obsahoval skrob, ktory sa z pe¢iva uvol'nil
do vody. Pritomnost’ Skrobu bola dokazana pridanim Lugolovho roztoku, ktory spdsobil
sfarbenie obsahu skimaviek na fialovo (intenzita sfarbenia koreluje s obsahom Skrobu).
Po pridani Pancreolanu do jednej zo skimaviek (skimavka vpravo) bolo pozorované
odfarbenie roztoku ako vysledok aktivity a-amylazy obsiahnutej v Pancreolane, ktora Stiepi
molekuly Skrobu na mensie fragmenty.

Pozn.: Modro-fialové sfarbenie pri Lugolovej reakcii je spdsobené pritomnostou molekul
jodu interkalujucich do zavitnice linearnych ret'azcov molekul $krobu. Farba roztoku je tym

tmavsia, ¢im su dlhSie retazce molekul skrobu.

B. Roztok mlieka s hydroxidom sodnym sa po pridani fenolftaleinu sfarbil na ruzovo (farba
fenolftaleinu v zasaditom prostredi). Po pridani Pancreolanu sa obsah skimavky odfarbil
v dbsledku poklesu pH. Tuky pritomné v mlieku boli Stiepené pankreatickymi lipazami
na mastné kyseliny a glycerol. Pritomnost’ mastnych kyselin vyvolala zmenu pH a nasledné

odfarbenie vzorky ako dosledok obnovenia molekulovej Struktury fenolftaleinu.
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Kontrolné otazky:
1. Enzym amylaza Stiepi O-glykozidové védzby v oligo- a polysacharidoch, lipaza Stiepi
esteroveé vazby acylglycerolov (lipidy) a proteaza peptidové vazby medi aminokyselinami

v proteinoch.
2. Fenolftalein je v kyslom prostredi bezfarebny (molekulové $truktura) a v zasaditom

prostredi je Cerveny (i6nova forma). Iné indikatory mézu mat’ v tychto prostrediach dve

rozne farby (lakmus je v kyslom prostredi ¢erveny, v zasaditom prostredi je modry).
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R4.3 Reakcia na dokaz ureazy

Pozorovanie:

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

sojové mlieko + ruzové sfarbenie

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Sojove mlieko s mocovinou Sojové mlieko s mocovinou po
pridani fenolftaleinu
Diskusia:
So6jové mlieko obsahuje enzym uredzu, ktora spdsobuje rozklad mocoviny pridanej
do reakcie ako substrat enzymu. Pridanim fenolftaleinu vzniklo ruzové sfarbenie, ktoré
indikuje pritomnost’ zasaditého prostredia vplyvom reakcie uvolneného amoniaku

s molekulami vody.

Kontrolné otazky:
1. Na dékaz aktivity ureazy nie je vhodné pouzit' ako indikator metylova zIta. Skala
farebného prechodu pre tento indikéator je pH 2,9 — 4,0 (kysla ¢ervena forma — z&sadita

zIta forma), teda farebna zmena bude eSte v kyslom prostredi pri pH 4.

2. Arginin sa podiela na syntéze oxidu dusnatého (NO), ktory plni funkciu

neuromodultora.
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R4.4 Katalaza v zelenine

Pozorovanie:

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
zemiakova hl'uza + biela pena
uhorka + biela pena
paradajka + biela pena
paprika + biela pena

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Vzorky zeleniny Vzorky zelerﬁnz:io lk;:rldam peroxidu

Diskusia:

Po prikvapnuti peroxidu vodika na reznu plochu vzoriek zeleniny je pozorovany vznik peny,
ktory dokumentuje pritomnost’ katalazy. Intenzita tejto kvalitativnej dékazovej reakcie
odraza mnozstvo pritomného enzymu. Vo vybranych vzorkdch zeleniny bola

najintenzivnejsia pena pozorovana na zemiakovej hl'uze.

Vypocéty a kontrolné otazky:

1. V bunkéach s aerébnym metabolizmom dochadza k prirodzenému vytvaraniu peroxidu
vodika. Peroxid vodika je reaktivna forma kyslika, ktory by v nadbytku mohol vstupovat’
do oxida¢nych reakcii spdsobujtcich poskodenie biomolekal vediace k réznym
chorobnym stavom. Rozklad peroxidu vodika katalyzovany iénmi redoxne aktivnych

kovov vedie k produkciu vysoko reaktivneho hydroxyloveho radikdlu s polc¢asom
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zivota 10 s. Organizmus sa preto snazi udrziavat’ potrebni fyziologickl koncentraciu
peroxidu vodika aktivitou enzymu Kkatalaza, ktory rozkladd peroxid vodika na vodu

a kyslik.

. 50 cm® 3 % vodného roztoku H»O pripravime zriedenim jeho 35% (V/V) roztoku
destilovanou vodou. Pri vypocte pouzijeme zried’ovaciu rovnicu a vypocitame tak objem
vody a 35% H.0::

V (35% H20;) = 0,03. 50 cm?/ 0,35 = 4,3 cm?®

Mnozstvo vody, ktoré je potrebné na zriedenie = 50 cm® — 4,3 cm® = 45,7 cm?®

Na pripravu roztoku potrebujeme 4,3 cm? 35% H20: a 45,7 cm? destilovanej vody.
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R5 VITAMINY

R5.1 Vitamin A — dokazova reakcia

Pozorovanie:

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
mrkva + modry prstenec
paradajka + slabomodry prstenec

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Mrkva a paradajka Benzénovy vyluh mrkvy a paradajky VVluh podvrstveny konc. HySO4

Diskusia:

Na extrakciu provitaminu A z postruhanej mrkvy a rozdrvenej paradajky bol pouZity benzén.
Po podvrstveni koncentrovanou kyselinou sirovou doslo na sty¢nej ploche oboch kvapalin
k vzniku modrého prstenca. V nasom experimente je vyraznejsi prstenec pozorovany
pri mrkve, slabsi pri paradajke. Mozeme teda predpokladat’, Zze vac§ie mnozstvo tohto

provitaminu sa nachadzalo v mrkve.

Kontrolné otazky:
1. Vitamin A sa nachadza v potravinach Zivo¢isneho povodu, najmé v peéeni a vV mlieénych
vyrobkoch. Prekurzor vitaminu A, karotén, je pritomny v roznych druhov ovocia

a zeleniny (mrkva, marhule, $penat, paradajky a pod.).
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2. Karotén tvori 3 izoméry oznacované a, B, y. Z hladiska vyzivy je najvyznamnejsi

B-izomer.
3. Karotenoidy je nazov pre dve skupiny farebnych organickych zlicenin — pre karotény
(Cerveno-oranzové farbiva) a kyslikaté derivaty xantofyly (zIté farbiva). St to lipofilné

latky so Struktarou tetraterpenoidov.

4. Za farebnost’ karotenoidov zodpovedaju konjugované dvojité vazby.
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R5.2 Vitamin C

R5.2.1 Vitamin C — d6kazova reakcia

Pozorovanie:

A. Dokaz vitaminu C v tekutych vzorkach

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
kyselina askorbova + modré sfarbenie
celaskon + modré sfarbenie
citronka + zeleno-modré sfarbenie
St'ava z citrona + modré sfarbenie
Stava z mandarinky + modré sfarbenie

voda

71té sfarbenie

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Analyzované vzorky bez pridaného &nidla v poradi zfava: kyselina askorbova, celaskon, citronka,

§t'ava z citrona, $tava z mandarinky, voda

Analyzované vzorky po pridani zmesi hexakyanoZelezitanu draselného a chloridu Zelezitého

161




B. Do6kaz vitaminu C v ovoci a zelenine

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
paradajka + hnedé sfarbenie
uhorka + hnedé sfarbenie
paprika + hnedé sfarbenie
jablko + hnedé sfarbenie
zeler + hnedé sfarbenie

V zorky bez pridaného dinidla Vzorky pokvapkané roztokom KMnO4

Diskusia:

A. Vo vzorkach s obsahom kyseliny askorbovej, celaskonu, citronu a §tavy z mandarinky
bolo pozorované intenzivne modré sfarbenie indikujuce pritomnost’ vitaminu C. Rozdielna
intenzita sfarbenia je indikdtorom rozdielneho mnozstva vitaminu C obsiahnutého
vo vzorke. V pripade citronky bolo pozorované modro-zelené sfarbenie, obsah vitaminu C
je vel'mi nizky. Slepa vzorka s obsahom destilovanej vody sa sfarbila na ZIto vplyvom

pridanej zmesi hexakyanoZeleznatanu draselného a chloridu zelezitého.

B. V pripade vSetkych vzoriek zeleniny a ovocia bola pozorovana po prikvapnuti fialovo
sfarbeného roztoku KMnOs zmena sfarbenia na hnedd. Manganistan draselny bol

redukovany vplyvom vitaminu C obsiahnutého vo vzorkdch na oxid manganicity.

Kontrolné otazky:

1. Kyselin askrobova (vitamin C) sa nerozpusta v chloroforme. Najlepsia rozpustnost’ je VO
vode.

2. Produkt oxidacie kyseliny askorbovej je kyselina dehydroaskorbova.
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R5.2.2 Vitamin C — vplyv teploty na redukéné vlastnosti

Pozorovanie:
Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena

kyselina askorbova + oranzové sfarbenie
oranzovo — zelené sfarbenie

§t'ava z citrona Gerstva +

St'ava z citrOna prevarena - zelené sfarbenie

voda - modré sfarbenie

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Analyzované vzorky bez pridaného dnidla v poradi zlava: kyselina askorbova, ¥favaz atrona
Gerstva, §t'ava z citrona prevarena, voda

Analyzované vzorky po pridani Fehlingovho &nidla

Diskusia:
V skimavke s roztokom kyseliny L-askorbovej je pozorovany vznik oranzového zakalu.

V tejto vzorke pritomna kyselina L-askorbova redukovala med Cu?* z Fehlingovho roztoku

a vznikol oxid med’ny zodpovedny za pozorované farebni zmenu. Téato vzorka sluzi ako
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referencna vzorka s kyselinou askorbovou, ukazuje, ako prebieha reakcia, ak je kyselina
pritomna. Naopak, voda (posledna skumavka) plni funkciu slepej vzorky. Je to ukazka
sfarbenia, ak nie je pritomna kyselina L-askorbova. Modré sfarbenie slepej vzorky

s destilovanou vodou je spdsobené pritomnost'ou Fehlingovho ¢inidla.

Pre sledovanie vplyvu teploty na obsah vitaminu C bola pouzitd citronova Stava
nezahrievana (druha skimavka) a po zahriati (tretia skimavka). Po pridani Fehlingovho
¢inidla bolo pozorované oranzovo — zeleno/modré sfarbenie, ktoré indikuje pritomnost’
vitaminu C. Pokym oranzova farba prislicha produktu oxido-reduk¢nej reakcie (Cu20)
a dokazuje pritomnost’ vitaminu C, zeleno-modré sfarbenie je spbsobené pritomnym
Fehlingovym roztokom. Slabsia intenzita oranzového sfarbenia koreluje s niz§im obsahom
vitaminu C v porovnani s pozitivnou kontrolou. Po zahriati citronovej S$tavy (tretia
skumavka) je po pridani Fehlingovho ¢inidla pozorované Zlto-zelené sfarbenie (kombinacia
Zltej citronovej Stavy a Fehlingovho roztoku). Je zrejmé, Ze kyselina L-askorbova

V citronovej St'ave po zahriati stratila redukéné G¢inky.

Kontrolné otazky:

1. Vitamin C moze byt’ degradovany kyslikom a zdsadami.
2. Vitamin C je syntetizovany z glukozy a galaktozy cez drahu kyseliny urénovej. Sucast'ou
tejto drahy je aj enzym gulonolakton oxidaza [EC1.1.3.8], ktory ¢loveku a primatom

chyba.

3. Vitamin C, kyselina L-askorbova, pri fyziologickom pH disociuje na askorbylovy anién,

ktory vstupuje do reakcie s radikalmi za vzniku anién-radikalu.
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R5.2.3 Vitamin C je kyselina - stanovenie pH

Pozorovanie:

Analyzovana vzorka

Sfarbenie pH papierika

Hodnota pH

kyselina askorbova

VALS

4

Stanovenie pH roztoku kyseliny askorbovej pH papierikom (vlavo) a digitdlnym pH metrom
Consort C1010 (vpravo)

Diskusia:

Indikatorovy papierik bol ponoreny do roztoku kyseliny askorbovej a farba papierika uréena
porovnanim so $kalou na obale mala zIté¢ sfarbenie, ktoré korelovalo s hodnotou pH
priblizne 3. Meranie pH toho istého roztoku na digitdlnom pH metri Consort C1010 ukézalo
hodnotu pH = 2,97. Z uvedeného je zrejmé, ze kym hodnota pH namerané na digitalnom pH
metri je s presnost'ou v stotinach, stanovenie pH papierikom je orienta¢né, ale je to rychle

a jednoduché uréenie pH roztoku, ktoré je v niektorych pripadoch postacujace. Hodnoty pH

potvrdzuju, Ze vitamin C je kyselina, pH < 7.

Kontrolné otazky:
1. Askorbylovy anién.

2. Na stanovenie pH roztoku kyseliny L-askorbovej m6zeme pouzit rézne typy indikatorov:

lakmus: kysla ¢ervena forma — zasadita modra forma (oblast’ pH 4,5 — 8,3)

AscH

HO

Hn\/‘ifﬂ

O OH
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metylova ZIta:  kysla Cervena forma — zasadita zIta forma (oblast pH 2,9 — 4,0)
metylova Cerveii: kysla Cervena forma — zasadita zIta forma (oblast pH 4,4 — 6,3)

fenolftalein: kysla bezfarebna forma — zasadita ¢ervena forma (oblast’ pH 8,0 — 9,8)
.V domacom prostredi mozeme pouzit' aj indikatory pripravené z domacich surovin,

napr. vyluh z ¢ervenej kapusty (v kyslom prostredi sa farbi z fialova do ¢ervena), Cierny

¢aj (z tmavohnedej farby prechadza na zIta) a pod.
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R5.3 Vitamin B2 — dokazova reakcia

Pozorovanie:

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
vanilkovy puding + fluoreskovanie
Rrboflavin + fluoreskovanie

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

Roztok vanilkového pudingu a riboflavinu

Diskusia:

Obe vzorky po vystaveni UV Ziareniu fluoreskovali, ¢im bola potvrdena pritomnost’
riboflavinu v testovanych vzorkach. Riboflavin sa v potravinarstve vyuziva ako farbivo,

preto je ho mozné najst’ v mnohych produktoch, napriklad vo vanilkovom pudingu, ktory

bol pouzity v experimente.

Kontrolné otazky:

1. Riboflavin je su¢astou koenzymov FMN a FAD, ktoré st sucast'ou flavoproteinov.

2. Riboflavin vykazuje fluorescenciu v désledku m-konjugacie a rezonancie isoalloxazinu.
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R6 NUKLEOVE KYSELINY

R6.1 Izolacia DNA z ovocia

Pozorovanie:

Po dodrzani vsetkych krokov doslo k vyzrazaniu DNA vo forme vel'mi dobre viditeI'nych
bielych vatovitych chumac¢ov MnoZzstvo izolovanej nukleovej kyseliny bolo dostato¢né, aby
sa DNA sa dala 'ahko namotat’ na drevenu Spajdl’u.

Mechanickym rozdrvenim jahod doSlo k dostatocnému rozruseniu bunkovej steny ovocia
a Vv pritomnosti saponatu doslo k 1yze buniek. Pridana Cerstva ananasova §t'ava s obsahom
bromelainu umoZnila uvolnenie a degradaciu histonovych proteinov, ¢im sa dosiahol urcity
stupent preCistenia DNA dostatocny pre ucely tohto experimentu. Oddelenim vécSich
(hustejsich) Casti sme ziskali ovocnt $tavu, vodnu fazu, v ktorej je pritomna DNA.

Opatrnym pridanim Fadovo vychladeného etanolu doslo k precipitacii molekdl DNA.

Rozdrvené jahody po pridani ananasovej stavy a stati Ovocna Stava ziskana precedenim cez gazu

’——,.-— —
it '_(‘_

Ovocna §t'ava podvrstvena Fadovo vychladenym Biele chumace izolovanej DNA
etanolom
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Kontrolné otazky:
1. Endopeptidazy Stiepia peptidové vizby vo vnutri polypeptidového retazca (z lat. endo —

Vo vnatri).

2. Bromelain je povazovany za cenny pre jeho neuveritelné fytomedicinske ucinky.
Bromelain vykazuje antibiotické, protizapalové, protirakovinové, antitrombotické,
antikoagulacné a antiedematozne vlastnosti. Okrem toho je bromelain sl'ubnym
poopera¢nym prostriedkom, ktory znizuje pooperacné nepohodlie, opuchy a podporuje

hojenie ran.

3. Na odstranenie DNA zo zmesi s RNA je vhodny enzym DNéaza. Komeréne sa pouziva

pankreatickd DNaza.
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R6.2 1zolacia RNA z drozdia

Pozorovanie:
Po aplikacii jednotlivych krokov izolacie bola ziskana zrazenina molekuly RNA. Jednotlivé

reagencie umoznili uvol'nenie RNA z kvasinkovych buniek a jej nasledné vyzrazanie.

Homogenat pekarenského drozdia s pridanym dietyléterom a NaOH

Centrifugovany homogenat Izolovana RNA (pellet)

Vypocty a kontrolné otazky:
1. Na pripravu 25 cm® 0,5 %-ného vodného roztoku NaOH za predpokladu, Ze hustota
roztoku bude jednotkova, pouzijeme vzt'ah:
w(NaOH) = m (NaOH)/m(roztoku)
m(NaOH) = w(NaOH) . m(roztoku)
m(NaOH) = 0,005.259g=0,125¢
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Na pripravu 25 cm?® 0,5 % vodného roztoku NaOH je potrebné navazit 0,125 g NaOH.
Toto mnoZstvo rozpustime v malom objeme vody ado vysledného objemu 25 cm?3

doplnime destilovanou vodou.

. Pekarske drozdie je hmota zlozena z kvasiniek Saccharomyces cerevisiae. Su to
jednobunkoveé eukaryotické mikroorganizmy, ktoré sa vo vhodnom prostredi rychle
mnozia. St vhodné na izolaciu RNA, pretoze pomer RNA/DNA je v tychto

mikroorganizmoch najvyssi.
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R6.3 Dokaz zloziek DNA a RNA

Pozorovanie:

Analyzovana vzorka Reakcia (+/-) Pozorovana zmena
DNA + modré sfarbenie
RNA + zelené sfarbenie

Pozn.: (+) — pozitivna reakcia, (-) — negativna reakcia

DNA s difenylaminom

RNA s difenylaminom
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Diskusia:

Do skiumaviek s obsahom DNA a RNA bol pridany roztok NaOH, ktory slazil na rozpustenie
testovanych nukleovych kyselin. Molekula DNA ma vo svojej Struktiure sacharid
2-deoxyribdzu. Z 2-deoxyribdzy v kyslom prostredi dehydrataciou vznika furfural, ktory
reakciou s difenylaminom poskytuje modro sfarbeny produkt.

Molekula RNA obsahujuca rib6zu reagovala v kyslom prostredi s difenylaminom za vzniku
zeleného sfarbenia. OdlisSné sfarbenie spdsobuje pritomny furfural, ktory vznika

dehydratéciou ribozy.

Kontrolné otazky:
1. V DNA su nukleotidy spajané 3"- 5"- fosfodiesterovou vazbou.

2. Donorom vodika je mala ditiolova bielkovina tioredoxin.
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111 PODMIENKY PRACE V LABORATORIU
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A Priprava Studenta na laboratdrne cvicenie

1. Student je povinny pripravit’ sa na kaZzdé laboratérne cvifenie. Pred cvi¢enim si
nastuduje teoreticky Gvod, navod k laboratornemu cviceniu a principy realizovanych
uloh.

2. Pred vstupom do laboratéria je kazdy Student povinny poznat’ laboratérny poriadok
a dosledne ho dodrziavat. Student ovlada bezpe&nost’ prace s chemikaliami, s ktorymi
bude pracovat a principy prvej pomoci v pripade Urazu.

3. Zakladnou podmienkou pre udelenie hodnotenia je absolvovanie vsetkych predpisanych

laboratérnych cviceni.

Nepripravenost’ Studenta, neznalost’ a nedodrziavanie laboratérneho poriadku opraviuje

ucitel’a vylucit’ Studenta z laboratérneho cvicenia.

B Bezpecnost’ prace

Praca v chemickom laboratériu ma svoje Specifika, preto kazda osoba musi v laboratériu

dodrziavat’ bezpeénostné predpisy, aby chranila zdravie seba a ostatnych pritomnych.

1. Vstup do laboratoria je povoleny iba Vv pritomnosti vyucujiiceho v zapnutom
pracovnom plasti.

2. 'V laboratoriu je zakazané jest, pit a fajcit’.

3. Kazdy student ma svoje pracovné miesto, zodpoveda za jeho poriadok a Cistotu
a za pouzivané pristroje a pomécky. Nesulad zoznamu pomaocok v pracovnom stole
s redlnym stavom hlasi hned’ na zaciatku vyucujlicemu, ako aj pripadné poskodenie
pomocok vzniknuté pri vlastnej praci.

4. Pri praci v laboratoriu sa student riadi pokynmi vyucujiceho, venuje sa len svojim
Uloham a nerusi ostatnych. Bez vedomia vyuujuceho nemeni pracovné postupy
a pouzivané chemikalie, nemanipuluje s inymi pristrojmi, elektrickymi a plynovymi
rozvodmi.

5. Pri praci s koncentrovanymi kyselinami, zasadami a niektorymi organickymi

rozpustadlami sa pouzivaju ochranné rukavice a ochranné $tity.
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10.

11.

12.

13.
14.

Vsetky prace s prchavymi a dymiacimi latkami je potrebné uskuto¢tiovat’ v zapnutom

digestore.

Pipetovanie Ustami je zakéazané.

Kahan nesmie horiet’ bez dozoru. S kahanom a predmetmi po zahrievani je potrebné

pracovat’ opatrne.

Horlaviny je zakazané ohrievat’ kahanom alebo na varici.

V pripade, ze dojde k rozliatiu / rozsypaniu / tniku akejkol'vek chemikalie, alebo

vzplanutiu materialu, pripadne inej neocakavanej reakcii, je Student povinny urobit’

opatrenia, aby zabranil $kodam na zdravi, majetku a Zivotnom prostredi a okamzite

informuje vyucujtceho:

a) pri rozliati horPaviny je nutné okamzite zhasnut' kahan, zabezpeéit dokladné
vetranie a odstranit’ horl’avinu vsiaknutim do vhodného materialu,

b) rozliate kyseliny a zasady sa ihned’ riedia vodou a splachnu sa vel’kym mnozstvom
vody alebo sa odstrania vsiaknutim do vhodného materialu,

C) ostatné rozliate alebo rozsypané chemikalie sa likviduju podla pokynov
vyucujuceho, ak nie je urcené inak,

d) rozbité sklo a odpad s ostrymi hranami musi byt umiestneny do uréenych nadob.

V pripade Urazu, je potrebné okamzite poskytnit’ prvii pomoc a informovat

vyucujuceho.

Je nutné respektovat’ bezpe€nostné Stitky a piktogramy na pristrojoch, pomdckach

a chemikaliach.

Po ukoncdeni prace Student umyje sklo a pouzivané pomdcky ulozi na uréené miesto.

Opustit’ pracovné miesto moze Student iba so sthlasom vyucéujuceho po kontrole

pracovného miesta.

C Prva pomoc Vv laboratoriu

Zasiahnutie o¢i chemikaliou

Ak vnikne do o¢i akakol'vek chemikalia alebo biologicky material, je nutné okamzite oko

vyplachnut' pomocou ocnej sprchy alebo pradom vody. Ak mé postihnuty nasadené

kontaktné $oSovky, treba ich o najskor vybrat. Dalsi postup uréi vyuéujici. Pri prvej

pomoci sa nepouZzivaju Ziadne neutralizané roztoky, ani o¢né kvapky.
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Poleptanie pokozky

Najskor je potrebné odstranit’ zasiahnuty odev. Poleptané miesta je ihned’ nutné dlhodobo
oplachovat’ praidom vody. V pripade tazsiecho poleptania zaisti d’alSie oSetrenie vyucujuci.
Popalenia

Postihnuté miesto je potrebné ihned ochladit’ studenou vodou. Na popalent plochu sa
neaplikuju ziadne masti, ani lieky. Dalsi oSetrenie zaisti vyuéujuci.

Otvorené poranenia

Najprv je potrebné zastavit’ krvacanie. Drobné rany (porezanie sklom) umyjeme pradom
vody. Cudzie telesa, napr. ulomky skla sa zrany pri prvej pomoci nevyberaju. Dalgie
osetrenie vratane dezinfekcie a sterilného krytia zabezpeéi vyucujici. Dalii postup uréuje

vyucujuci.

Inhalacia Skodlivych latok

Postihnutého je nutné premiestnit’ na Cerstvy vzduch a uvolnit’ odev. Al postihnuty nedycha,
je potrebné zah4jit’ umelé dychanie, pripadne resuscitaciu.

Pozitie Skodlivych latok

Je nutné okamzite informovat’ vyucujticeho, ktory zaisti oSetrenie.

D Nebezpeéné latky v laboratériu

Nebezpecné chemikalie v origindlnych baleniach sii ozna¢ované vystraznymi symbolmi,
tzv. signalnymi slovami a Gdajmi 0 nebezpeénosti podla Globalneho harmonizovaného
systému klasifikacie a oznac¢ovania chemikalii (GHS). Pokial’ to prevadzkové a technické
podmienky umoziuju, méze byt rovnaké oznacenie, pripadne jeho zjednoduseny variant
pouzity aj v Studentskom laboratoriu.
Oznacenie chemikalie podl'a GHS obsahuje:
1. Vystrazny symbol (pozri nizsie),
2. Vystrazné slovo ,,nebezpecenstvo* (pri vysSom riziku) alebo ,,varovanie“ (pri
nizSom riziku)
3. Vystrazné upozornenia (tzv. H-vety), ktoré obsahuju viac podrobnosti
0 nebezpecenstve,
4. Pokyny pre bezpecné zaobchadzanie (bezpecnostné upozornenia), ktoré uvadzaju

ako s latkou bezpecne manipulovat.
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V praxi sa pouziva celkom devit’ vystraznych symbolov. V nasledujucej tabulke je uvedeny

ich zjednoduseny opis pre potreby praktickych cviceni:

GHSO1 - Vybusné latky - samovolne reagujuce latky organickych peroxidov,
ktoré mozu pri zahriati spdsobit’ vybuch

GHSO02 - HorlPavé latky - su to latky , ktoré mozno l'ahko zapalit, mézu vzplanat
pri ohreve alebo pri samovolnej reakcii. Taktiez latky a zmesi, ktoré¢ sa mozu
samovolne zahrievat, mézu sa vznietit' pri styku so vzduchom, alebo uvoltiuju
horl'avé plyny pri reakcii s inymi latkami

GHS03 - Oxidujuce latky — samé o sebe nie st horlavé, ale mézu reagovat’
predovsetkym s horlavymi latkami a sposobit’ poziar, vybuch alebo mozu poziar
zosilnit’.

GHSO04 - Plyny pod tlakom - pri zahriati méze vybuchnat
- obsahuje schladeny plyn, méze spdsobit’ kryogénne popaleniny alebo
poranenia
- rozpustené plyny

GHSO05 - Korozivne a zieravé latky - mézu spdsobit’ vaZzne poleptanie pokozky,
poskodenie oc¢i

GHSO06 - Toxicke latky - pri poziti, vdychnuti ¢i styku s pokozkou mézu sposobit’
akutne poskodenie zdravia alebo smrt’.

GHSO07 - Drazdivé latky - latky spdsobujice podrazdenie pokozky, o¢i, dychacich
ciest; omamné latky a latky, ktoré maju iné $kodlivé u¢inky na zdravie.
Rovnakym symbolom sa oznacuj tiez latky poSkodzujlice ozénovu vrstvu.

GHSO08 - Latky nebezpecné pre zdravie - latky karcinogénne, poskodzujice plod
v tele matky alebo spdsobujiice mutacie. Taktiez latky, ktoré mézu poskodit’ urcity
organ alebo vyvolavaju alergie, astmu alebo ochorenie dychacich ciest.

GHS09 - Latky nebezpecné pre Zivotné prostredie - patria sem najma latky
poskodzujlce vodné ekosystémy a zivotné prostredie

AR RO RO R R
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E Nebezpecné latky v laboratdriu pri vybranych experimentoch

LATKA

RIZIKOVE VETY

PIKTOGRAMY

Aceton

Vel'mi horl’ava kvapalina a pary.
Sposobuje vazne podrazdenie oci.
Maoze sposobit’ ospalost’ alebo zavraty

O

Alfa-naftol

Skodlivy po poziti
Toxicky pri kontakte s pokoZzkou
Drazdi kozu
Sposobuje vazne poSkodenie oci
Moéze sposobit’ podrazdenie dychacich ciest

Amoniak

Sposobuje vazne poleptanie koze a poskodenie o¢i.
Vel'mi toxicky pre vodné organizmy

Benzén

Vel'mi horl'ava kvapalina a pary
Moze byt smrtel'ny po poziti a vniknuti do
dychacich ciest.
Drazdi kozu.
Sposobuje vazne podrazdenie oci.
Maoze sposobovat’ genetické poskodenie. Moze
sposobit’ rakovinu.
Sposobuje poskodenie organov pri dlhsej alebo
opakovanej expozicii

OX 20

Dietyléter

Skodlivy po poziti, mdze spdsobit ospalost’ alebo
zavraty.
Horlavina.

R

Difenylamin

Toxicky po poziti.
Toxicky pri kontakte s pokozkou.
Toxicky pri vdychnuti.
Moze spdsobit’ poskodenie organov pri dlhsej alebo
opakovanej expozicii.
Vel'mi toxicky pre vodné organizmy, s dlhodobymi
ucinkami.

SP®

Dusicnan
strieborny

Mobze prispiet’ k rozvoju poziaru; oxida¢né ¢inidlo.
Mbze byt korozivna pre kovy.
Spdsobuje vazne poleptanie koze a poskodenie oci.
Vel'mi toxicky pre vodné organizmy, s dlhodobymi
ucinkami.

O®

Etanol

Vel'mi horl’ava kvapalina a pary.
Sposobuje vazne podrazdenie oci.

SO
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Fenolftalein

Podozrenie, ze spdsobuje genetické poskodenie.
Moze sposobit’ rakovinu.
Podozrenie, Ze spdsobuje poskodenie plodnosti
alebo nenarodeného diet’at’a.

HexakyanoZelezitan
draselny

Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi
ucinkami

Hydrogensiran
draselny

Sposobuje vazne poleptanie koze a poSkodenie o¢i
Moze sposobit’ podrazdenie dychacich ciest

Hydroxid draselny

Modze byt korozivna pre kovy
Skodlivy po poziti
Sposobuje vazne poleptanie koze a poSkodenie oéi

Hydroxid sodny

Sposobuje vazne poleptania koze a poSkodenie o¢i.
Mbze byt korozivna pre kovy.

Chlorid kademnaty

Sposobuje vazne podrazdenie oci.

Chlorid Zelezity

Moéze byt korozivna pre kovy.
Skodlivy po poziti.
Drazdi kozu.
Sposobuje vazne poskodenie o¢i.

&b

Chloroform

Skodlivy po poziti.
Drazdi kozu.
Sposobuje vazne podrazdenie oci.
Toxicky pri vdychnuti.

Moze spdsobit’ ospalost’ alebo zavraty.
Podozrenie, ze sposobuje rakovinu.
Podozrenie z poskodzovania nenarodeného diet’ata.
Sposobuje poskodenie organov (Pecen, Oblic¢ky) pri
dlhsej alebo opakovanej expozicii.
Skodlivy pre vodné organizmy, s dlhodobymi
ucinkami.

Jod

Skodlivy pri kontakte s pokozkou.
Skodlivy pri vdychnuti.
Vel'mi toxicky pre vodné organizmy.

O©

Kyselina dusicna

Moéze prispiet k rozvoju poziaru; oxidacné ¢inidlo.
Mo6ze byt korozivna pre kovy.
Spdsobuje vazne poleptanie koze a poskodenie oci.
Toxicky pri vdychnuti.

SO
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Kyselina
chlorovodikova

Sposobuje vazne poleptanie koze a posSkodenie o¢i.
Moze sposobit’ podrazdenie dychacich ciest.

A0

Kyselina octova

Horlava kvapalina a pary.
Sposobuje vazne poleptanie koze a posSkodenie o¢i.

&

Kyselina sirova

Moéze byt korozivna pre kovy.
Spbsobuje vazne poleptanie koze a poskodenie oéi.

Kyselina
sulfosalicylova

Skodlivy po poziti.
Sposobuje vazne poleptanie koze a poSkodenie o¢i.

Moze prispiet’ k rozvoju poziaru; oxidacné ¢inidlo.

Manganistan Skodlivy po po-iiti. .
, Vel'mi toxicky pre vodné organizmy, s dlhodobymi
draselny dinkami, @ @ @
Skodlivy po poziti.
Drazdi kozu.
Ninhidrin Sposobuje vazne podrazdenie o¢i.

Moze spdsobit’ podrazdenie dychacich ciest.

Octan olovnaty

Moze poskodit’ nenarodené dieta. Podozrenie z
poskodzovania plodnosti.
Moze spdsobit’ poskodenie organov pri dlhsej alebo
opakovanej expozicii.
Vel'mi toxicky pre vodné organizmy, s dlhodobymi
ucinkami.

Peroxid vodika

Skodlivy po poziti.
Drazdi pokozku.
Sposobuje vazne poskodenie o¢i.
Skodlivy pri vdychnuti.
Moze spdsobit’ podrazdenie dychacich ciest

SV

Rezorcinol

Skodlivy po poziti.
Drézdi kozu.
Sposobuje vazne podrazdenie oci.
Vel'mi toxicky pre vodné organizmy.

&b

Siran med’naty
pentahydrét

Skodlivy po poziti.
Drazdi kozu.
Sposobuje vazne podrazdenie oci.
Vel'mi toxicky pre vodné organizmy, s dlhodobymi
ucinkami.

&b
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