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Zname prislovie hovori: ,Je lepSie raz vidiet, ako stokrat pocut.“ S tymto vedomim je
koncipovana elektronicka verzia ucebnych textov, ked'ze sme presvedCeni, Ze prakticka laboratérna
skusenost’ je nenahraditelna a ma stale svoj vyznam vo vysokoSkolskom $tadiu. V predloZenych
udebnych textoch najdete stbor experimentov, ktoré vhodnou formou dopihaji a pomahaji lepsie
pochopit’ teoretické vedomosti ziskané tak samo$tadiom, ako aj z prednaSok. Zaroven tito e-verzia
umoziuje Studentom po vytlaceni a naslednom vyplneni jednotlivych tabuliek, pozorovani a zaverov,
predlozit’ ich ako laboratorny protokol, ktory potvrdzuje, Ze uvedené ulohy zvladli.

Prajeme vam mnoho $tudijnych uspechov na laboratornych cviéeniach z lekarskej chémie.
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Zaklady laboratornej techniky
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Kazdy Student je povinny oboznamit’ sa so zdsadami bezpecnosti prace v laboratoriu, podpisat’
o tom prehlasenie a tieto zasady dodrziavat’.

V laboratdriu je prisne zakazané jest, fajcit, pit vodu z vodovodu alebo iné napoje, zuvat’
zuvacku a vykonavat’ ¢innosti nesuvisiace s napliiou laboratornej prace.

Student pred vstupom do laboratoria alebo podas pritomnosti v laboratoriu nesmie pouzivat
lieky alebo iné latky oslabujice jeho pozornost’.

Je zakazané do chemického laboratdria nosit’ prstene, Sperky a iné drahé ozdobné predmety,
ktoré mozu Studenta obmedzovat’ v praci, alebo sa moézu v laboratoériu poskodit’.

Student je povinny obozndmit’ sa s vybavenim laboratorneho stola a na pracovnej ploche moze
mat’ len predmety a pomocky, ktoré bezprostredne potrebuje na experimentalnu pracu. Je
zakézané svojvolne robit’ experimenty, ktoré nie su v naplni praktického cvicenia.

Pri skimavkovych reakcidch (kvalitativne reakcie) je nutné pracovat s o najmenSim
mnozstvom reagencii. Prebyto¢ne naliate reagencie sa nikdy nesmua vlievat spit do
reagencnych flias. Po pouziti reagencie fl'aSu ihned’ zatvorit povodnou zatkou a vratit' na
ur¢ené miesto. Neposkodzovat’ nalepky na reagencnych fl'asiach.

Pri pipetovani roztokov sklenenou pipetou musi byt pipeta dokonale umyta pre kazda
jednotlivi reagenciu. Pri pipetovani kvapalinu nikdy nenasavat’ ustami. Pouzit' Specialne
nasavacie baldniky, alebo pumpicky. Pri pouzivani automatickych pipiet (davkovacov) sa ma
pred pipetovanim nového roztoku vymenit’ Spicka. Pevné substancie naberat’ pomocou lyzicky.
Prace s l'ahko prchajucimi, alebo zapachajucimi latkami sa robia v digestoriu so zapnutym
odtahom. Po praci s tymito latkami je potrebné dbat’ na dokonalé umytie laboratéorneho skla,
pracovnej plochy a ruk.

Pri riedeni koncentrovanych kyselin lejeme vzdy kyselinu do vody a nie opacne.

Pri zahrievani v skimavkach dbame, aby ich vonkajsia strana bola suchd, ina¢ praskni. Obsah
skamavky (naplnit’ najviac do 1/4 objemu) treba zahrievat' pri hladine a obsah pretrepavat,
aby sa zahrieval rovnomerne. Otvor skimavky treba odvratit’ od seba a aj od blizko stojacich
0s0b. Pri praci pouzivat’ drziak na skimavky a ochranné okuliare.

Pocas nalievania a pipetovania cinidiel do skiimaviek, alebo inych nadob, nikdy sa
nenaklaname nad otvor, skimavku nedrzime blizko tvare alebo S$iat.

Pri praci s horlavinami (napr. org. rozpustadld) - v laboratériu nesmie horiet’ otvoreny plamen.
Na ich zahrievanie pouzivame vodné kipele ohrievané elektricky. Ak by v laboratériu vznikol
poziar, lokalizujeme ohen tak, Ze ho prikryjeme na to urenou azbestovou prikryvkou (visi na
stene v laboratoriu). Pri va¢Som poziari pouzijeme hasiaci pristroj.

Pri manipulacii s biologickym materidlom (krv, krvné sérum, moc¢, sliny, tkanivové
homogenaty) je potrebné postupovat’ tak, ako keby iSlo o infekény material. Pouzité pipety
(pipetovacie $picky) sa po vyplachnuti vodou odkladaji na urc¢ené miesto na dezinfekciu.
Zvysky chemikalii, ktoré by mohli vazne znecistit' Zivotné prostredie (soli tazkych kovov a
pod.), sa nesmu vylievat’ do vylevky. Uskladnuji sa do zvlast na to uréenych nadob.

Pri postriekani §iat, rak alebo tvare kyselinami, zasadami ale aj inymi reagenciami, ihned’
postrickané miesto poumyvat dostatoénym mnozZstvom vody. Potom pod vedenim ucitel'a
pouzit’ dostupné neutraliza¢né roztoky. U¢itel’ zaist'uje, ak je nutné, i d’alSiu potrebnii pomoc.
Kazdu i najdrobnejsiu nehodu je Student povinny hlasit’ ucitel'ovi.
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17. Studenta, ktory nedodrziava bezpednostné predpisy, ma vyucujici pravo vykazat z praktického
cvicenia.

18. Po skonceni cvicenia uvedie Student svoj pracovny sto6l do poriadku, skontroluje najméi
uzavretie plynu a vody. Odchéadza iba na pokyn ucitel’a.

19. Z laboratéria je prisne zakazané odnasat akykol'vek material (chemikalie, laboratorne pomdcky
apod.)

20. Skody, ktoré $tudenti sposobili nedodrzanim bezpeénostnych a pracovnych predpisov je
povinny uhradit’.

21. Pri neopatrnej manipulacii s laboratornym sklom (krehky material) moze dojst’ k jeho rozbitiu
a k reznym poraneniam osob. So sklenenymi predmetmi nikdy nenarabajte silovo.

Niektoré medzinarodné symboly oznacujuce charakter rizika pri praci
s chemickymi latkami

vybusnina oxidovadlo horlavina jed

’-/

. .. environmentalne , . , i
Skodlivina korozivna latka 9 R radioaktivna latka
Skodliva latka

Vybavenie pracovného stola, zakladné laboratorne sklo a porcelan

Laboratorne stoly maju spravidla dve pracovné miesta. Pracovna plocha stolov je pokryta
ohnovzdornym a chemikaliam odolnym materialom. Kazdy st6l ma zastr¢ky na elektricky prud,
privod plynu a kompletnti vodoinstalaciu s vylevkou.

K stalemu vybaveniu pracovného miesta patri plynovy kahan s uzavermi plynu. Dalej sa tu
nachadza striekackova fT'aSa s destilovanou vodou, kovovy stojan, stojan so skimavkami, Zelezna
trojnozka a stojan na uloZenie pipiet. V zasuvkach pracovného stola sa nachadza drobny kovovy
material, ako drziaky, svorky, zelezné kruhy, kovové sietky a pod. Priestor nad pracovnym stolom
je vybaveny polickami, na ktoré sa ukladaji reagencné fl'ase.

K najpouzivanejSiemu laboratornemu sklu patria skimavky. Tenkostenné skumavky sa
pouzivaju na analytické reakcie. Mozno ich zahrievat aj priamo na plameni. Hrubostenné
skimavky sa pouzivaju hlavne na centrifugovanie. Na vécSie chemické operacie pouzivame
kadi¢ky. Na rozdiel od skumaviek, kadi¢ky nezahrievame priamo v plameni, ale cez kovova
sietku.
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NajbezZnejSie laboratérne sklo, porcelan a kovové laboratéorne pomocky
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V chemickom laboratoriu sa pouzivaju rézne druhy baniek. Varné banky st gulovitého tvaru s

téglik pipeta

gulatym alebo plochym dnom. Banky s plochym dnom sa pouZzivaju aj na titraciu. Erlenmeyerove
banky su kuzelovitého tvaru. Maju ploché dno. Medzi laboratérne sklo patria lieviky a hodinové
sklicka. Lieviky pouZivame na filtraciu a pri nalievani o, Sprévne od&itanie menisku pri
priprave roztoku v odmernej banke

Zdroj:

Samozrejmou vybavou chemického laboratéria st http://glossary.periodni.com/diction
ary.php?en=meniscus

kvapalin.

rozne typy flia§. Reagencné fl'ase uzkohrdlé so zatkou sa
pouzivaju na uchovavanie kvapalnych reagencii. Prchavé
latky, napr. koncentrované kyseliny, su uchovavané vo
flasiach so zabrusenou zatkou a zabrisenym sklenenym
klobucikom. Tuhé (praskové) chemikalie sa uchovavaju v
Sirokohrdlych flaSiach - prachovniciach. Obidva druhy flia$

si zo svetlého alebo tmavého skla a pouzivaju sa podla

citlivosti chemikalii na svetlo.

Na odmeriavanie objemov pouzivame rézne odmerné nadoby (vid’ text nizSie). Na pripravu
roztokov st odporacané odmerné banky. Su to sklenené banky, ktoré maji zizené a pretiahnuté
hrdlo. Na hrdle je znacka, ktora urcuje pokial’ sa banka plni kvapalinou, aby sa dosiahol objem
vyznaceny na banke.

Medzi nadoby z porcelanu patria odparovacie misky. Dalej sem radime roztieratky (trecie

misky), ktoré mozu sluzit’ napr. na roztieranie tkaniva pri priprave tkanivovych homogenatov.
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Uloha: Prica s kahanom

Mnozstvo chemickych reakcii prebieha lepsie a s vyss§im vytazkom pri teplote vyssej ako je

teplota laboratéria. Na zvySenie teploty sa najCastejSie pouzivaju plynové kahany. Plyn hori v

zmesi so vzduchom. Mnozstvo privadzaného vzduchu urcuje, ¢i ziskame plamen svietivy, malo

vyhrevny (bez priddvania vzduchu); alebo nesvietivy, silne vyhrevny (s privodom vzduchu).

Dva zakladné typy plynovych kahanov liSiace

o
sa sposobom regulacie privodu vzduchu 1540°C

1560 °C

S e

— 520°C

b
) 300 °C

Bunsenov kahan Tecluho kahan Teploty plameiia
plvynového kahana

Pracovné potreby
Kahan, zapalky

Pracovny postup

1.

Zapalenie kahana:

Privod vzduchu na kahane pred zapalenim plynu musi byt uzavrety. Urobime tak prstencovou
objimkou (Bunsenov kahan) alebo kruhovou podlozkou (Tecluho kahan).

OtoCenim plynového kohutika na pracovnom stole otvorime privod plynu do kahana a
zapalime zapalkou (nie zapal'ovaCom!). Ziskame plamen svietivy.

Doregulujeme privod vzduchu tak, aby sme ziskali plamen nesvietivy (namodraly), ktory
budeme najcastejSie pouzivat. Ak sa privadza prili§ vel'a vzduchu do plynu méze sa stat, ze
plamen "zosko¢i" do vnutra kahana. Vyhrevna zmes potom hori uz od ustia trysky v horaku.
Kahan sa rozpali a vznika nebezpecie popalenin. V takomto pripade ihned zatvorime privod
plynu (kohutikom na pracovnom stole).

Vypnutie kahana:
Najprv zatvorime privod vzduchu do kahana otoCenim objimky alebo prstenca na telese
kahana. Potom uzavrieme privod plynu do kahana oto¢enim uzaveru na laboratérnom stole.

Zaver:
Poznacte si do protokolu vlastné poznatky a dbajte o spravny postup.
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Uloha: Meranie objemov

K odmeriavaniu objemov sa v laboratoriach pouzivaju rozne druhy odmernych nadob,
najcastejsie odmerné valce, odmerné banky, pipety a byrety.

Odmerné valce st nadoby nizsej presnosti, objem kvapaliny je mozné odmerat’ s chybou okolo
1%. Z tohto dovodu sa pouzivaju na odmeriavanie objemov pomocnych Cinidiel. K presnejSiemu
odmeriavaniu objemov, napr. pri priprave roztokov sa pouzivaji odmerné banky. Chyba je pri nich
okolo 0,05%. PresnejSie ako odmerné valce st aj pipety a byrety, ktoré sa pouzivaju k odoberaniu
ur¢itého objemu zo zasobnej nadoby, resp. k meraniu pridaného objemu. Odmerné valce a odmerné
banky st kalibrované na doliatie (oznacenie IN), ¢o znamena, ze objem uvedeny na skle sa ziska
doliatim kvapaliny po ur€itd znacku. Pipety a byrety su kalibrované na vyliatie (oznacenie EX),
uvedeny objem sa ziska vypustenim potrebného mnozstva kvapaliny. MenSie objemy kvapalin
odmeriavame sklenenymi pipetami alebo automatickymi pipetami. Pri pipetovani sklenenou
pipetou na horny (tupy) koniec pipety nasadime pumpicku (prip. balénik) a hrot pipety ponorime
pod hladinu kvapaliny, ktorti chceme odpipetovat. Jednou rukou pridrziavame pipetu a druhou
manipulujeme s pumpickou (balonikom), aby sa kvapalina nasavala do pipety. Hrot pipety otrieme
papierovou vatou. Potom hrot pipety priloZzime na stenu nadoby, do ktorej odmeriavame objem a
kvapalinu nechame volne vytiect’ (pumpicku oddelime od pipety). Pockame este asi 15 sekund,
aby stiekla kvapalina aj zo stien pipety. Pri vypustani celého objemu pipety sa hrot pipety otrie 0
stenu nadoby. Maly zvySok kvapaliny v hrote pipety sa nevyfukuje (toto mnozstvo nie je pri
kalibracii zapocitané do objemu pipety).

Prekrytie menisku so znac¢kou na pipete sa od¢itava vo vyske oka. Vac¢Sina vodnych roztokov
vytvara konkavny meniskus, od¢itavame tzv. dolny meniskus, niektoré roztoky, napr. ortut’, maji
Obr. Odcitanie konkdvneho (A) akonvexného meniskus konvexny. Spravne odcitanie menisku
(B) menisku je na obrazku.

Zdroj: http://en.wikipedia.org/wiki/Meniscus Pri pipetovani automatickou  pipetou

pozadovany objem odmeriavame pomocou

° manipulaéného piestu, ktory mozno stlacit’ do
dvoch poldh. Najprv na predizent, kénicku ¢ast’
pipety nasunieme sucht $pi¢ku. Pri napinani

Il*x// pipety manipulacny piest stlacime palcom(!) do

prvej polohy. Potom Spicku ponorime do
roztoku a pomaly uvolfiujeme tlak, az sa piest dostane do vychodiskovej polohy (schéma str. 14).
Je nutné kontrolovat’ obsah $picky - vzduchova bublina, spontanne vytekanie, upchatie a pod.
Pri vyprazdiiovani Spicky zatla¢ime piest postupne az do druhej polohy (na doraz). Tento
postup je nutné niekolkokrat pomaly zopakovat’, aby sa obsah Spicky dokonale vyprazdnil (na
rozdiel od sklenenych pipiet).
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Pracovné potreby
Pipeta delena 5 ml, pipeta delend 10 ml, odmerny valec 10 ml a 25 ml, skamavky, kadicka,
destilovana voda, automaticka pipeta.

Pracovny postup

1. Pipetujte do skamaviek 1, 2, 3, 4, 5 a 10 ml vody. Zapamétajte si vySku hladiny odmeraného
objemu.

2. Pipetujte do skamaviek 1,5; 2,5; 3,5 a 4,5 ml vody. Vyberte najvhodnejsi typ pipiet.

3. Nalejte do skamaviek rozne mnozstva vody a odhadnite objem. Skontrolujte objem preliatim
vody do odmerného valca. Zistite objem celej skamavky v ml.

4. Zistite pocet kvapiek v 1 ml vody tak, Ze po kvapkdch vypustite 1 ml. Vypocitajte objem
jednej kvapky. Zapiste do zosita zistené hodnoty.

Pozorovanie:

Odhadnuty objem Skuto¢ny objem Chyba merania

Zaver:
Vyhodnot'te svoju zru¢nost’ v jednotlivych ukonoch. Precvicujte priebezne pri d’alSich tlohach.

4
a5
rﬁ; nasavanie vypustanie
A 0 A
A B
1 \ 4
2 \ 4
nasavanie vypustanie

Postup pri nasavani a vypast’ani kvapaliny ruénym diavkovacom (autom. pipetou)
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Niektoré zakladné laboratorne prace

Zahrievanie patri medzi zakladné operacie v laboratoriu, pretoze vd¢Sina reakcii prebieha
dostatocnou rychlost'ou iba pri zvySenej teplote. Zahrievat’ mézeme priamo v plameni plynového
kahana (skimavky). Ked to vyzaduje charakter reakcie, zahrievame vo vodnom kupeli.
Jednoduchy vodny kupel si pripravime zahrievanim kadicky s vodou, do ktorej vlozime skiimavky
s reagujucimi latkami. Do kadicky vkladame aj sklenené gul6¢ky na zamedzenie utajeného varu.

Filtracia sluzi najCastejSie na oddelovanie tuhej latky od
kvapalnej pomocou filtratného zariadenia. Jednoducha filtracia sa
robi na filtraénom lieviku. Do lievika sa vklada filtracny papier tak,
aby siahal asi 2 mm pod jeho okraj. Stopka lievika sa ma dotykat’
steny nadoby, do ktorej sa filtruje. Filtrovana zmes sa vlieva do
lievika po tyCinke a celkovy objem zmesi ma byt priblizne 0,5 cm

pod okrajom filtra. Tekutina, ktora presla filtranym papierom sa

nazyva filtrat. Na filtri ostava tuha latka.

Dekantacia je spdsob oddelenia tuhej latky od kvapalnej vol'nym usadenim tuhych castic.

Centrifugovanie na rozdiel od filtracie, umoziuje rychlejsie oddelit’ latky roznych mernych
hmotnosti pomocou odstredivej sily. Protil'ahlé centrifugacné skiimavky pri centrifugovani musia
byt vyvazené. Centrifugovanim sa rozvrstvia jednotlivé fazy. Tekuta faza, ktora je na povrchu sa
nazyva supernatant. Tuhd faza na spodu skimavky je sediment.

Krystalizacia je jednou z metod Cistenia organickych a anorganickych latok. Krystaly sa
vylucuju z nasyteného roztoku, pricom znecistujuce primesi zostavaju v matecnom lihu.

Destilacia sa pouziva na Cistenie kvapalin alebo k oddelovaniu zmesi kvapalnych latok
s odlisnymi teplotami varu.

Sublimaciou nazyvame prechod latky z tuhého skupenstva priamo do plynného. Po zahriati
unikaji z tuhej zmesi pary oddelovanej zlozky, ktoré sa po ochladeni premienaju spat’ na tuht
latku.

Na rovnakom principe sa zakladd mrazova sublimacia (lyofilizacia). Je to metdda Setrného
suSenia vodnych roztokov neprchavych latok (napr. bielkovin) za nizkej teploty a vysokého vakua.
Zmes latok sa najprv ochladi hlboko pod 0 °C. Postupnym a pomalym zahrievanim vo vakuu zo
vzniknutého l'adu unikajii molekuly vody a v suSine zostane latka v nativnom stave.

Extrakcia sa pouziva na oddelovanie tuhej alebo kvapalnej latky zo zmesi na zaklade jej
odli$nej rozpustnosti v réznych rozpuastadlach.

Vazenie sluzi na uréenie hmotnosti latok. Podl’a toho, aké mnozstvo latky a s akou presnost’ou
potrebujeme odvazit, pouzivame rdzne druhy vah (vahy torzné, technické, analytické). V naSich

laboratoriach budeme najcastejsie pouzivat technické vahy.
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Viahy maju zabezpecCovacie zariadenie (aretaciu), ktorym sa Setria brity vahadla a misiek. Pri
pridavani zavazia alebo vazenej latky, vahy musia byt’ zaaretované.

Pocas vazenia na starych typoch vah kladieme na pravi misku vah zavazia a na l'ava vazenu
latku. Chemikalie vazime v navazovacke, pripadne v kadicke. Nikdy nie priamo na miske.
Navazovacku vyvazime bud’ zavazim alebo sklenenymi gulickami. Navazovacka je vyvazena, ked’
sa jazycek vahadla kryje s nulou na stupnici, alebo ma rovnaky vykyv na obidve strany. AZ potom
pristipime k vlastnému vazeniu latky. Zavazia priddvame na vahy pinzetou. Po skonceni vaZenia,
zavazia vratime naspét’ do supravy zavazia a pripadné necistoty na miskach odstranime Stetcom.

Modernejsie elektronické vahy nepouzivaju zdvazia, ale na displeji priamo udavaji hmotnost’

vazenej latky.
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Uloha: Priprava a prekrystalizovanie jodidu olovnatého

Krystalizacia je vylucovanie pdvodne tuhej rozpustenej latky z roztokov vo forme krysStalov
(krystaly su chemicky rovnorodé Castice - telesa s pravidelnym tvarom).

Krystalizacia je jednou z metod ziskavania Cistych latok. Latka ziskana krystalizaciou je vzdy
CistejSia ako vychodzia latka, pretoze neCistoty zostanll vo zvysSnej kvapaline, tzv. kryStalizacnom

luhu. Krystalizacia nastava najcastejSie ochladenim nasyteného roztoku.

Pracovné potreby

Laboratorne véaha, navazovacka, sklenena tyCinka, kadicka 150 ml (2 ks), valec 100 ml a 25 ml,
kahan, trojnozka, sietka, lievik, filtracny papier skladany, kovovy kruh, Erlenmeyerove banky (2
ks)

Roztok Pb(NQOs), (¢ = 0,03 mol/l), KI tuha substancia

Pracovny postup
Priprava Pbl,
Priprava Pbl, prebieha podl'a reakcie:
Pb(NO3), + 2 KI — Pbl, +2 KNO;

1. Do kadi¢ky nalejte 20 ml roztoku Pb(NO3), (¢ = 0,03 mol/l). Potom si sami pripravte 20 ml
roztoku KI v takej koncentracii, aby reakcia prebehla bezo zvysku. Vypocitajte kol’ko g KI
potrebujeme na pripravu tohto roztoku (M, KI = 166).

2. Odvazené mnozstvo KI rozpustite v malej kadicke priblizne v 10 ml vody za mieSania
ty¢inkou. Vzniknuty roztok preneste do valca a doplite vodou po znacku 20 ml (priprava
roztoku vo valci je malo presna, a preto aj roztok KI je len o pribliznej koncentracii).

3. Roztok Kl z odmerného valca prelejte do kadicky sroztokom Pb(NOs),. Vznikne Zlta
zrazenina jodidu olovnatého. Heterogénnu zmes prefiltrujte. Na filtri zostane zrazenina Pbl,,
ktora sa pouzije na prekrystalizovanie.

Prekrystalizovanie Pbl,

1. Vzniknuty Pbl, sa prekrystalizuje na zdklade jeho lepsSej rozpustnosti za tepla. Do kadicky
odmerajte 70 ml vody, do ktorej preneste zrazeninu Pbl, (aj s filtrom). Ty¢inkou vymyvajte
Pbl, do vody a nakoniec filtra¢ny papier odstrarte.

2. Zmes zahrievajte na sietke za obCasného mieSania tyCinkou, aZ sa zrazenina temer Uplne
rozpusti.

3. Horuci roztok prefiltrujte cez skladany filtracny papier do Erlenmeyerovej banky (odstrania sa
pripadné necistoty). Filtrat rozdel'te na dve Casti.

4. Jednu Cast’ nechajte vol'ne vychladnut’ na pracovnom stole a druht cast’ rychlo ochlad’te v
studenej vode. V oboch pripadoch sa vytvoria krystaly Pbl,. Porovnajte ich a vysvetlite
pripadné rozdiely.

Pozorovanie:

Zaver:
Zhodnotte priebeh experimentu, porovnajte velkost krystalov Pbl, vzniknutych za réznych podmienok a
vysvetlite pozorovany jav.
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Kontrolné otazky:

1. Urcte zakladny rozdiel medzi Bunsenovym a Tecluho kahanom.

2. Ur¢te v obr. A a B maximalny objem pipiet a hodnotu objemu jedného dielika.

Sml:0

M=
UL Rl 2w
(T 2=5 5ul/20al

+

il

A, = B,

3. Popiste jednotlivé sucasti pipety.

vypustanie =) nasdvanie

4.  Aké je percentualne zastipenie vody v kostiach?

5. Akym laboratérnym postupom riedime koncentrované kyseliny.

10
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6. Pomenujte po latinsky: H,0,, HCIO, KNO,, Hg,Cl,

7. Vysvetlite vyznam oznacenia ,,IN“ a ,,EX‘ na pipetach.

8. Vysvetlite pojmy krystalizicia a dekantacia.

9. Napiste vzorce zluCenin: stibium oxydulatum, acidum arsenicum anhydricum, manganum
peroxydatum, acidum nitrosum anhydricum, acidum hypophosphorosum.

10. Co rozumiete pod pojmom lyofilizacia?

11
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Kyseliny a zasady

Obsah

Urcenie pH acidobazickymi indiKAtOrMmi..........coiiiriiiiriiiiieiieiese et 6
Urcenie pH pomocou prirodnych indikatorov — antokyanidinov..........c.c.cceeeveeeieereiienieniesieeneen 7
pH telovych a prirodnych teKULIN. .......ocuiiieiii e s 8
Meranie pH POMOCOU PH-MELIAL........oiiiiieeie et e et sresreens 9
Priprava acetatovych tImivych TOZEOKOV.......c.vecviiriiiriiiiierees ettt bbb 11
Vplyv kyselin a zasad na pH tImMive] SUSTAVY......c.cccveriiciieciieiiieiieieeseeseeeeie e 12
KONIOINE OtAZKY ..ottt ettt a st e se et esse st e s e sse et e et e enbesbeennenbe e e 13

Reakcie medzi kyselinami azasadami patria medzi najrozSirenejSie chemické reakcie
v anorganickej chémii. Zakladnym postulatom vSeobecnej teoérie kyselin a zasad, ako ho zaviedol
Bronsted, je definicia kyseliny ako latky schopnej za danych podmienok odstepovat’ (odovzdavat)
proton a zasady ako latky proton viazat. Kyselina je donorom proténu a zasada je akceptorom
protonu. Kazda kyselina K je spriahnuta so zodpovedajucou zasadou Z, s ktorou tvori tzv.
konjugovanu dvojicu. V roztoku preto musia byt’ vzdy pritomni obidvaja partneri sucasne, napr.
HCI + NH; — CI' + NH,*
V Bronstedovom ponimani mézu byt kyselinami a zadsadami aj niektoré iony (kationové, resp.
aniénové kyseliny a zasady). Kyseliny a zadsady sa zvykna oznacit’ spoloénym ndzvom protolyty
a reakcie medzi nimi za protolytické.
Samostatnt reakciu predstavuje autoprotolyza, reakcia, pri ktorej dve molekuly tej istej latky vo
funkcii Bronstedovej kyseliny a zasady si navzajom vymienaju proton. Ako priklady mozno uviest:
H,0 + H,0 «> H30" + OH"
NH; + NH; <> NH," + NH,’
H,SO, + H,S0, «» H3SO," + HSO,

Ionizac¢na konstanta autoprotolytickej reakcie ma potom, napr. v pripade autoprotolyzy vody, tvar:
_ [H;0'][OH]
© [HOF

Ionizacia rozpustadla je mald, preto mozno koncentrdciu neionizovanych molekal povazovat za
konStantnu. Je preto mozné zaviest' nova konStantu, idnovy sucin, resp. autoprotolytickil konStantu

rozpustadla Kg, ktord pre vodu ma tvar:
Kaut (Kv) = Kc.[H,0]=[H;0"][OH]

Tabul’ka: Autoprotolytické konStanty rozpustadiel pri 18 az 25°C

Rozpust'adlo Kaut Rozpustadlo Kaut
Etanol 7,9.10%° Kyselina sirovéa 2,5.10*
Kyselina mravcia 6,3.107 Peroxid vodika 1.10"
Kyselina octova 3,2.10% Voda 1.10™
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Meranie a vypocet hodnot pH

Aktivita vodikovych i6nov Vvroztoku sa vyjadruje vodikovym exponentom pH. Pojem
vodikového exponentu zaviedol Sorensen v snahe zjednodusit’ idaje o koncentracii vodikovych ionov.
Urcovanie (meranie) hodnoty pH patri k zakladnym uloham v chemickych laboratériach. Pri merani
hodnét pH sa pouziva niekol’ko metdd. K jednoduchym patria kolorimetrické metody, ktoré vyuzivaju
rozne acidobazické indikatory. Ako acidobazické indikatory sa pouzivaju niektoré organické
zliCeniny, ktoré st citlivé na zmenu koncentracie vodikovych i6nov a menia svoje zafarbenie
v zavislosti od hodnoty pH prostredia, v ktorom su rozpustené. St to slabé kyseliny, pripadne zasady,
u ktorych ionizovana forma indikatora ma iné zafarbenie ako jeho neutrdlna molekula. Mo6zu sa
pouzivat’ na hrubé stanovenie hodnét pH. Vyber vhodného indikatora zavisi od jeho funkénej oblasti
alebo farebného prechodu. Funk¢na oblast’ indikatora je definovana ako interval medzi dvomi
hodnotami pH, v ktorych mozno pozorovat’ farebnti zmenu indikatora vol'nym okom. Stred farebného
prechodu vzdy zodpoveda pH rovnému pK, indikatora. Potom plati

funk¢énd oblast’ = pKajng £1

kde pKaing je disocia¢na konstanta indikatora.

Tab.: Priklady acidobazickych indikatorov

Nazov indikatora Farba indikatora v prostredi Indikaéna oblast’
kyslom zasaditom
tymolova modra cervena 7Ita 1,2-28
metylova ZIta cervena 7Ita 2,0-4,0
metylova oranZova oranzova Zlta 3,3-4,6
metylova ervena dervena zIta 44-6,2
bromtymolova modra zIta modra 6,0—7,6
fenolftalein bezfarebny fialovy 8,3—-10,0
tymolftalein bezfarebny modry 9,3-10,5

Velmi jednoduché je stanovenie pH pomocou indikatorového papierika. Univerzalny
indikatorovy papierik so svojou 18- ¢lennou porovnavacou farebnou stupnicou dovol'uje odmerat’ pH
vV rozmedzi 0 — 12 s moznost'ou odhadu + 0,5 pH.

V prirode existuje niekolko prirodzene sa vyskytujucich latok, ktorych farba zavisi od pH
prostredia. Su to tzv. antokyaniny, Cervené a modré farbiva, pritomné v niektorych kvetoch (napr.
ruza, muskat, slez) alebo v zelenine (napr. Cervena kapusta). Po chemickej stranke su to
heteroglykozidy, ktoré sa varom s mineralnou kyselinou hydrolyzuju na cukorni zlozku (obycajne
monosacharid alebo disacharid) a na prislusny aglykon — antokyanidin.

Antokyanidiny su rozli¢né hydroxyderivaty 2-fenylbenzopyryliumchloridu.

X
O
o
2-fenylbenzopyryliumchlorid
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Pri vyskume antokyaninov roéznych kvetov a plodov sa dospelo k zéaveru, Zze vyrazna
pestrofarebnost’ kvetov zavisi v podstate len od troch antokyanidinov: pelargonidinu, kyanidinu

a delfinidinu:

OH OH
OH H OH OH
\ \
OH
8 Og
c H Cl
pelargonidin kyanidin
OH
OH OH
X
8
Cl
OH
delfinidin

Tieto antokyanidiny, ako aj ich metylétery davaju s kyselinami a zdsadami za r6znych podmienok
rozne zafarbenia. Tak napr. modra farba nevidze je zapriCinend alkalickou solou kyanidinu, kym
muskatu.

Najpresnej$im meranim pH je stanovenie pomocou pH- metra. Ide o0 potenciometrické
stanovenie. Potenciometria patri medzi elektroanalytické metody, pri ktorej sa sleduje zavislost’
potencialu mernej elektrody voci elektrode referencnej v zavislosti od zlozenia elektrolytu.
Potenciometricky mézeme urcovat’ napr. pH alebo disociacné konStanty. Pozname priame a nepriame
potenciometrické stanovenia. Pri priamych sa priamo z nameraného rovnovazneho potencialu
posudzuje aktivita niektorej sucasti elektrolytu. Priamym je napr. meranie pH. Pri nepriamych
stanoveniach sa zo zmien meraného potencialu posudzuju zmeny aktivity niektorej zlozky roztoku.

Pri potenciometrickych meraniach pH roztoku sa pouZzivaju potenciometre, t.j. pH-metre. pH-
meter je galvanicky c¢lanok, ktory pozostava z 2 elektrod navzajom prepojenych cez elektronické
zariadenie, schopné merat’ rozdiel potencidlov medzi nimi. Elektroda, ktorej potencidl sa so zmenou
koncentracie i6nov nemeni, sa nazyva Standardna (referencnd). Elektroda, ktorej potencial zavisi na
zloZeni skimaného roztoku (v naSom pripade na koncentracii H"), sa nazyva mern (indikac¢na).

Pre elektromotorické napétie ¢lanku (EMN) plati vzt'ah

EMN=E;-E, E; = potencial indikacnej elektrody
E, = potencial referencnej elektrody

Pre elektrédovy potencidl E elektrodového deja pri inych podmienkach ako st Standardné pocas

rovnovahy, plati Nernstova-Petersova rovnica
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[ox]

_10 RT [ox]
E=E"+2,303 e log rrod]

kde  E =elektrodovy potencial

E° = standardny potencial

n = pocet elektronov prenesenych pocas
elektrodového deja

T = absolutna teplota

R = univerzalna plynova konstanta

F = Faradayova konstanta

Pre kovové elektrody s elektrodovym procesom M — M™ + ne” redukovana forma je kov, preto [red]

= 1. Podobne pre elektrodovy potencial vodikovej elektrody plati

RT . RT
Err=2,303 — log[H;0"]=-2,303 . — . pH=-59.2. pH

pretoze logaritmus [H30"] = - pH; vyraz 2,3031§7—T ma pri teplote 25 °C hodnotu 59,2 mV, takze ak

stupne pH roztoku o jednotku, poklesne elektrodovy potencial vodikovej elektrody o 59,2 mV.

Meranie pH ma nezastupitelné miesto aj v klinickej biochémii. Hodnota pH telesnych tekutin
podava informaciu o stave organizmu. VaéSina zivotnych procesov totiz moze prebichat’ iba v
relativne tzkom rozmedzi hodn6ét pH a uz nepatrnd zmena tejto hodnoty podstatne ovplyviuje
rychlost’ biologického pochodu, prip. ho aZ uplne zastavi. Hodnota pH prostredia va¢siny biologickych
pochodov sa pohybuje vrozmedzi 6 - 9. Tabulka uvadza hodnoty pH niektorych telovych a
prirodnych tekutin.

Tabul’ka: Hodnoty pH niektorych telovych a prirodnych tekutin

Tekutina pH Tekutina pH
Zaludkova $tava 15-20 Citronova Stava 22-24
Mo¢ 48-75 Kysla kapusta 3,4-3,7
Sliny 58-7.1 Ocot 26-27
Sperma 69-74 Cerstvé mlieko 6,3-6,6
Krv 7,34-7,43 Voda z vodovodu 55-6,0
71¢ 6,2-8,5 Cista destilovana voda 7,0
Pot 3,8-6,8 Pivo 42-46

pH jednotlivych roztokov je mozné vypocitat’ pouzitim odvodenych vztahov pre vypocet.
Pouzitie prislusného vztahu zavisi od chemického charakteru ur€ovaného roztoku. Iné vztahy existuji
pre vypocet pH silnych kyselin a zasad, iné napr. pre kyseliny slabé. V nasledujucom texte uvedieme

vztahy pre vypocet pH jednotlivych typov roztokov.
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Vypocet pH roztokov silnych kyselin a silnych zasad

Za silné kyseliny sa povazuju také kyseliny, ktoré su vo svojich zriedenych roztokoch takmer
uplne disociované. Na vypocet pH je mozné pouzit’ ich latkovl koncentraciu, z ktorej sa da odvodit’
koncentracia vodikovych i6nov. Do tvahy je vSak vzdy potrebné vziat aj sytnost’ kyseliny, ktora
uréuje koncentraciu vodikovych i6nov. Napr. HCI disociuje HCl — H* + CI', ¢(H") = c(HCl), avsak
H,SO, disociuje H,SO, — 2H" + SO, preto c(H*) = 2.c(H,S0,).

pH roztoku silnej kyseliny poc¢itame podl'a vztahu

pH = - log c(H")

Za silné zasady sa vSeobecne povazuju hydroxidy alkalickych kovov a kovov alkalickych zemin
pre ich takmer uplnt disociaciu na kovovy kation a hydroxidovy anion. Opét’ vS§ak musime vziat' do
uvahy aj sytnost’ hydroxidu, ktora ur¢uje koncentraciu hydroxidovych aniénov. Napr. NaOH disociuje
NaOH — Na* + OH", ¢(OH") = ¢(NaOH), aviak Ba(OH), — Ba®* + 20H", ¢(OH") = 2.c(Ba(OH,)).

pH roztoku silnej zasady pocitame podl'a vztahu

pH = 14 — pOH
pOH = - log c(OH")

Vypocet pH roztokov slabych kyselin a slabych zasad

Slabé kyseliny su vo vodnych roztokoch disociované len Ciastocne. Stupeni disociacie zévisi od
hodnoty disocia¢nej konstanty.

pH roztokov slabych kyselin poc¢itame podl'a vztahu

1
pH= 7 .(pKa-logca)

kde ca je celkova koncentracia pritomnej kyseliny. Je potrebné si viak uvedomit’, ze pKa = - log Ka.
Analogicky sa pH slabych zasad pocita podla vzt'ahu

1
pH= 14 - 3 .(pK;g — log cg)
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Uloha: Uréenie pH acidobazickymi indikatormi

Indikétory pouzivame bud’ vo forme roztokov, alebo ako papieriky napustené indikatorom.
V niektorych pripadoch pouzivame len jediny indikator, inokedy zmes niekol’kych indikatorov.

Indikatorové papieriky (Phan) st prazky filtraéného papiera nasiaknuté vhodnym indikatorom
alebo zmesou indikatorov. Porovnanim sfarbenia policka indikatora s prilozenou farebnou stupnicou je

mozné ur¢it’ priblizni hodnotu pH vzorky.

Pracovné potreby

Skumavky, destilovana voda, pipety, lakmusovy papier

Roztoky CH3;COOH, HCI, NH,OH a NaOH (vSetky 0,1 mol/l), roztoky indikatorov: metylova
oranzova, metylova ¢ervena, fenolftalein, neutralna ¢ervena

Pracovny postup
1. Pripravte 4 banky s obsahom 20 ml destilovanej vody a ocislujte ich (tab.).

Banka ¢. Voda HCI CH;COOH NaOH NH,OH
1 20 2 - - -
2 20 - 2 - -
3 20 - - 2 -
4 20 - - - 2

2. Do banky ¢. 1 pridajte 2 ml roztoku HCI, ¢. 2 — CH3COOH, ¢. 3 —NaOH, ¢. 4 — NH,OH a
premiesajte.

3. Roztok z kazdej banky rozdel'te do Styroch skimaviek (a, b, ¢, d) a do kazdej pridajte po jednej
kvapke zodpovedajuceho indikatora (tab.).

4. Vsetky vzorky (4 x 4 = 16) zorad’te tak, aby roztoky s tymi istymi indikatormi boli vedl'a seba.
Vysvetlite farebné zmeny jednotlivych indikatorov.

Pozorovanie:

Banka ¢. Indikator
metylova metylova neutralna ¢ervena fenolftalein
oranzova cervena (© (d)
(a) (b)
1
2
3
4
Farebny prechod
indikatora (pH) 3,3-46 44-6,2 6,8-8,0 8,3-10,0
Zaver:

Aké je priblizné pH sledovanych roztokov kyselin a zasad (pouzite tabul'ku).




Praktické cvicenia z lekarskej chémie Kyseliny a zasady

Uloha: Uréenie pH pomocou prirodnych indikatorov — antokyanidinov

V kyslom prostredi v pritomnosti minerdlnych alebo organickych kyselin sa antokyanidiny
nachddzaju v podobe soli a maji farbu ¢erventl. Pridanim roztoku s pH > 7 sa uvolni najprv vol'ny
antokyanidin, ktory je fialovy a po zneutralizovani vSetkych -OH skupin v Struktre, vznikaju

alkalické soli antokyanidinov, ktoré si modré. Tato vlastnost’ sa méze vyuzit pri rozliseni pH.

Pracovné potreby
Skamavky, destilovana voda, pipety, list ¢ervenej kapusty, kadicka (50 ml)
Roztoky CH;COOH a NaHCO; (c = 0,1 mol/l)

Pracovny postup

1. Kusky listu ¢ervenej kapusty (asi 10 g) v kadicke zalejte 10 ml hortcej vody (priblizne 80 °C).

2. Za ob&asného premieSania nechajte aspont 5 minut vyluhovat. Vyluh antokyaninov prelejte do
Cistej kadicky.

3. Pripravte si dve skimavky a oznacte ich.

4. Do skamavky ¢. 1 odmerajte 2,5 ml roztoku CH3COOH a do skiimavky ¢. 2 odmerajte 2,5 ml
roztoku NaHCOs.

5. Potom pridajte do oboch skiimaviek 0,5 ml vyluhu antokyaninov. Opiste zmenu farby roztoku.

Pozorovanie:

Skumavka ¢. Farba

1

2

Zaver:
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Uloha: Stanovenie pH telovych a prirodnych tekutin

Stanovenie pH telovych tekutin je jednym z dblezitych ukazovatel'ov metabolickych procesov
v organizme. Napr. fyziologické hodnoty pH mocu su vrozmedzi 5 - 6. Iba po rastlinnej diéte
(vegetariani) je moc slabo zasadity. Nakol'ko je zasadita reakcia mocu vynimocna, upozoriuje nas na
patologicky stav.

Orientacné zistovanie ich pH je technicky vel'mi jednoduché. V beznej praxi sa robi pomocou
univerzalnych indikatorovych papierikov (napr. Phan), ktoré sa ponoria do skiimanej tekutiny a po ich

vybrati sa na prilozenej stupnici od¢ita priblizna hodnota pH.

Pracovné potreby
Skumavky, destilovana voda, pipety, sklenena tycinka, lakmusovy papier
Vzorky mlieka, piva, destilovanej vody, vody z vodovodu, citronovej §tavy, mocu

Pracovny postup

1. Do pripravenych skimaviek dame po 1 ml skimanej vzorky.

2. Na laboratorny stol si pripravime kiisky lakmusového papiera.

3. Pomocou sklenenej tyCinky nanesieme vzorky roztokov na lakmusovy papier.
4. Na stupnici od¢itame hodnotu pH.

Pozorovanie:

Vzorka pH

mlieko

pivo

destilovana voda

voda z vodovodu

citronova St'ava

moc¢

Zaver:
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Uloha: Meranie pH pomocou pH-metra

pH-meter predstavuje elektronické zariadenie uréené na meranie pH. Meranie je zalozené na
potenciometrii, metdde merajicej zavislost’ potencialu mernej elektrody oproti Standardnej. V praxi sa
pri merani pH pouZiva obycajne ako Standardna elektroda kalomelova a ako merna sklenena.

Bezné si  kombinované sklenené elektrody, u ktorych sklenena a referencna elektroda
predstavuju jediné teleso. Takato elektroda je tvorena sklenenou bankou s vel'mi tenkou stenou (0,005
mm) zo $pecialneho tzv. Corningového skla — 72 % SiO,, 6 % CaO, 22 % Na,O, niekedy je oxid
sodny nahradeny oxidom litnym. Vo vnutri elektrédy je roztok, najcastejSie zriedena kyselina
chlorovodikova, v ktorom je ponorena kalomelova, prip. argentochloridova elektroda. pH-metre sa

pred meranim kalibruji aspon dvoma Standardnymi timivymi roztokmi so znamymi hodnotami pH.

Pracovné potreby

pH-meter, kadicky, univerzalne a Phan indikatorové papieriky, pipety, filtracny papier

HCI (c = 0,1 mol/l), NaOH (c = 0,1 mol/l), CH;COOH (c = 0,1 mol/l), NH,OH (c = 0,5 mol/l),
(NH,)2SO4 (¢ = 0,25 mol/l), CH;COONa (c = 0,2 mol/l), Na,CO3(c = 0,I mol/l), NaHCO; (c = 0,1
mol/Il)

Pracovny postup
1. Pomocou pH-metra stanovime pH roztokov uvedenych Kkyselin, zasad a soli a zistené

hodnoty zaznamename do tabulky.

2. Uvedieme aj orienta¢né hodnoty (Phan) a hodnoty vypocitané.

Pozorovanie:

Roztoky pH zistené

univ. papierikom pH-metrom vypocétom

0,1 mol/l HCI

0,1 mol/l NaOH

0,1 mol/l CH,COOH (pK 4,73)

0,5 mol/l NH,OH (pK 4,74)

0,25 mol/I (N H4)2804

0,2 mol/l CH;COONa

0,1 mol/l Na,CO4

0,1 mol/l NaHCO4;

Zaver:
Porovnajte presnost’ stanovenych hodnot pomocou pH-metra, indikatorovych papierikov a vypoctom.
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Tlmivé sustavy

V praxi st Casto potrebné roztoky so stalou hodnotou pH, ktoré sa len nepatrne meni pridavkom
malého mnozstva silnej kyseliny alebo zasady. Tieto tzv. tlmivé roztoky alebo pufre predstavuji
zmesi slabych kyselin a ich konjugovanych baz, alebo slabych zasad a ich konjugovanych kyselin.
Typickym prikladom je acetatovy tlmivy roztok, ktory je tvoreny kyselinou octovou CH3;COOH
a octanom sodnym CH3COONa. Ak k tomuto tlmivému roztoku pridavame silnt kyselinu, acetatové
iony vznikajice disocidciou octanu sodného viazu priddvané hydroxéniové iény HsO" a prechadzajt
pritom na nedisociované molekuly kyseliny octove;:

CH3COO" + H30" <> CH3COOH + H,0
Pri pridavani silnej zasady naopak disociuje kyselina octova:

CH3;COOH + OH" +» CH3COO" + H,0
pri¢om v obidvoch pripadoch vznika voda, ktora nemeni pH. Tento stav trva dovtedy, pokial’ sa tymito
reakciami nespotrebuje vacsina acetatovych ionov alebo nedisociovanych molekul kyseliny.

Vztah, z ktorého mozeme vypocitat aktudlnu kyslost (c (H;O") alebo pH) roztoku tlmivej
sustavy, sa nazyva Hendersonova-Hasselbalchova rovnica tlmivej sustavy:

Pre tlmivt sustavu zlozenu zo slabej kyseliny a jej konjugovanej bazy plati

c(HA
c(H30+)=Ka. %

a po zlogaritmovani a uprave tohto vyrazu
c(A-)
c(HA)

pH=pKa+log

kde Ka je disociacna konstanta kyseliny, pKa jej disociacny exponent (-log Ka), C(A") latkova
koncentracia konjugovanej bazy, c(HA) - latkova koncentracia kyseliny.
Henderson-Hasselbalchova rovnica sa da vyjadrit aj pomocou stupia disociacie pouzitého

slabého elektrolytu, ¢o sa da zapisat’ v tvare
pH=pKa+log
ATO 1-a

kde a predstavuje stupen disociacie elektrolytu.

Hodnota pH prostredia podstatne ovplyviuje priebeh chemickych reakcii podmienujucich zivotné
pochody. Pre medicinu ma velky vyznam tzv. acidobazickd rovnovaha vnitorného prostredia.
Organizmus regulacnou funkciou plac, oblic¢iek a tlmivych systémov v extracelularnych tekutinach
udrzuje pH vo vel'mi tzkom rozmedzi, aj ked pri kl'udovych podmienkach sa denne vytvori v
organizme dospelého ¢loveka vedla uréitého mnozstva organickych kyselin aj priblizne 400 1 oxidu
uhlicitého.

Z tlmivych sustav krvi je najdélezitej$ia hydrogénuhli¢itanova (nespravne bikarbonatova, H,COs/

HCOy), ale tiez fosfore¢nanova (H,PO4/H PO42') a bielkovinova tlmiva ststava.
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Uloha: Priprava acetatovych timivych roztokov

Jednym z najpouzivanejSich tlmivych roztokov je acetatovy tlmivy roztok. Sklada sa z roztoku
kyseliny octovej a z roztoku jej sodnej soli. Pripravuje sa zmie$anim jednotlivych roztokov v uréitom
pomere, ktory je tabelovany.

Hodnotu pH tlmivej sustavy je mozné vypocitat’ z Hendersonovej-Hasselbalchovej rovnice,

z ktorej vyplyva, ze pH zavisi od koncentracie, resp. pomeru koncentracie roztoku kyseliny a jej soli.

Pracovné potreby
Skumavky, pipety, indikatorovy papierik, sklenena ty¢inka, pH-meter
Roztok CH3;COOH (c = 0,1 mol/l) a roztok CH;COONa (c = 0,1 mol/l)
Pracovny postup
1. Do piatich skimaviek pipetujte objemy roztokov CH3COOH a CH3;COONa podla udajov
Vv tabulke.
2. Z Henderson-Hasselbalchovej rovnice vypoditajte teoretické hodnoty pH v jednotlivych
. skimavkach a =zapiSte do tabulky. Nasledne odmerajte indikatorovym papierikom
alebo pH-metrom hodnoty pH v jednotlivych skimavkach.
3. Porovnajte teoreticky vypocitané hodnoty so stanovenymi hodnotami pH. Disocia¢na konstanta
CH;COOH je 1,86.10° a pK, = 4,73.

Pozorovanie:

Tlmiva sustava
Skimavka Vypocitané pH Stanovené pH

. CH3COOH [mI] | CH3;COONa [ml]

¢.

1 1 9

2 3 7

3 5 5

4 7 3

5 9 1

Zaver:

11
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Uloha: Vplyv Kyselin a zasad na pH tlmivej sistavy
Tlmiva kapacita

Pocet molov silnej kyseliny alebo silnej zasady, ktoré je treba pridat’ do jedného litra tlmivého
roztoku tak, aby sa zmenilo pH o 1, je jeho tlmivé kapacita. Cim je tlmiva stistava koncentrovanejsia,

L . g oy . o . A- ,
tym je tlmiva kapacita vicSia. Najvacsiu kapacitu ma tlmiva sastava pri pomere % =1, to znamena

pri pH = pKa.

Pracovné potreby

Skumavky, dest. voda, pipety

Acetatova tlmiva ststava (¢ = 0,1 mol/l, pH = 4,7), 1 % roztok metylovej Cervenej (farebny prechod
v oblasti pH 4,4 - 6,2), 1 % roztok metylovej oranzovej (farebny prechod v oblasti pH = 3,3 — 4,6),
roztok HCI (c = 1 mol/l) a NaOH (c = 1 mol/l).

Pracovny postup
1. Do styroch skamaviek pipetujte podl'a udajov v tabulke.
2. Nasledne pridavajte do skimavky €. 1 a 3 po kvapkach zriedent HCI a zaznamenajte objem, pri
ktorom dochadza k zmene zafarbenia indikatora.
3. To isté zopakujte so zriedenym roztokom NaOH v skimavkach ¢. 2 a 4.

Pozorovanie:

Skiumavka Dest. voda Tlmiva sustava metylova metylova
¢. [mI] CH;3;COOH CH3;COONa oranZova ¢ervena
[ml] [mi] [kvapky] [kvapky]

1 5 - - 2 -

2 5 - - - 2

3 - 2,5 2,5 2 -

4 - 2,5 2,5 - 2

Zaver:

Aké zavery vyplyvaju z pozorovanych javov? Zapiste do protokolov.

12
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Kontrolné otazky:

1. Na zaklade iénového sucinu vody definujte stupnicu pH.

2. Akymi vzt'ahmi sa pocita pH jednotlivych typov roztokov? Pokuste sa odvodit’ vztahy pre vypocet

pH roztokov silnych kyselin, slabych kyselin, silnych zdsad, slabych z4sad a jednotlivych typov

soli.

3. Co je potenciometria? Co je to galvanicky ¢lanok?

4. Vymenujte a napiste zloZenie timivych sustav krvi.

5. Ako je definovana tlmiva kapacita?

6. Ako sa zmeni potencial vodikovej elektrody, ak sa pH zmeni o jednotku?

7. Definujte elektromotorické napitie ¢lanku.

13
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8. Rovnicou vyjadrite tlmivy uéinok acetatového tlmivého roztoku po pridani malého mnozstva
koncentrovanej HNOs.

9. Definujte rozdiel medzi referenénou a mernou elektrodou.

10. Pouzitim udajov z tabul’ky vyznacte bod zavislosti disocia¢nej konstanty vody pri danej teplote.
Vysvetlite vztah Kv = [H;0"] [OHT] = 1.10™ pri 25 °C a vypo¢itajte koncentraciu [H;0"].

Teplota °C 0 5 10 15 20 25 30 40 50 100
K, (mol®1?) .10

0,114 | 0,186 | 0,293 | 0,452 | 0,681 | 1,008 | 1,471 | 2916 | 5476 | 513

Kv (mol-2 1-2) x 10 3 Zavislost’ Kv disocia¢nej konstanty H,O od teploty t

5,5
5
4,5
4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5

0 T T T T T T T T T T t Gc
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
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Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Kinetika a rovnovahy

Kinetika a rovnovahy chemickych reakcii

Obsah

Zavislost’ reakénej rychlosti od koncentracie reagujucich 1atok..........coovviiiiieneniiiice e 2
Posun chemicke] TOVIOVANY...........oiiiiiiiiiic e 4
KONTOINEG OAZKY .....neitieeieieeiieeee ettt et ee et e st e st e b e seesee e essenseeneesbesbeenne b 6

Chemicka kinetika sa zaobera rychlostou prebiehajicich chemickych reakcii a podmienkami,
ktoré ju ovplyviiuju. Tedria reakénych rychlosti predpokladd, Ze rychlost’ chemickej reakcie je umerna
koncentraciam reagujucich latok. Mierou casového priebehu reakcie je reakéna rychlost, ktora sa
vyjadruje bud’® Ubytkom koncentracie niektorého z reaktantov alebo prirastkom koncentracie
produktov reakcie za ¢asovu jednotku. Jej jednotkou je mol.m?®s™ alebo mol.dm?®s™. Rychlost
chemickej reakcie moze ovplyvnit niekolko faktorov, ako napr. koncentracia reagujucich latok,
teplota, pritomnost’ katalyzatorov, skupensky stav reagujucich latok, ultrafialové svetlo ... atd’.

Podla poctu molekul, ktoré vstupuju do chemickej reakcie sa reakcie rozdeluju na
monomolekulové, ktoré charakterizuje len rozklad jednotlivych molekul, bimolekulové, predstavujice
interakcie dvoch molekul, trimolekulové su tie, kedy sucasne reaguju tri molekuly. Vyssia
molekulovost’ je nepravdepodobna a nevyskytuje sa. Naproti tomu poriadok reakcie, ako iny
parameter na sledovanie rychlosti prebiehajucej reakcie, sa urcuje na zédklade merania koncentracnej
zavislosti okamzitej reakcnej rychlosti. NajcastejSie je vyjadreny ako sucet stechiometrickych
koeficientov reaktantov v sledovanej reakcii. Pozname reakcie prvého, druhého, treticho atd’.
poriadku. Existuju aj reakcie nultého poriadku, pri ktorych rychlost’ nezavisi od koncentracie
reagujucich latok.

Rychlost’ chemickych reakcii mozno ovplyvnit' pritomnost’ou urcitych latok, ktoré nevystupuji
v stechiometrii reakcie apo reakcii ostavaju chemicky nezmenené. Takéto latky sa nazyvaju
katalyzatory aich u¢inok na rychlost reakcie sa oznacuje ako katalyza. Katalyzatory mézu byt
pozitivne, ktoré zvysuju rychlost’ reakcii alebo negativne, ktoré reakcie spomal’uji. Tieto zvyknt byt
oznaCené ako inhibitory. Katalyzator nema vplyv na zlozenie sustavy v rovnovaznom stave.
Katalyzator moze byt sucastou homogénnej stustavy — homogénna katalyza alebo mdze vytvarat
samostatnil fazu — heterogénna katalyza.

Poznanie priebehu chemickych reakcii sa v praxi vyuziva najma pri stanoveni aktivity enzymov
in vitro. Na stanovenie sa najcastejSie pouzivaju vysoké koncentracie substratov, takze enzym je uplne
nasyteny substratom. Pociato¢na rychlost’ je prakticky zhodna s maximalnou rychlost'ou a reakcia sa
riadi kinetikou nultého poriadku. Az pri vdcSom poklese koncentracie substratu, ked’ koncentracia
substratu klesne hlboko pod hranicu nasytenia enzymu, prechadza reakcia do kinetiky prvého alebo

vyssieho poriadku.
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Uloha: Zavislost’ reakénej rychlosti od koncentracie reagujucich latok

Zavislost’ reakénej rychlosti od latkovej koncentracie reagujucich latok vyjadruje Guldberg-
Waageov zékon ucinku hmotnosti
v=k.[A]L[B]°
kde v je reakéna rychlost’, k - rychlostna konstanta, [A] a [B] st latkové koncentracie latok A a B.
Rychlostna konstanta K je silne zavisla od teploty. S rastom teploty vzdy rastie. NajcastejSie sa

teplotna zavislost’ rychlostnej konstanty vyjadruje Arrheniovou rovnicou
k=A =
.exp(- RT )

kde A predstavuje tzv. frekvenény faktor, E aktivaénl energiu reakcie, R je univerzalna plynova
kons$tanta a T je teplota vyjadrena v kelvinoch.

Pri reakcii kyseliny sirovej s tiosiranom sodnym sa nerozpustna sira vylucuje v podobe zakalu.
Reakcia (1) prebieha okamzite. Rychlost’ reakcie (2) zavisi pri stalej teplote od koncentracie H,S,0s.
Vyjadri sa ¢asom, ktory prebehne od pociatku zmiesania reagujucich latok do objavenia sa koloidnej
siry v podobe zékalu v celom objeme reakcnej zmesi.

H,SO,4 + Na,S;05 ——  H,S,05 + Na,SO4 (1)
H,S,03 —— H,O0+S0O,+S (2

Pracovné potreby
Skiimavky, pipety, odmerny valec, destilovana voda, milimetrovy papier, pravitko, ceruzka, stopky
Roztok kyseliny sirovej (0,5 mol/l), roztok tiosiranu sodného (0,04 mol/l)

Pracovny postup

1. Do Styroch ocislovanych skimaviek pridajte roztoky tiosiranu sodného a dest. vody podla
uvedenej tabul’ky (prva sada).

2. Do dalsich styroch skimaviek (druha sada) pridajte po 4 ml zried. kyseliny sirove;.

3. Do vsetkych skumaviek prvej sady postupne nalejte odmerané mnozstvo (4 ml) kyseliny sirovej z
druhej sady skamaviek.

4. Rychlo premieSajte a odcitajte Cas v sekundach od okamihu zmieSania tiosiranu sodného s
kyselinou sirovou do vzniku zakalu. Rychlost’ reakcie vyjadrite ako veli¢inu nepriamo imernu
zistenému ¢asu (v = 1/t).

Pozorovanie:

Objem roztokov v ml Vypoditana
Skimavka koncentracia Objem Cas [min] | Reakéna
¢. Na28203 H,SO, r)"ChIOSt’
NazS,05 H.0 [mol/I] [mi] v=1/t
1 4 0 4
2 3 1 4
3 2 2 4
4 1 3 4
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Graf:

Zaver:

Zavislost medzi zmenou vypocitanej koncentracie roztoku Na,S,03 z tabul’ky a reakénou rychlostou znazornite
graficky na milimetrovom papieri (na 0s x sa nanesie koncentracia, na 0s y — reakéna rychlost’).
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Uloha: Posun chemickej rovnovahy

Vseobecnou charakteristikou vSetkych chemickych stistav je snaha dostat’ sa do stavu s najnizSou
energiou. Chemicka reakcia pritom nemusi prebehnut’ kvantitativne, ale len do energeticky
najchudobnejsieho stavu, ktory sa nazyva rovnovazny stav a reakcie, ktorymi vznika st vratné reakcie.

Uvazujme reakciu

aA+bB & cC+dD
v ktorej rychlostou v, vznikajt z latok A a B produkty C a D a sti¢asne, Ze v opaénom smere vznikaju
z latok C a D rychlostou Vv, latky A a B. Stechiometrické koeficienty predstavuju pismena a, b, ca d.
Na zéklade Guldberg-Waagovho zékona pre rychlost’ v, plati v; = k;[A]*[B]® a pre v, méZeme pisat’
V2=k,[C]°[D]°, kde k; a k, st rychlostné konstanty, [A],[B],[C],[D] st molarne koncentracie latok A, B,
Cab.

V okamihu, ked’ reakcia dospeje do rovnovazneho stavu, st obidve rychlosti rovnaké
Vi=Vp
preto zaroven plati
k[AT°[B]’ = k,[C][D]*

ked’Ze rychlostné konsStanty su zavislé iba od teploty, je ich pomer pre danu reakciu pri konstantnej
teplote konstantny

ki_[CID)_

k: [AT'[BI

Tento vztah je vyrazom pre rovnovaznu konstantu.

K

V prirode, a teda aj v zivych organizmoch, sa vyskytuju zlozité rovnovazne stavy. Je to preto,
lebo v Zivych objektoch reakcie neprebiehaju izolovane, ale stuvisia s predchadzajucimi, nasledujacimi
alebo opacne prebiehajicimi reakciami.

Organizmy uskuto¢iiuju série chemickych reakcii, ktoré si podstatou metabolizmu a vyluéuja
metabolity tym, ze prijimaju energiu a latky z prostredia. V otvorenej sustave tak nastava namiesto
termodynamickej rovnovahy rovnovazny stav, ktory charakterizuje stala rychlost’ chemickych zmien.
Ide o urcity ustaleny (stacionarny) stav, pocas ktorého sustava neustdle prijima latky a vylucuje
reakéné produkty.

Rovnovazny stav nejakého chemického deja sa zachovava, ak zostavaju nezmenené vonkajSie
podmienky (koncentracia, teplota a pod.). Len ¢o sa zmenia vonkajs$ie podmienky, rovnovaha sustavy
sa porusi a zacnu v nej prebiehat’ zmeny, ktoré vedu k ustaleniu novej rovnovahy a k zruseniu u€inku
zasahu (Le Chatelierov-Braunov princip pohyblivej rovnovahy).

Pri vratnej reakcii

KSCN + FeCl; < [FeSCN]CI, + KCI
sposobuje [FeSCN]** purpurové zafarbenie roztoku.
Zmena jednej z koncentracii latok rovnovaznej stistavy porusi rovnovahu, v désledku ¢oho sa

meni koncentracia komplexu [FeSCN]**. Pozn4 sa to podl’a zmeny intenzity zafarbenia roztoku.
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Pracovné potreby
Kadicka, destilovana voda, skimavky, pipety, lyzicky.
Roztoky FeCl; (0,1 mol/1) a KSCN (0,1 mol/l), pevny KCl

Pracovny postup

1.

Do kadi¢ky nalejte asi 50 ml dest. vody a prikvapkajte asi 0,5 ml roztoku FeCls a 0,5 ml roztoku
KCNS (prebehne reakcia).

Roztok v kadicke potom rozdel'te do Styroch skumaviek.

Do prvej skiimavky pridajte dve kvapky FeCls, do druhej dve kvapky KCNS a do tretej pridajte
lyzi¢kou trochu tuhého KCI. Stvrta skimavka slazi ako kontrola.

Obsah skumaviek dobre premieSajte a porovnajte  zafarbenie prvych troch skimaviek s
kontrolou.

Pozorovanie:

Skamavky Zafarbenie

1
(2 kvapky FeCly)

2
(2 kvapky KCNS)

3
(tuhé KCI)

4
(kontrola)

Zaver:

Vysvetlite pri¢iny zmeny intenzity povodného zafarbenia roztokov na zéklade principu pohyblivej rovnovahy.
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Kontrolné otazky:

1. Vysvetlite pojem molekularita a poriadok reakcie.

2. Graficky znazornite zavislost’ rychlosti reakcie od koncentracie pre reakciu 1. poriadku.

3. Graficky znazornite zavislost rychlosti reakcie od ¢asu pre reakciu 2. poriadku.

4. Preco v prirode nepozorujeme tetramolekulové reakcie?

5. Co vyjadruje Arrheniova zavislost'?

6. Napiste rovnicu vyjadrujicu vztah zmeny entropie S avolnej energie G termodynamického

systému.
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7. Vymenujte minimalne tri metody, ktoré sa pouzivaju k $tudiu dejov a rovnovah chemickych reakeii.

8. Vysvetlite rozdiely medzi homogénnou a heterogénnou katalytickou reakciou.

9. Vysvetlite posun chemickej rovnovahy v zavislosti od zmien podmienok reakcii. Uvazujte najmé

teplotu a tlak.

10. Graficky znazornite priebeh energetickych zmien katalyzovanej a nekatalyzovanej reakcie.
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Odmerna analyza

Obsah

Priprava a Standardizacia odmerného roztoku NaOH...........ccocoiiiiiiiiiniiiecc e 3
Stanovenie amoniaku vV 0dpadoVe] VOUE. ........ccccviiiiiieiiiiierieeee e 5
Zostrojenie titraCnych Kriviek KySeln......ooveuieiiiiiiie e 6
Stanovenie jodu v Lugolovom roztoku alebo v jodovej tinktlre...........oeevveveieeiiiencicisescsene 10
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Odmerna analyza (volumetricka analyza alebo titracia) patri medzi kvantitativne metody
chemickej analyzy. Latkové mnozstvo stanovovanej zlozky v roztoku zistujeme zo spotrebovaného
objemu ¢inidla o presne znamej koncentracii (odmerného roztoku). Pri odmernych stanoveniach sa
V procese zvanom titracia pridava z byrety odmerny roztok B k stanovovanej latke A dovtedy, kym
reakcia neprebehne kvantitativne, v stechiometrickom pomere stanovovanej latky a odmerného
roztoku. Priebeh titracie zjednodusene popisuje rovnica

aA +bB — pP+qQ

Ukoncéenie reakcie charakterizuje najcastejSie farebna zmena chemického indikatora, tzv. bod
ekvivalencie. Zo spotreby pouZzitého odmerného roztoku je mozné nasledne vypocitat mnozstvo latky
A vo vzorke. Podmienkou je, Ze mame predstavu o kvalitativnom zloZeni analyzovanej vzorky, ze
S odmernym roztokom kvantitativne reaguje vo vzorke len jedna z pritomnych zloziek.

Roztoky, ktoré sa pouzivaju na titrdciu v odmernej analyze nazyvame odmerné roztoky.
Koncentracia odmernych roztokov sa v odmernej analyze vyjadruje vyhradne latkovou koncentraciou
(mol/l). Ak je kdispozicii ¢ista latka s presne definovanym chemickym zlozenim, mozno po jej
odvazeni pripravit' roztok s presnou koncentraciou. Vo vicsine pripadov vSak nie je mozné ani po
presnom odvazeni pripravit odmerny roztok s presnou, ale len s pribliznou koncentraciou. Odchylky
od presnej koncentracie sa urcuju Standardizdciou pomocou roztokov 0 zndmej koncentracii, alebo
pomocou tzv. Standardnych (zakladnych) latok, ktorych roztoky maju pri presnom vazeni presnu
latkovi koncentraciu. Medzi zakladné latky patri najma kyselina $tavel'ova, Na,COs, KBrO; a iné.

Podl'a povahy reakcie, ktora prebieha medzi stanovovanou latkou a odmernym ¢inidlom, odmernu
analyzu rozdel'ujeme na tieto zakladné typy:

1. neutraliza¢na (protolyticka, acidobézick4) - spojend s vymenou proténov (H™);
2. oxidacno-redukénad - spojend s vymenou elektronov;

3. zrdzacia - zaloZzend na vzniku t'azko rozpustnych alebo nedisociovanych latok;
4. komplexometrickd — vznik malo rozpustnych komplexnych zlucenin.

Rychle chemické reakcie umoziuju priamu titraciu stanovovanej latky. Reakcie, ktoré prebiehaju
pomalSie, su analyzované tzv. spitnou titraciou, kedy sa k stanovovanej latke pridava nadbytok jednej

latky a jej nezreagované mnozstvo sa titruje inou latkou.
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Tab.: Metody odmernej analyzy

Metody odmernej Podskupiny Titra¢né ¢inidlo Indikator
analyzy (odmerny roztok)
alkalimetria NaOH, KOH fenolftalein
Neutralizacné metyloranz
acidimetria HCI, H,SO, metyl¢erven
brémfenolova modra
manganometria KMnO,
Oxidacné-redukcné
jodometria I, resp. Na,S,0; Skrobovy maz
argentometria AgNO; chréoman draselny
Zrazacie
merkurimetria Hg(NOs), nitroprusid sodny
murexid
Komplexometrické EDTA (etyléndiamino- | eriochrémova ¢ern - T

tetraoctova kyselina)

Neutraliza¢na odmerna analyza

Neutraliza¢na odmerna analyza je zaloZzena na neutralizacnych reakciach medzi kyselinami
a zasadami. RozliSujeme acidimetriu — metdodu na stanovenie zasad a alkalimetriu, ktora sluzi na
stanovenie kyselin. V acidimetrii pouzivame ako titracné cinidla vodné roztoky kyseliny
chlorovodikovej, sirovej, dusi¢nej. Kyselina sirova sa uprednostiiuje pri titracidch za vyssich teplot,
nakol’ko HCI je prchavejsia. V alkalimetrii sa ako odmerné roztoky pouzivaju roztoky hydroxidu
sodného, draselného, barnatého. Roztoky hydroxidov je potrebné Standardizovat. Indikatormi
V neutralizacnej odmernej analyze su

Obr. Titra¢na krivka titracie silnej kyseliny silnou zasadou
slabé organické kyseliny a zasady

citlivé na zmenu koncentracie

vodikovych i6nov, ktorti signalizuje =

zmena sfarbenia. 1 )
Zavislost pH roztoku kyseliny 2 )¢

(zasady) od mnozstva pridanej zasady g 7

(kyseliny) vyjadruja titraéné krivky. 5 )¢

Pri titracii silnej kyseliny (zasady) 3

silnou zasadou (kyselinou) je zmena 7

pH spociatku vel'mi pomala, prudko e 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

sa meni aZ v okoli bodu ekvivalencie, objem NaOH {mi)
ktory predstavuje inflexny bod titra¢nej krivky. Dal§im pridavanim titraéného &inidla sa pH meni uz

len ve'mi pomaly. Bod ekvivalencie je v tomto pripade pri pH = 7.
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Uloha: Priprava a §tandardizacia odmerného roztoku NaOH

V alkalimetrii sa ako odmerny roztok pouziva roztok NaOH. Hydroxid sodny sa ale vyznacuje
hygroskopickymi vlastnostami, ¢o mdéze ovplyvnit pripravu roztoku o presnej koncentracii.
K nepresnostiam moze dojst’ aj pri vazeni, ovplyvnit' ju mozu pritomné neCistoty a pod. Z tohto
dovodu robime tzv. Standardizdciu (zistenie skutocnej koncentracie) odmerného roztoku NaOH.
Pripravenym roztokom NaOH titrujeme Standardny roztok 0,25 mol/l kys. Stavelovej o presnej

koncentracii (kys. Stavelova je stabilna, zakladna latka). Ako indikator pouzijeme fenolftalein.

Pracovné potreby

Sklenena (porcelanova) lodicka, lyzicka, kadicka, sklenena ty¢inka, odmerna banka, lievik, byreta, 5
ml pipeta, destilovana voda, titra¢né banky, lievik

Standardny roztok (COOH), (¢ = 0,125 mol/l), odmerny roztok NaOH (¢ = 0,25 mol/l) s pribliznou
koncentraciou, fenolftalein

Pracovny postup

1. V navazovacke odvazime 1 g NaOH, ktory kvantitativne splachneme destilovanou vodou do
kadicky.

2. Roztok NaOH kvantitativne prenesieme do 100 ml odmernej banky a doplnime destilovanou
vodou po znacku. Ziskame roztok NaOH o pribliznej koncentracii 0,25 mol/l (spominana
nepresnost’ pri vazeni, hygroskopické vlastnosti NaOH).

3. Byretu s gumic¢kou naplnime odmernym roztokom NaOH.

4. Do titracnej banky pipetujeme 10 ml roztoku kyseliny $tavelovej a pridame 2-3 kvapky
indikatora (fenolftalein).

5. Titrujeme za staleho miesSania na bielom pozadi, kym sa obsah v titratnej banke nezafarbi na
ruzovo. Titraciu opakujeme celkovo 3 krat.

6. Spotrebu titra¢ného cCinidla odCitame a zapiSeme. Zo spotrieb urobime aritmeticky priemer a
vypocitame skuto¢nu koncentraciu.

Pozorovanie:

Titra¢na banka Spotreba NaOH (ml) Aritmeticky priemer spotrieb
(ml)
1
2
3

Vypocet:

Vychadzame z rovnice:
2 NaOH + (COOH), — (COONa), + 2 H,0O
2 moly 1 mol

Ak na 10 ml Standardného roztoku (COOH), (¢ = 0,125 mol/l) bola priemerna spotreba
odmerného roztoku NaOH (c = 0,25 mol/l) napr. 5,2 ml, postupujeme pri vypocte nasledovne:
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V(COOH)Z Viaon =112
o, Y , 1
Titracny prepocitavaci faktor f; = Ncoony. = 5
Na zéaklade toho moZzeme pisat’ VNaoH - CNaoH
V(cooHy: - C(cooHy =
< 1 _ V(COOH)2
odkial cnaoH=2. - C(cooHy2
VNaOH

Vypocet:
Vypocet s vlastnou spotrebou titra¢ného ¢inidla

Zaver:

Odmerna analyza
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Uloha: Stanovenie amoniaku v odpadovej vode

Amoniak je prchava latka a pri titracii dochadza k zna¢nym stratdm. Preto pri stanoveni amoniaku
pouzivame spétnu titrdciu. Podstata spdtnej titracie spociva v pridani prebytku roztoku HCI, ktory
zreaguje s amoniakom podl’a rovnice:

NH; + HCl — NH,CI

Nezreagované mnozstvo HCI nésledne titrujeme odmernym roztokom NaOH.

C1| T | NaOH

NH; HCl NH,CI

Pracovné potreby
Byrety, titracné banky, pipety
Roztok HCI (¢ = 0,1 mol/l), odmerny roztok NaOH (c = 0,1 mol/l), metyloranz

Pracovny postup

Do titracnej banky pipetujte 5 ml roztoku amoniaku (o neznamej koncentracii).
Pridajte prebytok roztoku HCI (10 ml) a 2-3 kvapky indikatora (metyloranz).
Roztok zamiesajte a titrujte odmernym roztokom NaOH do vzniku Zltej farby metyloranze.

A

Titraciu opakujte 3-krat a z aritmetického priemeru spotrieb vypoéitajte neznamu koncentraciu
amoniaku vo vzorke podl'a vztahu:

Pozorovanie:

Titra¢na banka Spotreba NaOH (ml) Aritmeticky priemer spotrieb
(ml)

1

2

3
Vypocet:

VierVia
CNH3™CHCI - M [mol/l]
VNH3

Zaver:
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Uloha: Zostrojenie titraénej krivky

Titraéna neutralizaéna krivka vyjadruje zavislost' pH titrovaného roztoku kyseliny (zasady) od
mnozstva pridanej zésady (kyseliny). VSeobecny tvar titracnych kriviek silnych kyselin (alebo zasad)
sa podstatne 1i8i od kriviek slabych kyselin (alebo zasad). Odchylky titracnych kriviek jednotlivych
silnych kyselin alebo zdsadd su z&vislé v podstate len na koncentracii a sytosti kyseliny alebo zasady.
Pri slabych kyselinach alebo zasadach su tvary kriviek okrem toho vel'mi zavislé na hodnote ich

ionizacnych konstant.

Pracovné potreby

Roztok kys. chlorovodikovej (0,1 mol/l), odmerny roztok NaOH (0,1 mol/l), roztok kyseliny octovej
(0,1 mol/1), fenoftalein

Titracné banky, kadicky, 2 davkovace (10 ml), byreta na odmerny roztok, pH-meter.

Pracovny postup
Titracia kyseliny chlorovodikove;:

1. Do titraénej banky odpipetujeme 10 ml roztoku kyseliny chlorovodikovej a zmeriame pH-metrom
pociatocnu hodnotu pH.

2. Zbyrety pridavame postupne po 1 ml (9x) a potom po 0,5 ml odmerného roztoku hydroxidu
sodného. Po kazdom pridavku dobre premiesame a od¢itame hodnotu pH, ktorti zapiSeme do
tabulky (pre prehl'adnost’ je tabul'ka pre titraciu kyseliny chlorovodikovej rozdelena na dve ¢asti)

3. Titrujeme az do alkalickych hodnot.

Titracia octovej kyseliny:
Postup pre titraciu octovej kyseliny je uplne rovnaky ako postup pre titraciu kyseliny chlorovodikove;.
Vysledky zapisujeme do tabul’ky, ktora je rovnako ako v predoslom pripade, rozdelena na dve Casti.

Vysledky:
Kyselina chlorovodikova:

NaOH (ml)

pH

Kyselina chlorovodikova:

NaOH (ml)

pH

Kyselina octova:

NaOH (ml)

pH

Kyselina octova:

NaOH (ml)

pH
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Graf:

Zaver:
Na zaklade Gdajov v tabul'kach zostrojte titracné krivky silnej a slabej kyseliny.
Urcte inflexné body kriviek — hodnotu pH odpovedajicu inflexnému bodu




Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Odmerna analyza

Oxida¢no-redukéna odmerna analyza

Oxidac¢no-redukéné titracie: Pri tychto titraciach sa titrovana latka bud’ oxiduje alebo redukuje. Pri
redoxnej odmernej analyze prebieha oxidacno-redukéna reakcia medzi skiimanou latkou a odmernym

roztokom. VSeobecne ju mézeme vyjadrit’ v tvare:
Red; - skiimana zlozka pred titraciou
Ox; - oxidujici odmerny roztok
Red1+ OX2 —_— Oxl + Red2 . B
Ox; - skiimana latka po titracii
Red, - redukovany odmerny roztok po

titracii

Ako indikatory sa v oxida¢no-redukénej odmernej analyze pouzivaju latky, ktorych oxidovana
a redukovana forma je rozne sfarbena. Oxidac¢no-redukéné titracie sa delia na oxidimetriu, kedy sa
meria spotreba odmerného roztoku s oxida¢nymi vlastnostami (napr. manganometria a jodometria)
a reduktometriu, pri ktorej sa meria spotreba odmerného roztoku s redukénymi vlastnostami (napr.
titanometria).

Z metdd oxidac¢no-redukénej odmernej analyzy sa v lekarstve pouziva najmd manganometria
a jodometria.

Manganometria je objemovo-analyticka titrana metoda, zalozena na silnych oxidaénych
schopnostiach KMnOy,, ktory kvantitativne oxiduje mnohé latky, najméa v kyslom prostredi a sam sa
redukuje.

Pri oxidacii latok manganistanom draselnym v kyslom prostredi prebieha reakcia:

MnO; + 8 H" +5e—>  Mn?* + 4 H,0

resp. Mn"" + 56 —>  Mn"

Katién Mn”" je bezfarebny a ion MnOj je fialovy, ktory sa pri redukcii odfarbi. Tato jeho
vlastnost’ sa vyuziva na zistenie ukoncCenia reakcie. Akondhle stanovované redukovadlo zreaguje
uplne, tj. redukcia sa skon¢i, nasledujiica prebytocna kvapka pridaného roztoku KMnO, sa uz viac
nebude odfarbovat’ a sfarbi skimany roztok do ruzova, preto v manganometrii indikator nie je
potrebny. Manganometricky je mozné stanovit' napr. soli Zeleza, peroxid vodika alebo posudit’

znecistenie vod organickymi latkami.

Jodometria zahriuje vel’ky pocet metod stanovenia latok, ktoré redukuju jod na anion jodidovy (a
pritom sa jodom oxiduji) alebo oxiduji anién jodidovy na jod (samé sa redukujt). Jodometrické
stanovenia s zaloZené na reakcii:

Lb+2e 21
ktora je dokonale vratna. V jodometrii rozliSujeme dve skupiny titraénych metod: i) priamu titraciu,

Vv ktorej sa stanovované latky titruju priamo roztokom jodu a ii) nepriamu titraciu, kedy sa k roztoku
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stanovovanej latky pridd nadbytok KI a uvolneny jod sa stanovi nepriamou, tzv. spitnou titraciou
pomocou odmerného roztoku tiosiranu sodné¢ho podla reakcie:

I, + 2 Na,S,0; — 2 Nal + Na,S,04
Tato reakcia by mala prebiehat v kyslom prostredi alebo neutralnom prostredi, aby sa zabranilo
samovolnej oxidacii jodu na jodnan. V spominanych prostrediach pri danej reakcii jod oxiduje tiosiran
sodny na tetrationan sodny a sam sa redukuje na jodid.

Pri tejto spétnej titracii je spotrebované mnozstvo tiosiranu sodného ekvivalentné latkovému
mnozstvu vyluac¢eného jodu.

n(ly) :n(NaS,03)=1:2
alebo
n(l):n(NaS,03)=1:1
c() . V(I) = ¢(Na,S,03) . V(Na,S,03)

Odmerné roztoky jodu a tiosiranu sodného sa Standardizuju pouzitim resublimovaného jodu,
oxidu arzenitého, bromi¢nanu draselného a inych.

Ako indikator v jodometrii sa pouziva Skrobovy maz, ktory volny jod sfarbuje za studena na
modro-fialovy roztok, a tak indikuje moment vzniku vol'ného jodu alebo moment vymiznutia vol'ného
jodu (vymiznutim modrého sfarbenia).

Jodometricky mézeme stanovit' chlér, brom, jodi¢nany, peroxid vodika, hexakyanozelezitany,
dichromany, etanol v krvi a pod. Okrem tychto uvedenych metod, oxidacno-redukéné jodometrické
stanovenie sa pouziva pri adiénych reakciach jodu s nenasytenymi organickymi zluceninami

(stanovenie jodového &isla v tukoch) a pri substituénych reakciach.
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Uloha: Stanovenie jédu v Lugolovom roztoku alebo v jédovej tinktire

Jod je vo vode malo rozpustny, rozpusta sa v jodide draselnom. Z |, a I~ vznika anion trijodidovy
I3 - Lugolov roztok a v lichu jodova tinktara. V obidvoch roztokoch sa jod stanovi titracne tiosiranom

sodnym.
|2 +1I— |3-

I, + 25,05 — 2T + S,0”

Pracovné potreby
Byrety, titracné banky, nedelené pipety 10 ml, odmerny valec 100 ml
Odmerny roztok tiosiranu sodného (c = 0,01 mol/l), indikator-Skrobovy maz

Pracovny postup

1. Do titracnej banky pipetujte 10 ml Lugolovho roztoku (o neznamej koncentracii).

2. Pridajte 25 ml destilovanej vody a titrujte odmernym roztokom tiosiranu sodného do ZItého

sfarbenia.
3. Nasledne pridajte 5 kvapiek Skrobového mazu a d’alej titrujte do odfarbenia.
Zaznamenajte celkovi spotrebu roztoku Na,S,0s.
5. Titraciu opakujte 3 krat a z aritmetického priemeru spotrieb vypocitajte nezndmu koncentraciu
jodu podl'a nasledovného vzt'ahu:

c(D=

e

C (Na28203) .V(Na28203)

V()
Pozorovanie:
Titra¢na banka Spotreba Na,S,0;(ml) Aritmeticky priemer spotrieb
(ml)

1

2

3
Vypocet:
Zaver:

Porovnajte presnost’ vasho stanovenia a identifikujte pripadné chyby.

10
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Komplexometrické titracie

Komplexometrické titracie su zalozené na schopnosti tzv. chelaténov (komplexénov) tvorit
rozpustné, malo disociované komplexy s kationmi kovov. Chelatony predstavuju niektoré
polyaminokarboxylové kyseliny. Tzv. chelaton 1 je kyselina nitrilotrioctova N(CH,COOH)3, chelaton
2 kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA) a chelaton 3 jej disodna sol, ktora sa z jednotlivych
chelatonov pouZziva najcastejsie vdaka svojej najlepSej rozpustnosti. Jeden mol chelatonu vzdy reaguje
S jednym molom kovu bez ohl'adu na mocenstvo kovu. Komplexometrické titracie sa uskutocnuju
v timivom roztoku, pretoze pH prostredia ovplyviiuje stabilitu komplexov. Ako indikatory sa
pouzivaju napr. murexid, pyrokatechinova violet’ a iné. Predstavuju organické zluceniny, ktoré tvoria

s kationmi kovu farebné komplexy. V chelatometrii sa pouzivaja 3 techniky titracie:

1. NajcastejsSie sa pouziva titracia priama, pri ktorej sa titruje analyzovana vzorka, ku ktorej bol
pridany tlmivy roztok a indikator, priamo odmernym roztokom chelatonu.

2. 'V niektorych pripadoch je vhodnejSie pouZit' titraciu nepriamu (spatn) hlavne v pripade
pripadoch, kedy analyzovana vzorka nie je dobre rozpustna vo vode, ale rozpusta sa v odmernom
roztoku, alebo ked’ tvorba komplexu je pomala, pripadne ked’ sa tvori velmi pevna vdzba medzi
kovom a indikatorom. Potom sa k analyzovanej vzorke, s upravenym pH, prida nadbytok
odmerného roztoku chelatonu 3. Prebytok tohto roztoku sa potom zist'uje titraciou odmernym
roztokom siranu hore¢natého (popr. zino¢natého).

3. Pri vzorkach, pre ktoré nie su vhodné indikatory, je mozné pouzit’ titraciu vytestiovaciu. Ta je
zalozena na principe, ze sa k roztoku vzorky pridava nadbytok chelatonatu hore¢natého. Pri
reakcii s analyzovanym kovovym kationom dojde k vytesneniu uréitého mnozstva horéika, ktoré
zodpoveda obsahu analyzovaného kovového kationu vo vzorke. Mnozstvo vytesneného horcika
sa zist'uje titraciou odmernym roztokom chelatonu 3. Pretoze pri titracii reaguje s odmernym
roztokom hor¢ik, pouzije sa na indikaciu bodu ekvivalencie indikator vhodny pre stanovenie
obsahu hor¢ika.

Vyuzitie tejto metody je vel'mi rozsiahle. Je mozné ju vyuzit’ napriklad na stanovenie tvrdosti

vody, alebo na stanovenie obsahu kovovych kationov vo farmaceutickych pripravkoch (kationy

vapnika, hor&ika a iné). Prikladom mézu byt oéné kvapky (Zn®"), krémy (AI**), alebo masti (Zn*").

11
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Uloha: Komplexometrické stanovenie vapnika

Komplexometrické stanovenie vapnika je zaloZené na priame;j titracii ionov Ca** odmernym

roztokom chelatonu 2 alebo roztokom chelatéonu 3 (Na,H,Y>)

HOOC,HC _ CH,COOH
> N-CH,-CH,-N
NaOOC,HC CH,COONa

za pritomnosti indikatora murexidu. Murexid je amoénna sol kyseliny purpurovej (kyseliny
5,5 nitrilodibarbiturovej). Indikator tvori s iénmi Ca®" taktiez komplexnt zlG&eninu (Cervenej farby).
Ak tento komplex titrujeme roztokom chelatonu 3, vznika silnej$i komplex. Ten vyviaze
vapnik a v bode ekvivalencie indikator nadobudne charakteristické zafarbenie typické pre volny
indikator, a to modrofialové. Stalost’ vzniknutého komplexu iénov Ca®* s chelaténom je optiméalna v

silne alkalickom prostredi:
2- 2+ 2- +
H,Y +Ca —>[CaY ]+2H

n(HY*):n(Ca)=1:1

Pracovné potreby

Byrety delené, titracné banky, nedelené pipety (10 ml), odmerny valec (100 ml), delena pipeta

(5 ml)

Odmerny roztok chelatonu 3 (¢ = 0,1 mol/l ), roztok NaOH (c = 5,0 mol/l), zmes murexidu a NaCl v
pomere 1 : 100 (tuhy).

Pracovny postup

1. Do titragnej banky napipetujte 10 ml roztoku Ca®* o neznamej koncentracii.

2. Pridajte asi 50 ml destilovanej vody, 1 ml roztoku NaOH a niekol’ko zrniek murexidu.

3. Vzniknuty &erveny komplex murexidu s Ca®* potom titrujte odmernym roztokom chelaténu 3 do
vzniku modrofialového zafarbenia.

4. Titraciu opakujte 3-krat a z aritmetického priemeru spotrieb vypocitajte neznamu koncentraciu
Ca”* podra nasledovnej uvahy:

Vihel
Cx=Cchel. [mOI/l]
X
Pozorovanie:
Titra¢na banka Spotreba chelatonu (ml) Aritmeticky priemer spotrieb
(ml)

1

2

3
Vypocet:
Zaver:

12



Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Odmerna analyza

Zrazacie titracie

Zakladom zrazacich titracii st zrazacie reakcie so znamou stechiometriou, avSak len niektoré
Z nich st vhodné na pouzitie v odmernej analyze, nakol'’ko vylucovanie tuhého produktu je pri nich
limitujicim faktorom. Medzi najpouZivanejSie zrazacie titracie patri argentometria a merkurimetria.

Argentometria je zalozend na vzniku malo rozpustnych striebornych soli pri titracii roztoku
vzorky odmernym ¢inidlom dusi¢nanu strieborného:

Ag'+ X — AgX

kde X predstavuje chloridové, bromidové, prip. rodanidové iony. Ako odmerné roztoky sa pouzivaju
roztoky dusiénanu strieborného, tiokyanatanu amoénneho alebo chloridu sodného. Standardizuju sa
pouzitim NaCl, KCl a inych. Indikatorom je spravidla chlornan sodny. Argentometria sa vyuziva pri
stanoveni niektorych halogenidov a tiokyanatanov odmernym roztokom dusi¢nanu strieborného.
AgNO; je na svetle nestaly, preto je potrebné tento odmerny roztok uchovavat v tmavej flasi.
Pomocou argentometrie je mozné stanovit’ napr. striebro alebo niektoré halogenidy.
Podl'a experimentalneho postupu rozliSujeme priamu argentometricku titraciu (Mohrova metoda),
zaloZzenl na priamej titracii stanovované¢ho ionu (Cl) odmernym roztokom AgNO; za pouzitia
chromanu draselného ako vizualneho zrazacieho indikéatora.

Druhou metdédou je spéitna titracia podla Volharda, ktorou dochadza k vyzrazaniu
stanovované¢ho anionu nadbytocnym odmernym roztokom AgNOj; a urceniu jeho nespotrebovaného
mnozstva odmernym roztokom NH,SCN alebo KSCN. Ako vizualny indikétor sa pouZziva Zzelezité sol,
ktora sfarbuje titrovany roztok po dosiahnuti ekvivalencie na Cerveno vytvorenim
tiokyanatanozelezitym komplexom [Fe(SCN)]**.

V merkurimetrii sa ako odmerny roztok pouziva dusi¢nan ortutnaty aako indikator napr.
nitroprusid sodny (Na,[Fe(CN)sNO]), tzv. Votockova metoda. Odmerné roztoky sa Standardizuju
rovnako ako Vv argentometrii pouzitim NaCl. Pomocou merkurimetrie sa stanovuju napr. chloridy
v moci a Vv sére.

Priebeh zrazacich titracii mozZeme sledovat’ experimentalne potenciometrickou metédou za
pouzitia indika¢ného systému strieborna-nasytena kalomelova alebo argentochloridova elektroda alebo

teoreticky vypoctom jednotlivych bodov titra¢nej krivky.
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Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Odmerna analyza

Uloha: Argentometrické stanovenie chloridov v pitnej (vodovodnej) vode

Vodovodna voda obsahuje i6ny CI', najmé ako ddsledok dezinfekcie vody zlic¢eninami chloru.
Iony CI' mozno kvantitativne stanovit’ pomocou titracie odmernym roztokom AgNOs.
V reakcii

Ag’ + ClI"— AgCl
vznika malo rozpustny AgCl (Ks=1,8.10"). Nadbytok AgNO; mozno indikovat’ pomocou malého
pridavku K,CrOy, ktory poskytuje reakciu
2AgNQO; + K,CrO4 — Ag,CrO, + 2KNO;

Vzniknuty Ag,CrQO, je hnedocCervenej farby.

Pracovné potreby
250 ml titra¢né banky, univerzalne indikatorové papieriky, roztok AgNO; (¢=0,01 mol/l), indikator
K3CrO, (c=0,25 mol/l), pevny NaHCO4

Pracovny postup

1. Do 250 ml titranej banky odmerajte valcom 100 ml H,O z vodovodu a pH-papierikom uréte
hodnotu pH.

2. Ak je pH<6,0, upravte jeho hodnotu pomocou pevného NaHCO; na pH=7 — 9.

3. Pridajte 1 ml roztoku K,CrO, a titrujte odmernym roztokom AgNO; do vzniku hnedocervenej
zrazeniny.

4. Titraciu opakujte eSte 2 krat a z priemeru spotrieb vypocitajte latkovii koncentraciu Cl zo vzt'ahu:

VAgNO3
VHZO

Ccl-=CagNO3-

Obsah chloridov v pitnej vode oby¢ajne nepresahuje 0,85 mmol/l. ZvySeny obsah chloridov moze
byt dosledkom chlérovania vody za ucelom dezinfekcie, zlozenia pddnych vrstiev alebo exkrétov
zivocichov.

Pozorovanie:

Titraéna banka Spotreba AgNO; (ml) Aritmeticky priemer spotrieb
(ml)
1
2
3
Vypocet:
Zaver:
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Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Odmerna analyza

Kontrolné otazky:

1. Vysvetlite, preco je nutné Standardizovat’ odmerny roztok NaOH v alkalimetrii.

2. Vypiste pH farebného prechodu indikatorov: fenolftalein, metylCerven a bromfenolova modra.

3. Preco sa v manganometrii nepouziva ziaden indikator?

4. Aky je rozdiel medzi priamou a nepriamou jodometriou?

5. Preco sa v jodometrii reakcie neprevadzaju v zasaditom prostredi?

6. Akym spdsobom ovplyvni pH komplexometrické titracie?

15



Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Odmerna analyza

7. Zamyslite sa, ako m6ze vyluCovanie tuhého produktu ovplyvnit’ zrazacie titracie.

8. Nakreslite priblizny tvar titra¢nej neutralizacnej krivky titracie kyseliny octovej roztokom NaOH
a navrhnite vhodny indikator.

9. Vysvetlite pojmy: bod ekvivalencie, priama titracia, nepriama titracia, spitna titracia.

10. Vymenujte najmenej 2 priklady indikatorov pouzivanych v kyslej, neutralnej a zasaditej oblasti.

16



Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Odmerna analyza

Zrazacie a komplexotvorné reakcie

Obsah
Priprava a rozpustnost’ NAlOGENTAOV. .........ooiiiiiiciie e 19
Vznik komplexného tetraamminmednaténo 10NU..........ccocveriiieiiiiiee e 20

Pri reakcidch opacne nabitych i6nov vo vodnom roztoku sa ¢asto vylu€uje produkt vo forme malo
rozpustnej zluceniny. Reakcie tohto typu oznacujeme ako zraZacie reakcie.
B"+A — BA
Produktom reakcie je sol’, ktora je vo vode malo rozpustnd a tvori zrazeninu, tuht fazu.
Malo rozpustnu latku, resp. jej rozpustnost’, charakterizuje sucin rozpustnosti Kg.
K,=[B'lIA]
Pre reakciu Ag* + CI" — AgCl je K,=1,78.10" mol®.I?
Stc¢in rozpustnosti ma pri rovnakej teplote konstantni hodnotu, ktora zliceninu vyznamne
charakterizuje.
Ksumoziuje: a) vypocitat’ rozpustnost’ daného elektrolytu;
b) kvalitativny dokaz ionov;
c) kvantitativne stanovenie latok (vazkova analyza a odmerna analyza).

Tvorbu komplexov kovov moZzeme opisat’ vSeobecnou rovnicou

mM+nL —->M L,

kde M znamena kov (z anglického metal), ktory je akceptorom elektronov, a L znamena ligand s
minimalne jednym donorom elektronov, ako s elektronegativne prvky N, O, S. Takato reakcia sa
nazyva komplexotvorna, pricom vznikajuce koordina¢né zlii€eniny oznacujeme ako komplexy. Ak
ligand ma dva alebo viac donorov schopnych vytvarat’ koordina¢né viazby k tomu istému kovovému
ionu, potom vznikaji vel'mi stabilné komplexy - chelaty. V zivych systémoch medzi takéto ligandy
patria aminokyseliny, oxokyseliny, peptidy, bielkoviny, nukleové kyseliny, polysacharidys,...

Stalost’ (silu) komplexu mozno vyjadrit pomocou celkovej termodynamickej rovnovaznej
konStanty stability B

[MinLn]

Br=
[M]m[L]"
kde [ ] oznacujii molarnu koncentraciu latky.

Pre najjednoduchsi pripad (m = n = 1) ¢iastkova (konsekutivna) konStanta stability Kr; je totozna
s celkovou konstantou stability Bg,

[ML]

[M][L]

Plati: ¢im vysSia je konStanta stability komplexu, tym je komplex stabilnejsi.

= Kr1

Bri=

17



Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Odmerna analyza

Napriklad, po pridani amoniaku do roztoku mednatej soli vznikni amminkomplexy mednaté -
povodne jasnobelasy roztok Cu®* sa sfarbi na tmavomodro, pretoZe prebehla komplexotvorna reakcia
Cu® + 4 NH; < [Cu(NH3),]**

Tato vlastnost’ komplexov - zmena zafarbenia, sa vyuziva v analytickej chémii a biochémii.
Komplexotvorné reakcie sa mdézu pouzivat’ aj na tzv. maskovanie idonov kovu, na detoxifikaciu (napr.
pri otravach tazkymi kovmi), na selektivnu extrakciu, na rozpustanie zrazenin (napr. mocovych
kametiov typu Stavelanu vapenatého).

V poslednej aplikacii mozno vypocitat’:
1. ak pozname produkt - kolko latky A sa rozpusti po pridani latky B (vid’ priklad),
2. ak pozname produkt rozpustnosti Kslatky A, ktoru chceme rozpustit’ a konsStantu stability Br

vznikajticeho rozpustného komplexu.

Priklad:

Vypocitajte rozpustnost’ chloridu strieborného v roztoku amoniaku ¢ = 1 mol/l.

RieSenie:
Celkova reakcia sa sklada z dvoch rovnovaznych reakcii
AgCl(s) — Ag*(aq) + Cl-(aq) K,=1,8.10"
Ag’(aq) + 2NHs(aq) — [Ag(NH3)]"(aq)
_ [Ag(NH] _ 7
Kg TAeINHT 1,5.10

AgCI(s) + 2NHs(aq) — Ag(NHs)," (aqg) + Cl(aq)

Celkova rovnovazna konstanta je su¢inom konstant jednotlivych reakcii

- _ [Ag(NH3:J[CI] -10 7_ -3
K=Ks.K= —ar - 1,8.1077.1,5.10'=2,7.10

Nech s je rozpustnost’ AgCl v mol/l. Zosumarizujme zmeny v koncentraciach nasledkom tvorby
komplexného i6nu:

AgCI(s) + 2NHy(aq) — Ag(NH),"(aq) + Cl-(aq)

Povodna koncentracia 1 mol/l 0 mol/l 0 mol/l
Zmena - 28 +5s +s
Rovnovaha 1-2s S S
K= ——=2,7.10"
(1-2s)°

Po odmocneni rovnice dostaneme S/(1 - s) = 0,052
s =0,049 mol/l

V amoniaku (c= 1 mol/l) sarozpusti 0,049 mol/l AgCl.

Podobne vypocitajte rozpustnost’ AgBr a Agl v 1 mol/l NH3.
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Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Odmerna analyza

Uloha: Priprava a rozpustnost’ halogenidov

Pracovné potreby

Skumavky, delené pipety 1 a 2 ml, stojan na skimavky

Roztoky: NaCl (c = 0,1 mol/l), AgNOs (c = 0,1 mol/l), KBr (c = 0,2 mol/l), Pb(NOs), (c = 0,03 mol/l),
Kl (c = 0,06 mol/l), konc. NH,OH, CuSQ, (c = 0,04 mol/l), NaOH (c = 0,1 mol/l)

Pracovny postup

1. Pripravte si a oznacte Sest’ sklenenych skiimaviek
2. Do jednotlivych skamaviek pridajte po 2 ml roztokov prislusnych reaktantov:

NaCl + AgQNO; — AgCl + NaNO; K,=1,8.10"
2 NaCl + Pb(NOs); —> PbCl, + 2 NaNO; K, =2,1.10°
KBr+AgNO;  — AgBr+ KNO; Ke=5.10"

2 KBr + Pb(NO;), — PbBr,+2KNO;  K,=3,9.10°

K1+ AgNO; — Agl + KNO, K,=15.10"

2Kl +Pb(NOs), — Pbl, +2 KNO; K,=9,8.10"

3. Do protokolov zapiste farbu vzniknutych zrazenin a porovnajte rozpustnost’ vzniknutych soli na
zaklade ich stcinu rozpustnosti a vizualneho pozorovania.

4. K zrazeninam halogenidov striebra (AgCl, AgBr a Agl) v skimavkach pridajte nadbytok roztoku
amoniaku.

2 NH;+ AgCl <> [Ag(NH3),]" + CI
2 NH; + AgBr < [Ag(NH3),]" + Br
2 NH3 + Agl < [Ag(NH3),]" + I

5. Sledujte vizualne rozpustnost’ produktov.

Pozorovanie:

Skumavka Reakcia Siudin rozpustnosti Farba zrazeniny

1 NaCl + AgNO; 1,8.10™
2 NaCl +Pb(NO5), 2,1.10°
3 KBr + AgNO; 510

4 KBr + Pb(NOs), 3,9.10°
5 KI + AgNO, 1,5.107°
6 KI + Pb(NO3), 9,8.10°

Zaver:
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Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Odmerna analyza

Uloha: Vznik komplexného tetraamminmed’natého ionu

Komplexny tetraamminmed’naty i6n vzniké reakciami:

CuSO, + 2 NaOH «> Cu(OH), + Na,S0, K, =5,6.10%
Cu(OH), + 4 NH; — [Cu(NH3),]* + 2 OH"
Pracovné potreby
Skumavky, delené pipety 1 a 2 ml, stojan na skimavky
Roztoky: konc. NH,OH, CuSQOy, (¢ = 0,04 mol/l), NaOH (c = 0,1 mol/l)
Pracovny postup

1. Do skiimavky nalejte 1-2 ml CuSO,

2. Prikvapkajte 2-3 kvapky roztoku NaOH. Vznika zrazenina hydroxidu med’natého.

3. Potom do skumavky pridajte po kvapkach konc. NH,OH. Zrazenina sa rozpusti a v dosledku
vzniku komplexného kationu sa zmeni zafarbenie.

4. Pozorujte farebni zmenu

Pozorovanie:

Zaver:

20



Praktické cvicenia z lekarskej chémie Optické metody

Optické metody

Obsah

Spektrofotometrické stanovenie medi amMONIAKOIM.......cuiiiiiiiiiieiiiiie e 4
Stanovenie dusiénanov v PItNEJ VOUE. .........ccuiiriiiriiiieieieeees et 5
Spektrofotometrické stanovenie koncentracie Fe* v zliatindch.....................o.cccooiiiiiii, 6
Fluorescencna detekcia aminokyselin v SHNACH. ... 9
KONIOINE OtAZKY ... o r e nne s 10
Spektrofotometria

V sucasnosti sa takmer v kazdom laboratoériu ozna¢enom slovickom ,,bio* stretdvame s pristrojmi
na meranie spektralnych veli¢in vo viditeI'nej a ultrafialovej oblasti (UV-VIS oblasti). Je tomu tak
preto, Ze - azda len s vynimkou sacharidov - maju vSetky biologicky zaujimavé latky charakteristické
absorpcné pasy v tejto oblasti a koncentraciu tychto latok je pomerne 'ahké stanovit’ na zaklade ich
spektralnych vlastnosti. Kvantitativne stanovenie latok v biologickom materiali sa tak vel'mi ¢asto
uskutociuje optickymi metdédami vyuzivajicimi javy spojené so vznikom elektromagnetického
Ziarenia a jeho interakciou s analyzovanou sustavou. Tieto metody su rozdelené na niekol’ko skupin,
pre nas najzaujimavejsSiu predstavuje absorpéna molekulova spektrometria (spektrofotometria), ktora
sleduje zavislost' absorbancie latky od jej koncentracie pri zvolenej vlnovej dizke a hrubke
absorbujuceho prostredia.

Zakladom spektrofotometrie je Lambertov-Beerov zakon.

Ak prechadza monochromatické svetlo cez opticky homogénnu vrstvu, jeho intenzita sa zmensi,
lebo cCast’ svetla sa absorbuje. Pritom plati:

1

I
kde T predstavuje transmitanciu (priepustnost), | intenzitu svetla po prechode latkou a lo
vychodiskovu intenzitu svetla. Transmitancia nadobuda hodnoty od 0 po 1, spravidla sa udava
V percentach.

Pri prechode svetla viacerymi opticky homogénnymi vrstvami jeho transmitancia klesa
exponencialne a pri logaritmickom vyjadreni je umernd hrabke vrstvy a koncentracii latky
(Lambertov-Beerov zakon):

Iy
log T =g.d.c=A
kde A vyjadruje absorbanciu, ¢ molarny absorpény koeficient, d hribku vrstvy a ¢ koncentraciu.

Z uvedeného vztahu potom vyplyva, ze

3 A
“ ed

Absorbancia ma hodnoty od 0 po nekonec¢no. Lambertov-Beerov zakon plati pre monochromatické
svetlo a linearnu zavislost’ vykazuje pre zriedené roztoky, ktorych maximalna absorbancia sa pohybuje

do hodnoty 2.



Praktické cvicenia z lekarskej chémie Optické metody

Absorbanciu je mozné merat’ pristrojmi zvanymi spektrofotometre. Ako je zrejmé z definicie, pri jej
merani potrebujeme vediet (odmerat) intenzitu dvoch lucov svetla: tzv. referenéného (I,
vychodiskova intenzita svetla neoslabena absorpciou) a tzv. merného (I, intenzita svetla po prechode
kyvety so vzorkou). Spektrofotometre sa delia na niekol’ko zakladnych typov:

1. Jednolucové, ktoré maju jedinu opticku drahu. V pristroji sa najprv odmeria referen¢na vzorka

a po nej merana vzorka.

Sosovky vzorka

detektor

; monochromator

{. Hfﬁ ,;

zdroj svetla zosilhovaé |_ vystup

upravené podla http://elchem.kaist.ac.kr/vt/chem-ed/spec/uv-vis/uv-vis.htm

2. Dvojlucové spektrofotometre, ktoré maju dve optické oddelené drahy, jednu pre referenciu
a druhu pre skimant vzorku. V kazdom okamihu tak mézu registrovat’ intenzitu I, ako aj

| a vypocitat’ absorbanciu.

skiimana vzorka

zdroj svetla Strbiny
A4

> st
ER f

mrkadla referencna kyveta

upravené podl'a http://www.boomer.org/c/p3/c03/c0303.html

3. Diod-array-detectors (DAD) spektrofotometre, v ktorych skiimanou vzorkou na rozdiel od
predchadzajucich pristrojov prechadza polychromatické svetlo a sada svetlocitlivych diod
nasledne analyzuje mnozstvo svetla jednotlivych vlnovych dizok, ktoré preslo vzorkou

a referencnym roztokom. Tieto pristroje sa vyznacuju fantastickou rychlostou merania.

svetlocitlivé diody

opticka mriezka

Strbina

’ . vzorka
m zdroj svetla

Upravené podl'a http://web.nmsu.edu/~kburke/Instrumentation/HP8452.html



Praktické cvicenia z lekarskej chémie Optické metody

Na zéklade uvedeného je mozné po zmerani absorbancie ur¢it’ koncentraciu roztoku niekol'kymi
spOsobmi:
1. Od¢itanim z kalibra¢ného grafu

Na zostrojenie kalibracného grafu sa pripravi sada Standardnych roztokov so stiipajicou znamou
koncentraciou. Spektrofotometricky sa stanovi ich absorbancia a zostroji sa graf, kde na osx sa
nanesu koncentracie, a na os Yy zodpovedajiice absorbancie. Spojenim jednotlivych bodov vznika
priamka - kalibraény graf, z ktorého sa od¢ita koncentracia neznameho roztoku na zaklade nameranej

absorbancie.

2. Vypocétom na ziklade absorbancie roztoku o znamej koncentracii - tzv. Standardného roztoku

zo vzt'ahu:
) _ ) A, = absorbancia analyzovaného roztoku
At A = Gt G A, = absorbancia $tandardného roztoku
A, Cs = koncentracia Standardného roztoku
Ca= A, -Cs €. = koncentracia analyzovaného roztoku

3. Na zaklade molového absorb¢éného koeficienta €:

Podl'a vztahu: c= A € - molarny absorpf“:n'}'/ kc_)e_ficient, resp.
e.d molarna absorbtivita; jej hodnota je
zavisla od vinovej dizky a je
charakteristicka pre danu latku.
d - je hribka meracej kyvety (spravidla 1
cm)



Praktické cvicenia z lekarskej chémie Optické metody

Uloha: Spektrofotometrické stanovenie medi amoniakom
Zostrojenie kalibra¢ného grafu

Kation Cu2+ pri reakcii s NH,OH poskytuje azirovo-modry komplexny i6n Cu(NHs),**. Intenzita

jeho zafarbenia je umerné koncentracii medi v roztoku.

Pracovné potreby
Skumavky, sklenené pipety, spektrofotometer
Roztok CuSO, (c = 0,028 mol/l), roztok NH,OH (c = 1,7 mol/l), destilované voda

Pracovny postup

1. Do skimaviek oznacenych 1-6 pipetujte jednotlivé roztoky a vodu podla tabulky:

Skiimavka | Stand. roztok | Roztok Cu?* (mh)| NH4;OH H,O Kone. $tand. roztok

¢. [ml] 0 neznamej konc. [ml] [ml] v mmol/l CuSO,
1 0,2 - 0,4 14 2,8

2 0,3 - 0,4 1,3 4,2

3 0,4 - 0,4 1,2 5,6

4 0,5 - 0,4 11 7,0

5 0,6 - 0,4 1,0 8,4

6 - 0,4 0,4 1,2 ?

2. Odmerajte absorbanciu vSetkych vzoriek na spektrofotometri oproti vode pri A =590 n

3. Znameranych hodnot absorbancii Standardnych roztokov CuSO, a prisluSnych
koncentracii (skaimavky 1-5) zostrojte kalibraény graf.

4. Z grafu odg¢itajte koncentraciu neznameho roztoku (skimavka ¢. 6) na zaklade jeho absorbancie.

Pozorovanie:

Zaver:
Vyhodnot'te zostrojeny kalibraény graf. Uréte presnost’ stanovenia koncentracie Cu?* vo vasej neznamej vzorke.
Analyzujte mozné chyby pocas pripravy a merania vzoriek.
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Uloha: Stanovenie dusi¢nanov v pitnej vode

Sledovanie koncentracie dusi¢nanov v pitnej vode je vel'mi dolezité. Dusi¢nany po vniknuti do
organizmu sa bakteridlnou florou zazivacieho traktu redukuji na dusitany, ktoré zapricinuju vznik
methemoglobinu. Methemoglobin sa li§i od hemoglobinu oxida¢nym ¢islom Zeleza (oxidacia Fe** na
Fe** v hemoglobine) a tym neschopnostou preniest’ kyslik, ¢o negativne ovplyviiuje proces respiracie.
Nebezpecny je aj vznik karcinogénnych nitrozaminov po reakcii so sekundarnymi aminmi v traviacom
systéme.

Stanovenie dusi¢nanov je zalozené na reakcii ionov NOj™ s kyselinou salicylovou v silne kyslom
prostredi. Kyselina salicylova sa nitruje a po alkalizacii poskytuje ZIty nitrosalicylat, ktory sa stanovi

spektrofotometricky pri 410 nm.

Pracovné potreby
Skamavky, porcelanova miska, pipety, lievik, ty¢inka, odmerny valec, odmerna banka (25 ml)
Roztok salicylatu sodného (¢ = 60 mmol/l), konc. H,SO,, konc. NaOH (c = 4,5 mol/l)

Pracovny postup

Do jednej porcelanovej misky pipetujte 5 ml pitnej vody a do druhej 5 ml destilovanej vody

Do oboch pridajte po jednej kvapke konc. NaOH.

K obidvom roztokom pridajte po 0,5 ml roztoku salicylatu.

Misky opatrne zahrievajte na kovovej sietke, kym nevznikne suchy odparok.

Po vychladnuti k odparku v oboch miskach pridajte 1 ml konc. H,SO, (pozor ZIERAVINA).

Po 5 min pridajte 10 ml destilovanej vody a nasledne 2,5 ml konc. NaOH (pozor ZIERAVINA!).

Obsah v miskach dobre premiesajte, kvantitativne prelejte do odmernej banky a dopliite

destilovanou vodou do 25 ml.

8. Takto pripravenu vzorku s pitnou vodou analyzujte spektrofotometricky pri 410 nm oproti vzorke
s destilovanou vodou (porovnavacia vzorka).

9. Vyslednu hodnotu latkovej koncentracie NO3z  odcitajte z kalibraéného grafu na zaklade zistenej

absorbancie.

No ok~

Pozorovanie:

Zaver:

Horné hranica obsahu NOj3™ i6nov v pitnej vode podla Statnej normy je 50 mg/l. Pre kojencov sa odporuca
hodnota pod 15 mg/l. BeZny obsah dusi¢nanov v zelenine sa pohybuje od 200 - 3000 mg/kg. Najmenej
dusi¢nanov obsahuje plodova zelenina, najviac ¢ervena repa, sklenikové redkvicky a Salaty.
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Uloha: Spektrofotometrické stanovenie koncentracie Fe** v zliatinach

Zliatiny Zeleza sa rozptstaju v zmesi zriedenej HNO; a HCI za varu. V tychto podmienkach sa
celkové rozpustené Zelezo vyskytuje vo forme Fe*'. V silne kyslom prostredi (pH 1-1,5) vznikéa
reakciou zelezitych iénov s tiokyanatom komplexna zli¢enina s maximom absorpcie pri 475 — 480
nm. Stalost’ tohto komplexu sa zvySuje pridavkom zriedenej HNOj;. Pritomnost’ organickych

rozpustadiel potlaca disociaciu komplexu a zvysuje citlivost’ stanovenia.

Pracovné potreby:

Skumavky, pipety

Roztoky: roztok 0,5 mmol/l FeCls, roztok 2 mol/l KCNS, 1 mol/l HNO3, roztok zliatiny s neznamou
koncentraciou Fe**

Pracovny postup:

1. Pripravte si 10 oznacenych skimaviek a napipetujte do nich roztoky podl'a tabulky:

Skiumavka ¢. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
FeClz (ml) 0 0,2 0,5 0,8 1 1,2 15 1,8 2

KCNS (ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
HNO; (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
H,O (ml) 2 18 15 1,2 1 0,8 0,5 0,2 0 1
Roztok zliatiny - - - - - - - - 1
Koncentracia Fe>*

(mmol/l)

Augo

2. Vypodétom uréte koncentraciu Fe** v skimavkach 1-9.

3. Odmerajte absorbanciu skimaviek 2-10 oproti porovnavacej skamavke &. 1 pri vinovej dizke 480
nm a vysledky zapiste do tabul’ky.

4. Z absorbancii skumaviek 2-9 zostrojte kalibracny graf zavislosti absorbancie od koncentracie
zeleza a od¢itajte z tohto grafu koncentraciu roztoku zliatiny v skiimavke ¢. 10.

Pozorovanie:
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Graf:

Zaver:
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Fluorescen¢na analyza

Fluorescencna analyza patri medzi optické metddy zaloZené na interakcii elektromagnetického
ziarenia s latkou, pri ktorej nedochadza k chemickej zmene latky.

Vyziarenie fotonu je vzdy spojené s prechodom hmotnej Castice z vys$Sej energetickej hladiny,
z excitovan¢ho (vzbudeného) stavu do niz$ej hladiny, zékladného stavu. V pripade, Ze ma vyZziareny
foton vlnovii dizku spadajucu do ultrafialovej alebo viditelnej oblasti, nazyva sa dany jav
luminiscenciou. Prechod do excitovaného stavu moze nastat’ z rozli¢nych fyzikalnych a chemickych
pricin.

Fluorimetria je metoda zaoberajuca sa Stidiom ziarenia emitovaného molekulami, ktoré presli do
vzbudeného stavu absorpciou excitaéného Ziarenia vhodnej vlnovej dizky. Emitované Ziarenie sa
nazyva fluorescencia (svetielkovanie). Vznik fluorescencie sa sklada zniekolkych ¢iastkovych
krokov (vid’ obrazok):

A — molekula v zakladnom stave prijme foton

excitaného ziarenia a prejde do excitovaného : \\B‘ I =
stavu, zvyCajne na jednu zjeho vysSich A ; C F
energetickych hladin. B — molekula vel'mi rychlo ;

prejde do zakladného vibra¢ného stavu v ramci Sy == d__'!-___ ¥

danej excitovanej hladiny. C — excitovana molekula

Schematické zniazornenie procesu fluorescencie

A - proces absorpcie svetla, (B - bezradiaény

zékladného stavu  spojenym s vyziarenim  rozptyl vibratnej energie, C - bezradiacny prechod
. do zékladného stavu. Tieto procesy prebichaju

fluorescencie F. Tento navrat do zakladného stavu paralelne S ﬂuorescenén}'/m prOCCSOIn), F -

fluorescen¢né Ziarenie, S, - zakladny singletovy
stav, S; - vzbudeny singletovy stav

sa zbavuje nadbytoCnej energie prechodom do

je spojeny aj s urCitymi energetickymi stratami,
preto vinova dizka emitovaného svetla je vicsia.

Prirodzenou poziadavkou pre vznik fluorescencie je takd molekulova Struktara latky, ktora je
schopna absorbovat’ ziarenie. VSetky molekuly absorbuju fotony, avsak fluoreskuju len niektoré.
Fluorescenciu mozno ocakavat’ v molekulach, ktoré maji rozsiahly systém konjugovanych dvojitych
vézieb. Fluoreskuju preto velmi Casto aromatické a heteroaromatické zluceniny. Takéto zluceniny
maju prirodzent fluorescenciu.

Fluorescenénou technikou sa daju analyzovat’ aj zla¢eniny, ktorych molekulova $truktira nespiia
vyssie uvedené poziadavky. Z nefluoreskujiicej zluceniny moze derivatizacnou reakciou s vhodnym
¢inidlom vzniknat fluorescenény derivat. Tieto Cinidla sa oznacuju ako fluorescencné znacky.
Najpouzivanejsie fluorescenéné znacky v analyze aminokyselin su fluoreskamin, o-ftalaldehyd,

danzylchlorid, fluorescein a iné.
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Uloha: Fluorescenéna detekcia aminokyselin v slinach

Fluoreskamin (Fluram-R-fluorescamine) reaguje s primarnymi aminokyselinami za vzniku

intenzivne fluoreskujuceho produktu.

H
+ HC—C—NH, — >

COOH

fluoreskamin fluorescenény produkt

Pracovné potreby

Skamavky, pipeta, UV-lampa, sliny

Dest. voda, roztok fluoreskaminu (10 mg/100 ml bezvodého acetéonu), fosforecnanovy tlmivy roztok
SpH7-8.

Pracovny postup

a) Dokaz aminokyselin
1. Do skamavky napipetujte 1 ml slin a zried’te ich 3 ml timivého roztoku s pH 7,2.
2. Do druhej skimavky pridajte 0,5 ml roztoku fluoreskaminu.
3. Skimavky pozrite pod UV lampou. V obidvoch skiimavkach su nefluoreskujuce latky.
4. K vzorke (zriedenym slinam) rychle pridajte roztok fluoreskaminu z druhej skimavky a okamzite
intenzivne pretrepte.
5. Pod UV lampou pozorujte intenzivnu zIta fluorescenciu produktu.

b) Stanovenie aminokyselin

Intenzita fluorescencie vzniknutého produktu (podla predchadzajuceho postupu) sa meria
fluorescencnym spektrofotometrom (ex. = 390 nm, em. = 480 nm) a je priamo Umerna mnozstvu
aminokyselin vo vzorke.

Koncentracia aminokyselin sa od¢ita z kalibraéného grafu zavislosti intenzity fluorescencie od
koncentracie aminokyseliny, napr. alaninu.

Pozorovanie:

Zaver:
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Kontrolné otazky:

1. Odvodte Lambertov-Beerov zakon, pomenujte jednotlivé ¢leny a urcte ich fyzikalne jednotky.

2. Uvedte tri spdsoby urcenia koncentracie nezname;j latky pouzitim spektrofotometrie.

3. Co znamena pojem excitacna vinova dlzka a ¢o emisna vinova dlzka?

4. Ako je mozné prirodzene nefluoreskujuce latky zmenit na fluoreskujuce?

5. Aké typy spektrofotometrov poznate? Aké su ich vyhody, resp. nevyhody?

6. Pri akych vinovych dizkach stanovujeme koncentraciu RNA pomocou spektrofotometra?

7. Ktoré vlnové dizky patria do oblasti UV, VIS, IC?

10
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8. Schématicky zndzornite a pomenujte jednotlivé Casti spektrofotometra.

9. Pomenujte 5 konkrétnych biologickych analytov, ktoré sa stanovuji spektrofotometricky
v klinickej praxi.

10. Viete uviest’ vyhody fluorescencie?

11
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Stomatologické materialy

Obsah

Dokaz prvkov v siliKAtOVOIM CEMENLE. ........ccveevierieriiieriiesiesieetesteeseeeeereseeseaeseseseesbeesenesaneebeseneneee 3
DOkaz prvkov V amalZaAme..........c.cccuveeieiiiiiieie e eteeteieesieeseeseaesstesseesesessaessaesssesssesbeesseesssesnsesseesnns 6
Dokaz prvkov vO WoOdOVOIT KOVE........ccuiiiciiiiciieiiiieiie ettt et tee e eve e vt snbe e sne e 7
Polymerizacia metylmetaKryIAti.........cc.ovuiiieieieeieeee ettt st 10
Kondenzacia kyseliny ftalovej a glyCerolU.........ocooviiiiiiiiiiie e 11
Vznik fenolformaldehydovej plasticke] NMOLY..........ccccveiiiiiicii e 12
KONTOINEG OAZKY ....cueieieiieiieiee ettt ettt sttt et e et e s e e seenaesbe b e abeeseesbesbeeneenne 13

Medzi stomatologické materidly sa zaraduje Siroké spektrum materidlov vypliovych,
k zhotovovaniu koruniek, mostikov, ¢iastoénych alebo uplnych nahrad chrupu, aZz po materialy
pomocné pouzivané v zubnej ordinacii alebo laboratoriu. Takmer vzdy, azda len s vynimkou r6znych
pomocnych materialov, su tieto dentdlne materidly ur¢ené na viac menej trvalé pouzitie v Ustnej
dutine, st preto na ne kladené prisne poziadavky. Musia to byt materialy bez toxickych téinkov na
organizmus, musia mat’ ¢o najlepSie adhezivne vlastnosti pre dokonalt schopnost’ vdzby s tvrdymi
zubnymi tkanivami, musia mat’ vyhovujuce mechanické vlastnosti ako odolnost’ v tlaku, tahu, Smyku,

a v neposlednom rade aj vhodné estetické vlastnosti.
Stomatologické cementy

Stomatologické cementy su zndme uz davno. Pouzivaji sa ako tepelne a elektricky izolacny
a podkladovy material. Okrem toho majt funkciu tmelu alebo konzervacného prostriedku. ZloZenim,
spdsobom spracovania a mechanickymi vlastnost’ami sa vyznamne odliSuju od cementov technickych.
Podla zloZenia najviac rozsSirené su silikatové, zinkoxidfosfatové a modifikované zinkoxidové
cementy. Vyrabaju sa v dvojzlozkovej podobe ako prasok a tekutina, ktoré sa zmiesaju bezprostredne
pred pouzitim. Silikatové cementy obsahuju oproti zinkoxidfosfatovym menej fosforu. Modifikované
zinkoxidové cementy obsahuju aj strieborné soli, oxidy medi alebo iné zluceniny, ktoré im dodavaju
antiseptické vlastnosti. Presné zloZenie nie je zname (vyrobné tajomstvo firmy).

Praskova zlozka silikatovych cementov sa vyraba tavenim SiO, a Al,0; (mdZe obsahovat’ aj iné
oxidy a rozne prisady) a naslednym mletim na jemny prasok. Cementy tuhni zmieSanim tekutiny
HsPO, spraskovym cementom za vzniku kyseliny kremiéitej a fosfore¢nanov kovov. Takto
pripraveny cement je mozné podrobit’ kvalitativnej analyze.

Prasok zinkoxidfosfatového cementu pozostava z oxidu zino¢natého a hore¢natého vo vahovom
pomere priblizne 9:1. Okrem tychto oxidov sa v iom nachadza mensie mnozstvo oxidu kremicitého
a stopy dalSich oxidov a modifikatorov. Tekutinu predstavuje rovnako ako v predoSlom pripade
kyselina fosforec¢na, prip. fosfore¢nan hlinity a zino¢naty. Do praxe sa zavadzaju aj zinkoxidfosfatové
cementy, ktoré namiesto kyseliny fosfore¢nej pouzivaji vodu. V tom pripade vSak prasok okrem ZnO

obsahuje dihydrogenfosfore¢nan zino¢naty a fosfore¢nan zinoc¢naty.
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Zn0O + 2H;PO,4 + H,0 — Zn(H,PO,),.2H,0
2Zn0 + Zn(H,P0O4)2.H,0 — Zn3(PO,),.4H,0

Prikladom modifikovaného zinkoxidového cementu je zinkoxideugenolovy a polykarboxylatovy
cement. Aktivnou zlozkou zinkoxideugenolového cementu je eugenol ako stcast’ klincekového oleja.
ZmieSanim samotného ZnO s eugenolom sa ziska zmes, ktora tuhne vel'mi dlho, az 24 hodin, preto sa
do zmesi pridavaji rozne pozmenujuce latky ako napr. kalafina alebo hydrogenfosfore¢nan vapenaty,
ktoré urychl'uju tuhnutie, ale zaroven aj zlepSuju spracovatel'nost’ zmesi.

Polykarboxylatovy cement sa vyznacuje trvalou adhéziou k tvrdym zubnym tkanivam. Zakladnou
zlozkou prasku je ZnO, ktory sa miesa s vodnym roztokom polykyseliny. NajcastejSie sa pouzivaju
kopolyméry kyseliny polyakrylovej s itakonovou a maleinovou kyselinou alebo samotné polymérne
maleinové kyseliny. V prasku byva primieSany oxid hlinity pre zlepSenie mieSania alebo fluorid cinaty
s predpokladanym antikariéznym ucinkom.

V poslednej dobe sa v dentalnej praxi pouziva skloionomerny cement, ktory sa vyznacuje
adhéziou k Struktaram zuba a tak vytladil z praxe silikatové cementy, ktoré sa nevyznacuji Zziadnymi
adhezivnymi vlastnostami. Skloionomérne cementy predstavuje kombindcia sklenené¢ho prasku
s ionomérom, polymérnou karboxykyselinou. Ako kyseliny sa pouzivaju hlavne polyakrylova kyselina
ajej kopolyméry s itakonovou a maleinovou kyselinou. Do tekutiny sa pridava aj malé mnoZstvo
kyseliny vinnej pre zlepSenie spracovatelnosti a stability. Materidly odvodené od tychto cementov
maji mnoho vlastnosti podobnych ako prirodzené tvrdé zubné tkanivo, hoci ich pevnost’ je nizsia ako
pevnost’ zuboviny alebo skloviny. No vd’aka svojim Specidlnym vlastnostiam rozSiruju spektrum

materialov pouzivanych v konzervaénom zubnom lekarstve.
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Uloha: Dékaz prvkov v silikitovom cemente

Specifické reakcie, ktorymi by sa mohli dokazovat’ kationy a aniény priamo v zmesi nie st plne
spolahlivé. Preto sa urcovana latka pred konecnym dékazom oddel'uje zo zmesi od ostatnych idnov

zrazacimi reakciami a potom sa dokazuje selektivnymi reakciami.

Pracovné potreby

Skumavky, roztieracie sklo, ocel'ova lopatka, kadicky, lievik, filter

Konc. HCI, roztok (NH,);M00Q, (c = 0,1 mol/l), roztok NH,OH (c = 0,1 mol/l), alizarinsulfénan sodny
(c = 0,03 mol/l), roztok (NH4),COs (¢ = 0,1 mol/l)

Pracovny postup
Priprava cementu:

1. Na roztieracie sklo pridajte tri malé odmerky cementového prasku, prikvapkajte 2-3 kvapky
tekutiny. Zmes rozotrite na skle lopatkou z nerezovej ocele.

2. Cement nechajte zatvrdnit. Pri 37 °C cement tuhne za 3 min, pri laboratornej teplote tuhne
pomalsie. Po stuhnuti sa I'ahko oddeli od roztieracieho skla. Takto pripraveny cement pouzite na
analyzu.

Chemicka analyza cementu:

1. Pripraveny cement preneste do kadi¢ky a pridajte asi 8 ml HNO3 a 2 ml HCI.

2. Zmes mierne zahrievajte v digestoriu na sietke za stadleho mieSania. Cement sa postupne
rozpusta a vznikd zékal zmesi rézne hydratovanych kremicitych kyselin. Zrazeninu odfiltrujte.
Filtrat nevylievajte.

3. Filtratny papier rozlozte na hodinové sklo. Zrazeninu na filtri pokvapkajte konc. HCI a
niekol’kymi  kvapkami molybdénanu amoénneho. Vznika 7ZIté zafarbenie kyseliny
silikomolybdénovej, ktoré dokazuje pritomnost’ Si**.

4. Filtrat rozdelte do 2 skumaviek. V jednej Casti filtratu sa dokadzu fosfaty molybdénanom
amonnym. Zahriatim do varu vznikne zIty produkt.

5. Druht cast’ filtratu neutralizujte roztokom NH;OH na pH 5-6 a opat’ rozdelte do dvoch
skimaviek.

6. V jednej skamavke uskutoénite reakciu so Specifickym ¢inidlom - alizarinsulfonanom sodnym.

Cervené zafarbenie koloidného roztoku hydroxidu hlinitého dokazuje pritomnost’ A13+.
7.V druhej skimavke dokazte Ca2+ roztokom (NH,),COj3 za vzniku bieleho CaCOs.

Schéma delenia:

CEMENT
(HNO; + HCI) roztok
HClI
MoO.2 (NH,);M00, ‘ NH,OH
00,
Sit* PO* ‘ alizarin
7lta 7lta AP (NH,4)2CO3 CacO,
dervend biela
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Pozorovanie:

Zaver:
Do protokolu zapiste postup a vysledok kvalitativnych analyz.
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Kovové stomatologické materialy

Kovy maju v stomatologickej praxi siroka skalu pouzitia. PouZivaju sa bud’ vo forme &istych
kovov alebo zliatin. Vlastnosti zliatin sa podstatne liSia od vlastnosti Cistych zloziek, ¢o je celkom
pochopitel'né vzhl'adom na tvorenie roznych zlucenin. PredovSetkym elektrickd vodivost’ zliatin byva
vSeobecne nizsia ako vodivost’ ich zloziek. Rovnako magnetické vlastnosti su iné ako pri kovoch,
ktoré zliatiny tvoria. Bod topenia zliatin je velmi Casto zniZeny, nie zriedka pod bod najnizSie sa
topiacej zlozky. Napr. tzv. Woodov kov s charakteristickym zloZenim (50,1 % Bi, 24,9 % Pb, 14,2 %
Sn, 10,8 % Cd) sa topi pri priblizne 65 °C, to znamena, ze uz v horucej vode, zatial' ¢o bod topenia
jeho najl'ahs$ie tavitelnej zlozky - Sn - je 231,8 °C. Naproti tomu tvrdost’ zliatin je zvycajne vysSia nez
tvrdost’ prislusnych zloziek.

Zliatiny rozdel'ujeme na:

- zliatiny s vysokym obsahom uslachtilych kovov (high-noble alloys);
- zliatiny usl'achtilych kovov (noble alloys);

- zliatiny v§eobecnych kovov (base metal alloys).

Kovy aich zliatiny sa pouzivaju ako vyplnkové hmoty alebo materidly na zhotovovanie
stomatologickych néhrad, aj ako rozlicné pomocné materidly.

Samostatnu skupinu zliatin predstavuju amalgamy, zliatiny ré6znych kovov s ortutou.

Amalgamy

Amalgdmy su zliatiny jedného, alebo viacerych kovov s ortutou. Zakladom amalgamu
pouzivaného v stomatologickej praxi je, pochopitelne s vynimkou ortute, striebro (priblizne 70 %).
Uréuje tvrdost a pevnost’ amalgamu. Dalej je to cin, med’ (okolo 4,5 %), ktoré znizuji objemové
zmeny a zinok (okolo 1 %). Zinok vSak po reakcii s vodou uvoltiuje vodik, ¢o sposobuje vyraznu
objemovu expanziu vysledného amalgamu.

Pri vyrobe amalgamovej zliatiny sa odvazené zlozky spolu tavia. Tavenina sa nasledne odlieva do
vhodnych ingotov, ktoré sa zahrievanim na 400°C homogenizuju pocas 1 — 2 tyzdiiov. Potom sa
ingoty zosuUstruzia na jemné piliny, ktoré sa melu v gulovych mlynoch, preosievaji sa a zohrievaju
niekol’ko hodin pri 100°C pre odstranenie vnutorného pnutia. V zubnom lekéarstve sa pod pojmom
amalgam rozumie konzerva¢ny material, ktory sa pripravuje zmieSanim praskovej zliatiny zlozenej
predovsetkym zo striebra a cinu s ortutou. Takto vzniknutd hmota sa ihned’ natla¢i do pripravenej

kavity, kde pozvol'na tuhne.
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Uloha: Dékaz prvkov v amalgame Safargam

Pracovné potreby

Skiimavky, roztieracie sklo, ocel'ova lopatka, kadicky, lievik, filtracny papier, sklenena ty¢inka

Konc. HCI, roztok (NH,),Mo0O, (c = 0,1 mol/l), roztok NH,OH (¢ = 0,1 mol/l), alizarinsulfénan sodny
(c = 0,03 mol/l), roztok (NH4),COs (¢ = 0,1 mol/l), K;[Fe(CN)g] (c = 0,1 mol/l)

Pracovny postup

Priprava amalgamu:

1. Do porcelanovej misky nasypte na Spicku lyzicky amalgdmového prasku.

2. Pridajte 1 kvapku ortuti a sklenenou tyCinkou intenzivne zmes mieSajte, kym nevznikne
kompaktny amalgam.

Chemicka analyza amalgamu:

1. Pripraveny amalgam preneste do malej kadicky a pridajte 10 ml HNOs.

2. Zmes zahrievajte v digestoriu za obéasného miesania. Sedy amalgdm postupne mizne za vzniku
bielej zrazeniny kyseliny ciniitej, ktord po skonceni zahrievania odfiltrujte. To dokazuje
pritomnost’ Sn**.

3. K filtratu pridajte 2 ml HCI, vznikd zrazenina chloridu strieborného a ortutného. Zrazeniny
odfiltrujte a filtrat odlozte.

4. Zrazeninu na filtri prelejte amoniakom a novy filtrat zachyt'te do dalSej skiimavky. Na filtri
zostava Cierna zrazenina, ktora sa sklada z amidochloridu ortutnatého a elementarnej ortuti.

5. Okyslenim filtratu v skimavke HNOj sa vyluci z diaminzluceniny biely AgCl.

6. K filtratu z bodu 3 pridajte hexakyanozelezitan draselny, ¢im vznika oranZovohneda zrazenina
Zns[ Fe(CN)g] » , dokazujuca pritomnost’ Zn?*.,

Schéma delenia:

AMALGAM
zrazenina | HNO; roztok
| HCI

Sn0O,.xH,O NH,OH )

biéa 2 ! [Fe(CN)G]3

HNO
‘ ’ Zns[Fe(CN)s],
NH,HgCl + Hg AgCl okrova
¢ierna biela

Pozorovanie:

Zaver:



Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Stomatologické materialy
Uloha: Dékaz prvkov vo Woodovom kove

Woodov kov je lahko tavitelna zliatina, ktora pozostava z bizmutu, olova, cinu a kadmia
najcastejsie v hmotnostnom pomere 4:2:1:1 v poradi Bi:Pb:Sn:Cd. M6zZe obsahovat’ aj malé mnoZstvo
zinku a antiménu. V stomatologickej praxi sa vyuziva v dosledku nizkeho bodu tavenia (medzi 60 - 70
°C, vzavislosti od zloZenia) na spajanie kovovych a keramickych materidlov, pri priprave
stomatologickych nahrad v protetickej praxi. V poslednom obdobi sa v§ak upusta od jeho pouZzivania
v dosledku obsahu toxickych kovov kadmia a olova. Alternativou je tzv. Fieldov kov, ktory obsahuje

bizmut, indium a cin.

Pracovné potreby

Kadicka (50 ml), filtra¢ny lievik, filtracny papier, sklenena ty¢inka, skimavky, pH papieriky

Roztok HNO; (500 g HNOJ/I, resp. 7,9 mol/l), NH,OH (c = 3 mol/l), HCI (c = 0,5 mol/l), (NH,),S,
NaOH (¢ = 2 mol/l), KI (¢ = 0,5 mol/l), roztok vinanu draselnosodného s KOH (125 g KOH + 173 g
vinan draselnosodny v 500 ml H,0O), SnCl, (c = 0,05 mol/l = 10 g/l)

Pracovny postup

1. Niekolko zrnieck Woodovho kovu preneste do kadic¢ky, pridajte 3 ml HNOz a pomaly zahrievajte
10 - 15 min, kym sa vsetko nerozpusti. P6vodna siva farba sa zmeni na bielu. Vzniknuti zmes
prefiltrujte.

2. Na papieri ostane biela zrazenina H,SnOs, do filtratu prete¢ie Pb(NOs),, Bi(NOs)s, Cd(NO3),.

3. Filtrat rozdel'te na dve casti. K jednej Casti pridajte 3-4-nasobok objemu NH4OH, silne zatrepte a
vzniknuti zrazeninu prefiltrujte. Filtrat zneutralizujte zriedenou HCI, pridajte malé mnozstvo
(NH,),S. Vznika ZIty roztok az zrazenina CdS. Tym je dokdzana pritomnost Cd**.

4. Kdruhej Casti povodného filtratu pridajte 3-4-nasobok objemu NaOH (do silne alkalickej

reakcie), vzniknutl zrazeninu intenzivne zatrepte a zahrejte do varu a filtrujte. Zrazeninu na filtri

nevyhadzuijte.

K filtratu pridajte HNOj; do neutralnej reakcie a rozdel'te na dve cCasti.

Do prvej ¢asti pridajte par kvapiek roztoku KI, vznika ZIta zrazenina Pbl,.

Do druhej Casti filtratu pridajte malé mnozstvo (NH,),S. Vznika Cierna zrazenina PbS.

Zrazeninu, ktora ostala na filtri (bod 4) dobre premyte vodou, pokvapkajte roztokom vinanu

draselnosodného a NaOH. K filtratu pridajte roztok SnCl, a zahrejte. Cierna zrazenina dokazuje

pritomnost’ kovového bizmutu.

O N o O
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Schéma delenia:

Woodov kov
zrazenina HNO;
NH,OH zrazenina NaOH
Sn0O,.H,0O H,O
biela HCI HNO,
(NH.),S vinan K, Na
— 4)2
NaOH Kl (NH,),S
Cds
7lta Pbl, PbS
zIta ¢ierna
SnCl,
Bi

¢ierna

Pozorovanie:

Zaver:
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Syntetické makromolekulové hmoty

Makromolekulové zluceniny sa skladuji z monomérov, ktoré si vzajomne pospajané
kovalentnymi vdzbami. Pocet monomérov vyjadruje polymerizacny stupe. Makromolekulové latky
delime na prirodné, ako je kaucuk, celuldza, chitin, bielkoviny a nukleové kyseliny a na syntetické,
ziskané chemickym spracovanim z uhlia alebo ropy, ako napr. polyetylén, teflon, nylon, polystyrén,
bakelit a pod. Z hl'adiska Struktury ich delime na linearne, rozvetvené, sietované a priestorovo
sietované. M6zu byt zlozené z rovnakych monomérov, tzv. homopolyméry alebo z 2-3 rozdielnych
monomérov, ktoré vytvaraji kopolyméry. Podla spravania pri zvySenej teplote rozliSujeme
termoplasty, ktoré sa po zahrievani stavaju plastické a mézeme ich tvarovat’ a na termosety, ktoré sa
zohrievanim chemicky menia a stracaju plastickost’.

Syntetické makromolekulové latky vznikaji reakciami retazovymi (tzv. chain-growth
polymerization) a stuptiovitymi (tzv. step-growth polymerization).

Pri retazovych reakciach ako monomér najcastejsie vystupuje etén (etylén) a jeho derivaty. Takto
vznikaju polyetylén (PE), polystyrén (PS), polymetylmetakrylat (PMMK), alebo teflon (TF).

PE, PS a PMMK su termoplastické a dobre odolné voci vode a kyselinam, ale malo odolné voci
organickym rozpustadlam, zatial’ ¢o teflon je vel'mi stabilny, a preto sa pouziva napr. aj ako nahrada
ciev v chirurgii.

Stupiiovité reakcie prebiehaju medzi dvoma bifunkénymi derivatmi za odStiepenia vody.

Opakovanim tejto reakcie vznikaji makromolekuly ako polyamidy, polyestery a pod.



Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Stomatologické materialy

Uloha: Polymerizacia metylmetakrylatu

Polymetylmetakrylat (PMMK) predstavuje zakladny dentalny polymér. Ma vyborné mechanické
a estetické vlastnosti, je Tlahko tvarovatelny acenovo dostupny. Vznika tzv. chain-growth
polymerizaciou radikalového typu. Iniciatorom polymerizacnej reakcie je benzoylperoxid.
Z benzoylperoxidu vznika radikal teplom, chemicky alebo posobenim UV ziarenia. V pripade stpravy
Duracryl je benzoylperoxid aktivovany chemicky dimetyl-p-toluidinom. Vzniknuty radikdl potom
reaguje s monomérom metylmetakrylatom za vzniku radikalu s naviazanym metylmetakrylatom, ktory

po reakcii s d’alsimi jednotkami monomérov vytvara polymér.

) — AT
(@] (6] [¢]

Vznik radikalu z benzoylperoxidu

$H3 ?H3
ﬁ—Oo + HZCZT - @ﬁ—o—CHZ—TH
© >—CH; 0 co

co ,—CH,

Reakcia radikalu s monomérom metylmetakrylitom

Pracovné potreby
Skumavky, kadicka, kovova nadobka, ocel'ova lopatka
Dvojzlozkova stprava Duracryl

Pracovny postup

1. V skumavke zmiesajte asi 0,5 g Duracrylu s par kvapkami iniciatora.

2. Zmes zahrievajte na vodnom kupeli niekol'’ko mintit do varu.

3. Obsah vlejte do kovovej nadobky, kde sa polymerizacia dokon¢i. Vznikne priehl'adna hmota -
organické sklo.

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Kondenzacia kyseliny ftalovej a glycerolu

Kondenzicia kyseliny ftalovej a glycerolu prebieha podl'a nasledujucej reakcie:

OH

COOH HO—CH, CO—O0—CH,—CH—CH,—OH
+ 2 cH—on 2HO0 o

COOH HO—CH,

CO—O—CHZ—(le——CHz——OH

OH

VolIné -OH skupiny glycerolu mozu reagovat’ s d’alsimi molekulami kyseliny ftalovej za vzniku
sietovej Struktary syntetickej makromolekuly.

Pracovné potreby
Porcelanova nadobka, tyc¢inka, filtraény papier
kyselina ftalova (substancia), glycerol

Pracovny postup

1. K 0,5 gkyseliny ftalovej v nadobke pridajte 1 ml glycerolu.

2. Tycinkou zamieSajte a opatrne zahrievajte na sietke, do viditelného tmavnutia zmesi. Vznika
viskdzna kvapalina polyméru.
Touto reakciou vznikajii zasietované polyestery, ktoré dokonale prilni na povrch a zvysuju
odolnost’ materialov.

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Vznik fenolformaldehydovej plastickej hmoty

Fenolformaldehydové plastické hmoty — fenolplasty — patria medzi najdlhsie zname syntetické
makromolekulové latky. St nerozpustné a pouzivaju sa na vyrobu zndmeho bakelitu, ktory ma Siroké

uplatnenie. Kondenzacia fenolu a formaldehydu prebieha podl'a nasledovnej reakcie:

OH OH OH

Y CH
-2 H,0 2
+ H—C/< Skl A S
H

CH,

Dal§imi vizbami formaldehydu v o-, a p- polohach dochadza k vzniku sietovej §truktary plastu.

Pracovné potreby
Skumavky, ty¢inky
Roztok fenolu (¢ = 5 mol/l), roztok formaldehydu (c = 10 mol/l), konc. HCI

Pracovny postup

1. Do skiimavky k 1 ml roztoku fenolu pridajte priblizne 4 ml roztoku formaldehydu.
2. Opatrne pridajte par kvapiek konc. HCI.

Dochadza k burlivej reakcii vzniku plastickej gulicky. Po schladeni je mozné plastickt latku v
skimavke premyt destilovanou vodou.

Pozorovanie:

Zaver:

12
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Kontrolné otazky:

1. Aké typy cementov rozliSujeme v stomatologii? Aka je funkcia cementov?

2. Napiste rovnicu tuhnutia zinkoxidfosfatového cementu.

3. Ktoré prvky zlepsuju spracovatel'nost’ cementu a ktoré maju antiseptické vlastnosti?

4. Ako su klasifikované zliatiny v stomatologii? Uved'te priklady uslachtilych a v§eobecnych kovov.

5. Aké typy polymérov rozliSujeme z hl'adiska: 1) $truktiry, ii) typu monomérov?

6. Akymi reakciami vznikaju polymérne zlticeniny? Aky je medzi nimi rozdiel?

7. Vymenujte minimalne 5 zlucenin vznikajlicich retazovymi reakciami a 5 zli€enin vznikajucich
stupniovitymi reakciami.

13



Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Stomatologické materialy

8. Ktora zlu¢enina predstavuje zakladny dentalny polymér? Akym typom reakcie vznika?

9. Schematicky znazornite vznik PMMK.

10. Akym sposobom je mozné aktivovat’ radikal v pripade chain-growth polymerizacie?

14
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Metody delenia latok

Obsah

Delenie zmesi farbiv chromatografiou na tenkej vrstve (TLC)......cccooeiieriiiiiiiiinecese e 3
Delenie latok gélovou chromatografiou na Sephadexe G-100..........cccccoiiriiiieniniinne s 4
KONLTOINE OtAZKY ..ottt et b e sttt neeas 5

Izolacia latok zo zmesi — separacia — predstavuje dolezitu Cast’ pri $tadiu biologickych objektov.
Pri izolacii latok sa vyuZzivaji rozdiely vo fyzikalno — chemickych vlastnostiach delenych latok, ako
napr. velkost elektrického naboja, molekulova hmotnost, prchavost, polarita, rozpustnost’ ai.
Zakladom separacnych metod st medzifazové rovnovahy, t. j. prostredie dvoch vzijomne sa
nemiesajucich faz. K bezne pouzivanym separaCnym metédam patri zrazanie, destilacia, extrakcia
(vid’ kapitola Zakladné laboratérne techniky), elektroforéza a chromatografia.

Chromatografia patri k najvyznamnej$im metédam pouzivanym na izoldciu rozmanitych
anorganickych a organickych latok. Chromatografické delenie latok je zaloZzené na postupnom,
viacnasobne sa opakujicom rovnovaznom rozdeleni separovanych latok medzi dve fazy — stacionarnu
a mobilnt. Staciondrna, alebo nazyvana aj nepohybliva, predstavuje tuht latku alebo kvapalinu
umiestnenu na plochej vrstve alebo v kolone. Mobiln4, alebo aj pohybliva faza zabezpecuje transport
vzorky cez stacionarnu fazu. Nerovnakd afinita delenych zloziek k stacionarnej faze, ovplyviiovana
pretekajlicou mobilnou fazou sposobuje, ze jednotlivé zlozky zmesi unasa mobilnd faza roéznou
rychlost’'ou, ¢im dochadza k ich rozdeleniu.

Z velkého poctu typov chromatografickych metdd v biochémii sa najcastejSie pouZzivaju:
papierova chromatografia, chromatografia na tenkej vrstve (TLC), gélova (filtracna) chromatografia,
ionexova chromatografia, adsorpéna chromatografia, afinitna chromatografia a iné.

Papierova chromatografia pouziva ako stacionarnu fazu upravenu celuldézu alebo papier zo
sklenenych vlakien. Posobenim kapilarnych sil dochaddza k pretekaniu  mobilnej fazy
chromatografickym materialom ¢o spdsobuje posun delenych latok po celuloze. Tejto chromatografii
sa podoba chromatografia na tenkej vrstve, pri ktorej sa stacionarna faza nanasa na sklenent alebo
hlinikova plathu vo forme suspenzie a vytvara tak tenka vrstvu. V pripade gélovej, ionexovej alebo
adsorpénej chromatografie predstavuje tuht fazu synteticky gél, ionex alebo adsorbent. Medzi
kvapalinové chromatografie sa radi aj afinitna chromatografia, pri ktorej sa delené latky viazu
$pecifickymi véizbami na ligand imobilizovany na pevnom nosici.

Chromatografia je predovSetkym analytickd metdda na delenie zmesi latok. Vel'mi ucinne vSak
pomaha pri ich kvantitativnom stanoveni a identifikacii.

Vyber vhodnej deliacej metody pri izolacii Cistej zlozky zavisi od druhu separovanej latky a od
materialu, z ktoré¢ho sa izoluje. V praxi nie je nezvyc€ajné pouzitie viacerych chromatografickych
metod, pripadne kombindcia s inymi izola¢nymi technikami.

Velmi Casto pouzivanou metddou delenia latok je elektroforéza. Tato metoda je zalozenad na

migracii iénov v elektrickom poli. Metddu prvykrat popisal svédsky biochemik Tiselius koncom 30-

1
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tych rokov minulého storo¢ia. Do trubice v tvare U umiestnil roztok bielkovin a opatrne ho prevrstvil
tlmivym roztokom neobsahujicim bielkoviny. Pomocou ponorenych elektrod vytvoril elektrické pole,
ktorého pdsobenim sa bielkoviny pohybovali k elektrodam s opa¢nou polaritou. Jednotlivé bielkoviny
sa pohybovali v désledku rozdielnych nabojov rozdielnymi rychlostami a vznikli tak zony
s rozdelenymi bielkovinami. Tato p&vodna elektroforéza bola oznacena ako volnd elektroforéza.
V sucasnosti je nahradena elektroforézou na nosici. Nosi¢ predstavuje pevny podklad, na ktorom je
nanesena a V ktorom sa pohybuje skimana vzorka. Nosicom moze byt filtracny papier, celuldza alebo
gél.

Pri papierovej elektroforéze je vzorka nanesend na filtracny papier alebo na pruh acetatcelulozy,
ktoré su navlhéené tlmivym roztokom. Po naneseni vzorky sa konce pruhov ponoria do oddelenych
elektrodovych priestorov. Nasledne sa vSetko preleje vhodnym tlmivym roztokom a elektrody sa
zapoja na zdroj jednosmerného elektrického pridu. Pésobenim pradu putuji idny vzorky urcitou
rychlost'ou k opa¢ne nabitym elektrodam.

Medzi najpraktickejSie a najvykonnejSie metddy separacie latok patri gélova elektroforéza.
Delenie latok je zalozené na gélovej filtracii a zaroven elektroforetickej pohyblivosti delenych latok.
Najcastejsie sa pouzivaju dva typy gélov, polyakrylamid a agaréza. Pri polyakrylamidovej gélovej
elektroforéze (PAGE) sa gél vytvara polymerizaciou akrylamidu a N,N’-metylén(bis)akrylamidu
Vv prostredi zvoleného tlmivého roztoku. Pre delenie latok s vel'kou molekulovou hmotnostou sa musia
pouzit’ gély s velkymi pérmi. V tomto pripade sa preto uprednostiuji gély pripravené bud z Cistej
agar6zy alebo zo zmesi agardzy a polyakrylamidu.

Pouzitim tzv. SDS-PAGE elektroforézy je mozné delit’ bielkoviny na zaklade ich rozdielnej
molekulovej hmotnosti. Dodecylsiran sodny (SDS) je detergent, ktory sa na bielkoviny viaze vzdy
rovnakym pomerom, zhruba 1,4 g SDS/g bielkoviny, ¢o je priblizne pomer jednej molekuly SDS na
dva aminokyselinové zbytky. Vysoky negativny naboj viazaného SDS prekryva vlastny naboj
bielkoviny. Tie potom maji zhodné pomery poétu nabojov na jednotku hmoty a podobny tvar.
Nasledkom toho sa pdsobenim elektrického pol'a bielkoviny rozdelia na zaklade svojej molekulovej
hmotnosti.

Na rozdiel od gélovej chromatografie, pri gélovej elektroforéze s velké molekuly spomalované
oproti malym, pretoze gél je umiestneny priamo v elektroforetickom. Velké molekuly sa potom oproti
malym molekuldm pohybuju pomalSie, pretoze vel'mi tazko prenikaji Struktarami gélu.

Po elektroforetickom deleni je potrebné jednotlivé rozdelené frakcie vzorky detegovat. Na
detekciu sa pouzivaju rozlicné techniky. Bielkoviny sa najCastejSie farbia ponorenim do kyslého
roztoku s obsahom alkoholu a farbiva Coomassie-modra (Coomassie Brilliant Blue). Tymto sposobom
je mozné skumaz mikrogramové mnozstva bielkoviny. Pre citlivejSie stanovenie pri menSom
mnozstve bielkoviny sa vzorky farbia striebrom. Na detekciu sa niekedy pouziva aj fluoreskamin,

ktory nefluoreskuje, avSak po reakcii s primarnymi aminmi sa stava vysoko fluoreskujuci.
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Uloha: Delenie zmesi farbiv chromatografiou na tenkej vrstve (TLC)

Tenka vrstva silikagélu (Silufol) ma pre rdzne latky rozdielne adsorpéné schopnosti. Pohybliva
faza (zmes rozpustadiel) vzlina po tenkej vrstve a unasa nanesené latky, priCom rychlost’ ich pohybu
zavisi od vel’kosti a tvaru molektl a od intenzity ich interakcii s pevnou a mobilnou fdzou. Kazda latka
za danych podmienok sa po ukonCeni chromatografie bude nachadzat na urCitom mieste

chromatogramu, ktoré charakterizuje hodnota R, definovana ako pomer vzdialenosti stredu Skvrny od

Startu (a) ku vzdialenosti "Cela" rozpustadiel od Startu (b).
a

Obr. Chromatografia na tenkej vrstve: 1 — $tart, 2,3 — stredy dvoch réznych Skvin, 4 — &elo

Pracovné potreby

Chromatograficka nadoba vystlana filtraénym papierom.

Folie Silufol (7,5 x 15 ¢cm), mikropipeta so $pi¢kami, pohybliva faza - zmes CCl, + metanol (62 + 38);
farbiva: 1) sudan I, 2) metylova Cervend, 3) bromkrezolova zelend, 4) bromfenolova modra, 5) zmes
uvedenych farbiv

Pracovny postup
1. Na f6liu (asi 2 cm od dolného okraja) midkkou ceruzkou jemne oznacte Ciaru

nx

Startu".

2. Natejto ¢iare vyznacte miesto pre nanesenie jednotlivych farieb (o¢islovat’ 1 - 5).

3. Mikropipetou naneste asi 8 ul roztoku z kazdej farby na prislusné miesto.

4. Foliu vlozte do nadoby a nechajte vyvijat’ pokial’ "¢elo" rozpustadla nedosiahne vzdialenost asi 1
cm od horného okraja.

5. Foliu vyberte z nadoby, oznacte ceruzkou miesto "Cela" a vysuste.

Pozorovanie:
Nacrt chromatografického zdznamu

Zaver:
Vypocitajte hodnoty Rr pre jednotlivé farbiva. Identifikujte zlozenie zmesi farieb, podl'a hodnét Rg znamych
zloziek.
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Uloha: Delenie litok gélovou chromatografiou na Sephadexe G-100

Zrnk4 dextranového gélu (Sephadex) svojou Struktirou vytvaraju molekulova siet. Velké
molekuly tato siet’ obchadzaju - pretekaji kolonou rychle, kym mensie molekuly prenikaja do siete, ¢o
"spomal'uje" ich pohyb - opustaji kolénu neskorsie. Latky potom vytekaji z kolény v poradi

klesajticej molekulovej hmotnosti.

(l
|
ll

A

0 il

Koloéna: V =180 ml, Sephadex G-100, stabilizacia ¢pavkovou vodou
Vodny roztok hemoglobinu (M, = 65 000), riboflavinu (M, = 376), NiSO,. 7 H,0 (M, = 280),
roztok modrého dextranu (M, = 1 000 000)

Pracovné potreby

Pracovny postup

1. Zmiesajte v skaimavke 0,1 ml roztoku modrého dextranu, s 0,1 ml roztoku hemoglobinu(l) a0l
ml riboflavinu (alebo NiSQy).

2. Naneste tuto zmes predpisanym spdsobom na kolénu a premyvajte stabilizacnym roztokom
(&pavkovou vodou®). Rozdelené frakcie zachytavajte do odmerného valca (pripadne pouZite
automaticky zbera¢ frakcii).

3. Zistite elu¢né objemy jednotlivych frakcii a dajte ich do suvislosti s M.

Pozorovanie:
Nacrt chromatografickej kolony a priebehu chromatografie

Zaver:
Zapiste poradie latok opustajucich kolonu a zdévodnite.

WRoztok hemoglobinu sa pripravi tak, Ze heparinizovand krv sa centrifuguje (8000 ot/min) a
k sedimentu erytrocytov sa prida rovnaky objem destil. vody a zamieSa sa. Po 60 min statia sa opdt
centrifuguje pri rovnakych podmienkach. Supernatant obsahuje prevazne hemoglobin.

(z)épavkovd voda = I ml konc. NHyOH rozpustit' v 1€ vody.
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Kontrolné otazky:

1. Co je zakladom separaénych metod?

2. Popiste proces extrakcie a adsorpcie.

3. Vysvetlite podstatu chromatografického delenia.

4. Uved'te priklady vyuzitia chromatografie v medicine.

5. Uvazujte zmes troch latok s rozdielnou velkostou Castic — malé, stredne velké, velké. V akom
poradi buda vytekat’ z kolony pouziti pri gélovej chromatografie? Vysvetlite.

6. Vysvetlite rozdiel medzi ionexom a anexom v chromatografii.
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7. Pokuste sa vypocitat’ RF jednotlivych markerov na chromatograme.

8. Vysvetlite, preco sa pri elektroforetickom deleni vel'kych molekul pouZzivaji agarézové gély.

9. Preco sa pri detekcii latok pomocou Coomassi briliant blue pouziva kysly roztok s alkoholom?

10. Na strukture fluoreskaminu vyznacte oblast’ (skupinu), ktora reaguje s primarnymi aminmi.
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Vlastnosti organickych zlucenin .
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Chemickeé vlastnosti organickych zlicenin zavisia od velkosti a usporiadania molekuly ako aj od
pritomnosti charakteristickych funkénych skupin. Na zaklade funkénych skupin mozno organické
zluceniny rozdelit’ do niekol’kych skupin. Medzi najdolezitejsie patria hydroxyderivaty, oxozliceniny

a karboxylové kyseliny. Ich prehlad je v nasledujucej tabul’ke:

NAZVOSLOVIE DERIVATOV UHLOVODIKOV

nazov derivétu derivat nazov skupiny
chléretan CH;CHCI halogén - hal
aminometan CHsNH; aminova - NH,
dimetylamin CH;NHCH;3 iminova -NH
. CH3CHCH; .
2-nitropropan | nitro -NO,
NO,
metantiol CH;SH tiolova -SH
kyselina benzosulfonova O SO3H sulfoskupina -SOz;H
etanol CHsCH;0H
hydroxylova -OH
fenol @OH
dimetyleter CH;OCH; éterova -0-
metoxymetan
dimetyltiocter CH:SCH; tioéterové -s-
dimetylsulfid
0 O
etanal Z %
CHs-C aldehydova -C
acetaldehyd “H 4 Ny
propanon CHCOCH; ketonové —C=0
dimetylketon [

. , . O O
kysel t . %
kyse;na ctanova CH3-Cf karboxylova —C<

yselina octova OH OH




Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Vlastnosti organickych zlucenin |.

Hydroxyderivaty obsahuju v molekule jednu, alebo viac hydroxylovych (-OH) skupin. Ak je
hydroxylova skupina viazana na alifatickom retazci, jedna sa o alkoholy, ak je viazana na
aromatickom kruhu, su to fenoly.

Oxozliceniny maju vo svojej molekule karbonylovii C=0 funk¢énu skupinu, ktora moéze byt
aldehydova (ak viaZe jeden uhlovodikovy zvySok a jeden H), alebo ketonova (ak viaze dva
uhlovodikové zvysky). Ak karbonylova skupina viaze jeden uhlovodikovy zvysok a jednu -OH
skupinu, vznika karboxylova kyselina.

Uvedené skupiny latok poskytujii na zaklade ich charakteristickych funkénych skupin $pecifické

reakcie vyuziteI'né v analytickej praxi na ich dokaz, resp. kvantitativne stanovenie.

Reakcie alkoholov

Alkoholy sa  rozdelujt podla poctu  hydroxylovych  skupin na jednosytne,
dvojsytne, az viacsytne. Podl'a umiestnenia hydroxylovej skupiny v retazci, delime alkoholy na
primarne (funkéna skupina -CH,-OH), sekundarne (skupina —CH-OH) a terciarne (skupina
-C-OH).

Vlastnosti hydroxylovej skupiny vyplyvaju z polarity kovalentnej vizby medzi atomami O a H.
Biologicky vyznamnou reakciou je oxidacia (dehydrogenacia) alkoholov. Primarne alkoholy pri nej
poskytuju aldehydy, ktoré sa mézu oxidovat’ az na karboxylové kyseliny. Sekundarne alkoholy sa
oxiduju na ketony, terciarne alkoholy sa oxiduju az silnymi oxidaénymi ¢inidlami a poskytuju zmes

roznych oxida¢nych produktov, z ktorych jeden byva zvy¢ajne keton.
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Uloha: OxidAcia etanolu dichromanom draselnym a manganistanom
draselnym

Dichréman draselny sa v prostredi kyseliny sirovej pdsobenim etanolu redukuje na i6n chromity.

Povodné ZIté zafarbenie K,Cr,0; sa meni na zelené, spésobené zluceninami Cr3+.
3 CH;-CH,-OH + K,Cr,0;,+ 8 HCI — 3 CH;-CHO + 2 CrCl;+ 2KCI + 7 H,O

5 CH,-CH,-OH + 2 KMnO, + 3 H,SO, —» 2 MnSO, + K,SO, + 5 CH,-CHO + 8 H,0

Pracovné potreby
Skiimavky
Roztoky: Konc. HZSO4, tuhy KZCrZO7 , 3 % roztok KMnO4

Pracovny postup

1. K 1-2 ml etanolu pridajte malé mnozstvo praskoveho K,Cr,O,

2. Nasledne opatrne za stdleho pretrepavania po kvapkach pridajte konc. H.SO, (OPATRNE -
ZIERAVINA!).

3. Po prebehnuti reakcie citit’ Stiplavy zapach acetaldehydu (t.v. 20 °C), tekutina zozelena (CrvI -

Cr).
4. Pri oxidacii etanolu s KMnO, je postup rovnaky ako pri oxidacii etanolu s K,Cr,0., rozdiel je v

pridavani zriedeného roztoku KMnO,.
5. Pozorujte odfarbenie KMnO, (Mn*"! — Mn").
Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Dékaz elylalkoholu jodoformovou reakciou

Etanol sa vplyvom koncentrovaného roztoku iodu v Lugolovom roztoku oxiduje na acetaldehyd,

ktory d’alej reaguje s id0dom za vzniku trijodacetaldehydu podla reakcie:

CH3'CH2-OH + |2 —> CHg'CHO + 2HI
CH;-CHO + 3lI, — CI;-CHO + 3HI

Nésledne po pridani NaOH vznika jodoform s charakteristickym zdpachom:

Cl;-CHO + NaOH — CH;l + HCOONa

Pracovné potreby
Skumavky

Roztok metanolu a etanolu, Lugolov roztok, roztok NaOH c =1 mol-dm

Pracovny postup

1.

2.
3.
4

o o

Pripravime si a oznac¢ime dve skimavky.

Do prvej skamavky pridame 0,5 ml metanolu a do druhej 0,5 ml etanolu .

Nasledne pridame 2 ml Lugolovho roztoku a premieSame.

K roztoku postupne prikvapkdvame roztok NaOH pokial' sa tmavohnedé sfarbenie roztoku
nezmeni na slabo ZIté.

Obsah oboch skiimaviek po premiesani zahrievame vo vodnom kupeli asi pri 60 °C.

V skiimavke s etanolom sledujeme po vychladnuti vylucenie zltych krystalov jodoformu,
S charakteristickym zapachom. Skimavka s metanolom sa vy¢iri pretoze nevznika jodoform.

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Oxidacia etanolu s KMnO, v roztoku rozli¢nym pH

Pri oxidacii alkoholov sa manganistan redukuje do réznych oxida¢nych stupniov podl'a toho, v
akom prostredi reakcia prebieha. V zkimavke so zasaditym pH ddjde po pridani etanolu k rychlej

zmene sfarbenia do zeleno hneda. Redukciou manganistanu vznika manganan:
o
. >
H3C—CH,—OH + MnO, ——— H,C—C + MnO,
N
H
V ostatnych skimavkach prebehne oxidacia etanolu pomalsie. Po opdtovnom pridavani etanolu

vznikne po Styroch minttach v skimavke s neutralnym pH oxid manganicity, ktory nemeni sfarbenie

roztoku. O
: z
H;C—CH,—CH + MnO, — H3C—C\ + MnQ,
H

V kyslom pH sa roztok za¢ne po pridani etanolu farbit’ na oranzovo pretoZe vznikaju kationy

manganatg. /O
HyC—CHp—OH + MO, —— H,C—C?  + Mn®

H

Pracovné potreby

Skumavky

Roztoky: etanol, roztok KMnO, s ¢ = 0,01 mol-dm, roztok H,SO; s ¢ = 6 mol-dm 3, roztok NaOH s
¢ = 6 mol-dm >, dest. voda

Pracovny postup:

1. Pripravime si tri oznacené skimavky.
2. Do kazdej z nich dame 1 ml KMnO,.

3. Postupne pridame do prvej skimavky 1 ml dest. vody, do druhej 1 ml H,SO,4 a do tretej 1 ml
NaOH.

4. Postupne do kazdej skiamavky pridavame 1 ml etanolu, premieSame a zaznamename farebné
zmeny.

5. Do prvej skiimavky opatovne pridime 1 ml etanolu, pretoze reakcia prebieha pomalsie.

6. Pozorujeme zmenu zafarbenia jednotlivych skimaviek.

Pozorovanie:

Skumavka ¢. Farebna zmena

1 (dest. voda)

2 (kyselina sirova)

3 (hydroxid sodny)

Zaver:
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Reakcie fenolov

Fenoly maju hydroxylova skupinu viazani priamo na aromatické¢ jadro. Podobne
ako alkoholy sa  delia  podla  poctu funkénych skupin na  jednosytne,
dvojsytne  aviacsytne. V  nazvoch sa pouziva predpona hydroxy- (hydroxybenzén,
1,2-dihydroxybenzén), ale bezne sa pouzivaju hlavne trividlne nazvy
(fenol, pyrokatechol, rezorcinol). Alkoholy a fenoly vykazuji vzhl’adom na pritomnost’ -OH skupiny
cely rad podobnych reakcii. LiSia sa, ¢o sa tyka kyslosti, reaktivity s oxida¢nymi ¢inidlami ako aj v
schopnosti tvorit komplexy. To, ze sa z hydroxylovej skupiny uvolfiuje vo vodnom prostredi
vodikovy i6n, je dosledok vplyvu aromatického jadra. Preto sa fenoly spravaji ako slabé

kyseliny a s anorganickymi hydroxidmi poskytujt fenolaty.

OH + NaOH — O'Na*

Viacsytne fenoly maju velka afinitu k niektorym kovom (Fe®"), s ktorymi vytvaraju vyrazne
sfarbené soli komplexného charakteru - chelaty. Toho sa obojstranne vyuziva: ako k dokazu fenolov,
tak aj k dokazu komplexotvornych kovov. Zafarbenie, resp. stalost’ zafarbenia zavisi od vzajomnej
polohy hydroxylovych skupin, resp. -COOH, -COH alebo -SO3;H skupin. Vznika fenolatovy
komplex pravdepodobnej $truktiry: o 3-

Fe

Podmienkou vzniku zafarbenia s Fe®* je nevyhnutnad pritomnost najmenej jedného volného

hydroxylu na aromatickom jadre. Farby komplexov aromatickych alkoholov st v tabul’ke:

Latka Zafarbenie komplexu s Fe**

Fenol Fialové

Rezorcinol Fialové

Pyrokatechol Modro-zelené

Hydrochinén Modro-zelené (nestale

Naftol Fialovo-hnedé

Kyselina salicylova Fialové

Kyselina p-aminosalicylova (PAS) Cervené
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Uloha: Farebné reakcie fenolov

Fenoly sa do organizmu dostavaju inhalaciou vyparov, vstrebavanim pokozkou, alebo kontaktom
so sliznicami. Rychlo sa absorbuje, pricom sa ¢ast’ oxiduje na hydrochinén a pyrokatechol, zvySok sa
oxiduje kompletne. Z organizmu sa vylu€uje v priebehu 16 h celé mnozstvo vstrebaného fenolu. 80%
sa vyluci oblickami bud’ nezmenené alebo konjugované s kyselinou glukurénovou a zvySok sa vyluci
dychanim.

Vysoké koncentracie fenolov mézu ohrozit' schopnost’ krvi transportovat’ kyslik, ¢o spdsobuje
bolest’ hlavy, nevol'nost, modranie koncatin a pier. Méze dojst’ az k problémom s dychanim, kolapsu a
naslednej smrti. Vysoké opakované expozicie mozu spdsobit’ poskodenie pecene, obliCiek a centralnej
nervovej sustavy. Fenoly maji mutagénne G¢inky a mézu spdsobovat’ aj nepravidelny tep (srdcovi
arytmiuy).

Prakticky medicinsky vyznam tychto reakcii spociva v tom, ze sa mozu uplatnit’ pri vySetreni

mocu pri tzv. fenylketonurii, resp. pri kontrole lie¢by kyselinou p-aminosalicylovou (PAS) a pod.

Pracovné potreby

Skumavky

Roztoky: roztok fenolu (c = 0,05 mol/l), roztok pyrokatecholu (¢ = 0,05 mol/l), roztok kys. p -
aminosalicylovej (¢ = 0,1 mol/l) a roztok a-naftolu v etanole (¢ = 0,05 mol/l), roztok FeCl; (¢ = 0,1
mol/l)

Pracovny postup

1. Do jednotlivych skiimaviek pridajte 1 ml roztoku fenolu, pyrokatecholu hydrochinonu, a-
naftolu a kyseliny p-aminosalicylovej.

2. Nasledne pridajte niekol’ko kvapiek roztoku FeCls.

3. Pozorujte zafarbenie produktov.

Pozorovanie:

Skumavka ¢. Zafarbenie

1 (fenol)

2 (pyrokatechol)

3(hydrochinén)

4 (a-naftol)

5 (kyselina p-aminosalicylova)

Zaver:
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Reakcie karbonylovych zlicenin - aldehydov a keténov

Aldehydy a ketony obsahuju karbonylovou funként skupinu C = O, ktora je u aldehydov viazana
na konci retazca, u ketonov je uprostred. Nazvy sa odvodzuji od zakladnych uhlovodikov:
u aldehydov pomocou pripony -al (metanal, etanal), ketony maja koncovku -6n (propanon, butanon).
Bezne sa vSak pouzivaju trivialne nazvy (formaldehyd, acetaldehyd, aceton). Reakcie podmienené
pritomnostou karbonylovej skupiny su pre aldehydy aj ketony spolo¢né. Su to adicie a kondenzacie.
Avsak na redoxnych dejoch sa mézu podielat’ len aldehydy. Pomerne Tahko sa totiz oxiduji na
karboxylové kyseliny.

Z adi¢nych reakcii ma velky vyznam adicia vody. Najprv vznikaji pomerne nestale
aldehydhydraty alebo ketonhydraty, ktoré mozno stabilizovat’” reakciou s alkoholom, pri ktorej
vznikaju poloacetaly, alebo acetaty, resp. poloketaly a ketaly. Mimoriadny vyznam ma
tvorba vnutornych poloacetaly pri sacharidoch.

Z kondenza¢nych reakcii je vyznamna reakcia s hydrazinom a jeho derivatmi, pri ktorej
vznikaju aldehydhydrazony a ketonhydrazony:

R;-CHO + H,N-NH-R; — R;CH = N-NH-R, + H,0

Najvacsi vyznam vSak maju reakcie s primarnymi aminmi. Reakcia prebieha Tlahko
najmd  medzi  alifatickym  aminom a  aromatickym  aldehydom, alebo  medzi
aromatickym aminom a alifatickym aldehydom. Podobne prebieha reakcia aj s ketonmi.

Kondenzat sa v§eobecne oznacuje ako tzv Schiffova baza.
Ar-CHO + H,N-R — Ar-CH = N-R + H,0
R-CHO + Hy;N-Ar — R-CH = N-Ar + H,0O

Tato reakcia sa uplatfiuje v celej rade biochemickych dejov, okrem iného je podstatou tzv.
transaminacie, ktora je kI'i¢ovou reakciou pri premene aminokyselin v zivych organizmoch.

Medzi aldehydy patri aj acetaldehyd, ktory sa v organizme uéinkom aldehyddehydrogenazy
oxiduje na acetylkoenzym A. Dokazalo sa, ze acetaldehyd sa v tele viaze na bielkoviny a ovplyviiuje
ich $truktru a funkciu. Vytvaraju sa tak skodlivé latky v pe€eni, svaloch, v srdci, mozgu i traviacom
trakte. Najviac sa nim poskodzuju svaly. Imunitny systém tieto Skodliviny vnima ako priamy utok a
reaguje zapalovymi procesmi. Vznikd reumatickd artritida, infarkt alebo Alzheimerova choroba.
Acetaldehyd napada nielen proteiny, ale i DNA. Tak moze prist’ k mutaciam a zmendm chromozémov.

Preto je acetaldehyd zaradeny do kategorie nebezpecnych karcinogénnych latok.
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Uloha: Redukcia Fehlingovho ¢inidla aldehydmi

Medzi toxické aldehydy patri formaldehyd, ktory do tela vstupuje predovsetkym vdychovanim a
pozitim. V plucach a trdviacom dustrojenstve sa l'ahko vstrebava. Podliecha velmi rychlemu
metabolizmu, takze pri vdychnuti niz§ich koncentracii nie je zaznamenany narast jeho hladiny v krvi.
Jeho metabolity (kyselina mrav¢ia a oxid uhli¢ity) vstupujt do makromolektl jednouhlikovymi
metabolickymi drahami, alebo su vyluéené cez plica a oblicky. Formaldehyd, ktory nie je
zmetabolizovany, moze priamo na mieste svojho vstupu do tela reagovat s makromolekulami a

spdsobovat’ zosietovanie DNA. Preto st dokazové reakcie aldehydov dolezité pri detekcii intoxikacie.

Na dokaz aldehydovej skupiny sa najcastejsie vyuziva Fehlingovo ¢inidlo. Aldehydova skupina sa

oxiduje na karboxylovu a katién Cu?* pritomny v &inidle sa pritom redukuje na Cu* (Cu,0).

2 Cu®* + H-CHO—>2 Cu* + H-COOH

Pracovné potreby
Skumavky
Roztoky: Fehling I. (CuSO, . 5 H,0/70 g/l), Fehling II. (vinan sodno-draselny . 4 H,O a NaOH)

Pracovny postup

1. Pripravime si roztok Fehlingovho ¢inidla zmieSanim 1 ml roztoku Fehling 1. s 1 ml roztoku
Fehling II.

2. K1 ml formaldehydu pridajte 2 ml Fehlingovho ¢inidla.

Zmes zahrejte do varu. Na dne skimavky sa objavi tehlovocerveny Cu,0.

w

4. Pozorujte pritomnost’ tehlovoCervenej zrazeniny.

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Dékaz acetonu Lestradetovym ¢&inidlom

Aceton v tele cloveka vznikd pri poruchéach latkovej premeny tukov. Nadmerna tvorba latok
ketonického charakteru povahy, ako st kyselina acetoctova, hydroxymaslova a aceton, nastava aj pri
hladovani. Najma u deti vo veku 3 az 7 rokov mdze nastat’ az vracanie sprevadzané pritomnost’ou
keténov v moci (ketontria). Pritomnost’ ketonov v krvi vznikd v doésledku zvySenej tvorby kyseliny
acetoctovej a hydroxymaslovej v peceni, ktord sa dostatocne nemetabolizuje v svaloch a oblickdch. V
peceni, sa nachadza aktivny systém enzymov, ktory katalyzuje tvorbu ketolatok. Tieto enzymy maju
vSak vel'mi nizku aktivitu. Naopak, srdcovy sval ziskava energiu aj oxidaciou kyseliny acetoctove;.
Tato kyselina sa vo velkej miere vylucuje do mocu a jej premenou vznika aceton. Charakteristicky
acetonovy zapach byva typicky pri niektorych ochoreniach latkovej premeny, najméa u diabetikov, ale
aj v dosledku tzv. acetonemického vracania. Mnozstvo acetonu v moci je obvykle nepatrné (do 60
mg/24h) a beznymi reakciami sa nepreukaze.

Pozitivny  nalez  (ketontriec) je  znamkou poruchy  metabolizmu  tukov  bez
primeranej dodavky sacharidov, ako je tomu pri hladovani, vyCerpavajicej telesnej namahe, pri
cukrovke (diabetes mellitus) a inych patologickych stavoch. Pri preukazanej ketontrii je
vzdy nutné patrat’ po prvotnej pricine.

Dokaz acetonu je zalozeny na farebnej reakcii s nitroprusidom sodnym (Nay[Fe(CN)sNO]J).

Cinidlo je v roztoku nestale, preto je reakcia upravena pre pridavanie nitroprusidu v pevnom stave.

Pracovné potreby

Hodinové sklicko

Roztoky: aceton, Lestradetovo ¢inidlo - praskova zmes (20 g Na,COz, 1 g Na, [CNs/NQO], 20 g
(NH,),SO,). Substancie premiesajte a rozotrite v trecej miske. Cinidlo uchovame v dobre uzavretych
prachovniciach.

Pracovny postup

1. Malé mnozstvo Lestradetovho ¢inidla dajte na hodinové skielko a navlhéite acetonom.

2. Vznikne fialové zafarbenie, ktoré dava nitroprusid s ketoskupinou. Alkalick( reakciu prostredia
zaist'uje siran amonny a Na,COs.

3. Popiste vznik fialového zafarbenia.

Pozorovanie:

Zaver:

10



Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Vlastnosti organickych zlucenin |.

Reakcie karboxylovych kyselin

Fyzikalne vlastnosti karboxylovych kyselin st vysledkom vzajomného konkurenéného vplyvu
uhl'ovodikovej a karboxylovej skupiny. V niz$ich ¢lenoch radu karboxylovych kyselin prevladaji
vlastnosti karboxylovej skupiny, vyssie sa fyzikdlnymi vlastnostami priblizuju viac uhl'ovodikom.

Charakteristické chemické vlastnosti karboxylovych kyselin su vysledkom reaktivity karboxylovej
skupiny, ktora sa formalne sklada z dvoch znamych skupin karbonylovej a hydroxylovej.

Zéakladnou vlastnost'ou karboxylovych kyselin je schopnost’ oddisociovat’ H" a tvorit’ soli. Dalej
karboxylova funkéna skupina tvori funkéné derivaty, ako su: anhydridy, estery, amidy.

Iné, substitucné derivaty karboxylovych kyselin maju popri vSeobecnych vlastnostiach aj
vlastnosti uréené substituentom. Napr. hydroxykyseliny reaguju aj ako alkoholy, resp. fenoly.
Reaktivitu karbaxylovych kyselin mézeme znazornit’ takto:

q o Reakcie -OH skupiny
CH,— | —Cl—O—H

|
H \ Reakcie kyslého vodika

N\ Nukleofilna adicia
Substittcia protonu

DERIVATY KYSELIN

. vSeobecny i
typ derivatu VZOrec y priklad
v rR—c7
Funkcny derivat N
4° Z
. _ — .
halogenid R—C_ CH c< acetylchlorid
cl cl
. Y, Y, .
amid R—C{ CHy—C acetamid
NH, NH,
0 0
Y,
R—C cH—c,
anhydrid Pe 0 acetanhydrid
R—C\\ CHz— N
0 (6]
4 4°
ester R—C< CH;—C_ metylester kyseliny octovej
O—R O0—CHs
0
. 4 % . . .
tioester R—C_ CH;—C_ metyltioester kyseliny octovej
S—R S—ChHs
nitril R—CN CHy—C=N _acetonitril
nitril kyseliny octovej

11
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o R—CH—COOH
Substituény [
., X
derivat
R—CH—COOH CHy— = CcooH
halogénkyselina & cl 2—chloérpropanova kyselina
CHy— CH—COOH
) ) R—CH—COOH | . ., .
aminokyselina II\“_| NH, 2—aminopropanova kyselina
2
CH3—C—COOH
- . R—C—COOH [ - o .
iminokyselina v NH 2—iminopropanova kyselina
R—CH—COOH CHy— (H—COOH
hydroxykyselina S OH 2-hydroxypropanova kyselina
. R—C—COOH CHy— C—COOH ., .
oxokyselina u I 2—oxopropanova kyselina

12
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Uloha: Reakcia kyseliny §t'avelovej s Ca*

Kyselina Stavelova je dvojsytna kyselina, poskytuje soli normalne a kyslé. Zo soli kyseliny
Stavelovej je vyznamny $tavelan vapenaty (tvoriaci mocové kamene), ktory je nerozpustny vo vode,
ale je rozpustny v mineralnych kyselinach.

COOH COONH; -2NH,Cl COQ_ -CaCl, COOH
+2 NH,0H - | +CaCly > Ccav2mCl—— |
COOH COONH; Co0 COOH

Pracovné potreby
Skumavky, pipety, pH-papieriky, sklenena tyc¢inka
Roztoky: kyselina $tavel'ova, konc. amoniak, kys. chlorovodikova (10 %), chlorid vapenaty (20 g/1)

Pracovny postup

1. Malé mnozstvo kyseliny stavel'ovej rozpustite vo vode.

2. Roztok zneutralizujte kvapkami amoniaku a pridajte asi 2 ml CaCl..

3. Pozorujte vznik bielej zrazeniny $tavel'anu vapenatého, ktora sa rozpusti po pridavku zriedenej
HCI. Pozri rovnicu!

Pozorovanie:

Zaver:

13



Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Vlastnosti organickych zlucenin |.

Uloha: Dokaz kyseliny mlie¢nej

Kyselina mlie¢na (2-hydroxypropanova) je dolezity metabolit, ktory vznika v tele pri
anaerobnej glykolyze. Kvantitativne Sa stanovuje napr. v Krvi Sportovcov po zatazi, dokazuje
sa v zaludoénej $tave pri podozreni na karciném (pri achlorhydrii). Kyselina mlie¢na dava s ionmi
Fe** Zlto sfarbena komplexna sol. Cinidlo (roztok FeCls) je viak samo sfarbené Zlto, preto sa
vykonava dbkaz v uprave podla Uffelmanna: najprv sa s ionmi Fe** vytvori tmavo sfarbend
komplexna sol' s fenolom. Po pridani kyseliny mlie¢nej prejde zelezity kation do laktatového
komplexu a v roztoku sa prejavi farebna zmena. Pévodna tmavo - modrofialova farba sa zmeni na zIta.

Uffelmanovo ¢inidlo sa pripravuje tesne pred pouzitim (1 ml fenolu + 2-3 kvapky roztoku FeCls).

ol o OH
3 FeCl4 Fe3*+ + 3CH3—(|:H—COOH —> 3 + CH3—(|:H—COO' Fe3t
-3HCI 3 OH OH 3

Reakcia nie je $pecificka, pretoze takto reaguju aj iné hydroxykyseliny.

Pracovné potreby

Skumavky, pipety

Roztoky: koncentrovana kyselina mlie¢na, Uffelmannovo ¢inidlo (0,5 % roztok fenolu, 2 % roztok
chloridu Zelezitého).

Pracovny postup

1. K 1-2 ml Uffelmannovho ¢inidla pridajte po kvapkach roztok kyseliny mlie¢nej a zatrepte.

2. Ametystovo-fialové zafarbenie sa meni na zIté alebo zelenozIté, spdsobené vzniklym mlie¢nanom
zelezitym.

3. Pozorujte farebni zmenu pozitivnej reakcie.

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Dokaz a stanovenie Kyseliny salicylovej pomocou FeCl,

Kyselina salicylova (2-hydroxybenzoovd) je biela kryStalickd latka, slabo rozpustnd v horucej
vode. Pri zahrievani sublimuje a rozpada sa na fenol a CO,. S kyselinami reaguje ako fenol, s

alkoholmi a fenolmi ako kyselina.

S chloridom zelezitym reaguje za vzniku salicylo - Zelezitého komplexu v pomere 3:1 s vyraznou

¢ervenofialovou farbou. Reakcia je vel'mi citliva a prebieha stechiometricky.

O—Fe/3 O—Fe/3 o)

HO / \O

HO [¢]

Reakcia sa v klinickej praxi pouziva na stanovenie hladiny kyseliny salicylovej v krvi reumatikov

lieGenych salicylatmi, alebo pri dokaze salicylatov v mo¢i.

Pracovné potreby

Skumavky, spektrofotometer, pipety

Roztoky: kyselina salicylova (krystalicka), roztok chloridu zelezitého (c = 6 mmol/l v 0,01 mol/lI HCI),
Standardny roztok kyseliny salicylovej (¢ = 0,5 mmol/l), nezname vzorky

Pracovny postup

Dékaz kys. Salicylovej:
1. Do skimavky pridajte nickol’ko zrniek kyseliny salicylovej.
2. Pridajte 5 kvapiek destilovanej vody a 1-2 kvapky roztoku chloridu zelezitého.
3. Pozorujte vznik fialového zafarbenia, ktoré sposobuje komplexny fenolat zelezity. Reakcia
dokazuje pritomnost’ fenolovej hydroxyskupiny.
Stanovenie kyseliny salicylovej:
1. Do skamavky pipetujte 2 ml roztoku neznamej vzorky, obsahujucej kyselinu salicylovi.
2. Pridajte 0,4 ml roztoku FeCls.
3. Absorbanciu fialového zafarbenia roztoku zmerajte pri vinovej dizke 520 nm v sklenenych
kyvetach hrabky 1 cm oproti destilovanej vode.
4. Analogicky spracujte Standardny roztok kyseliny salicylovej ¢ = 0,5 mmol/I.
5. Koncentraciu neznameho roztoku vypocitajte podl'a vztahu:

Cs - konc. Standardného roztoku
C, - konc. analyz. Roztoku
. Cs A, - absorbancia analyz. VVzorky
A - absorbancia Standardného roztoku

's

Ca:

e

Pozorovanie a vypocet:

Zaver:
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Uloha: Hydrolyza kyseliny acetylsalicylovej

Kyselina acetylsalicylova je biela krystalicka latka, malo rozpustnd vo vode. Lahko hydrolyzuje
na kyselinu salicylovil a octovu. M4 Siroké uplatnenie v medicine (Acylpyrin, Aspirin) ako
antipyretikum. Podstata funkcie kyseliny acetylsalicylovej spoéiva v ireverzibilnej inhibicii enzymu
cyklooxygenazy (COX), ktory je v organizme zodpovedny za syntézu prostaglandinov a tromboxanov.
Nezvratnost’ inhibicie je spdsobena prenosom acetylovej skupiny z molekuly kyseliny

acetylsalicylovej na koenzym; iné antiflogistika tento druh enzymov inhibuju reverzibilne.

COOH

kyselina acetylsalicylova

0-CO-CH;

Pracovné potreby
Praskova kys. acetylsalicylova, dest. voda, 2 % roztok FeCl,

Pracovny postup

1. Niekolko krystalikov kyseliny acetylsalicylovej rozpust'te v 2-3 ml vody.
2. Roztok otestujte na pritomnost’ kyseliny salicylovej pridanim zriedeného roztoku FeCl,. Ked

kyselina acetylsalicylova nebola hydrolyzovana, reakcia na kyselinu salicylova bude negativna.
3. Nasledne roztok kyseliny acetylsalicylovej povarte (prebehne hydrolyza).
Po ochladeni sa vylucia krystaliky kyseliny salicylove;j.
5. Odfiltrujte ich, rozpust'te v horticej vode a dokazte reakciou s FeCl ;- Vo filtrate zostane kyselina

s

octova.
6. Pozorujte pozitivnu reakciu na kyselinu salicylova

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Priprava esterov karboxylovych kyselin

Estery nizsich karboxylovych kyselin st kvapalné, ojedinele tuhé a vicSinou prchavé latky
s prijemnou (najéastejSie ovocnou) vonou. Spravidla rozpustné vo vode. Teplota varu esterov je nizsia
ako karboxylovych kyselin. Na rozdiel od nich nedokazu estery tvorit' vodikové mostiky, ktoré by

zvySovali teplotu varu. Rad esterov ma charakteristicktl vonu.

Ester voia po
Etylester kyseliny octovej ovoci
Butylester kyseliny octovej ananase
Etylester kyseliny mravcej rume
Etylester kyseliny benzovej miéte

Pracovné potreby
Skumavky, lyzicka, pipety, kadicka 600 ml, teplomer
Roztoky: Kys. octova 'adova, kys. salicylova, kys. benzoova, etanol, metanol, amylalkohol, H,SO,

Pracovny postup

1. Pripravte si vodny kupel’ zo 100 ml vody z vodovodu ohriatej v 400 ml kadicke na 85 °C.
2. Pocas ohrievania vody si oznacte 4 skimavky s korkovymi zatkami €. 1-4.
3. Pridajte do jednotlivych skimaviek podla tabulky:

Skumavka Kyselina Mnoistvo Alkohol mi H,SO,
¢
1 kys. octova l'adova 0,4 ml etanol 0,5 10 kvapiek
2 kys. salicylova 1/4 lyzicky | metanol 0,5 4 kvapky
3 kys. octova 'adova 0,4 ml amylalkohol 0,5 5 kvapiek
4 kys. benzoova 1/4 lyzicky | etanol 0,5 10 kvapiek

4. PremieSajte obsah skimaviek a uzavrite zatkami.

o

Sktimavky ponorte do ohriatej vody (85 °C).
6. Po 10 minutach skimavky otvorte a identifikujte jednotlivé vone v skimavkach. Mali by ste citit’

vonu bananovi, rumovi, voiu laku na nechty a vonu maéty.
7. Zapiste do protokolu jednotlivé reakcie a vone produktov.

Pozorovanie:

Zaver:
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Kontrolné otazky:

1. Napiste vzorce dvoch medicinsky a toxikologicky vyznamnych halogénderivatov,
hydroxiderivatov uhl'ovodikov a definujte ich vyuzitie.

2. Vymenujte a napiste vzorce Styroch oxida¢nych produktov glykolu

3. Napiste rovnicu dehydrogenacie tioetanolu a pomenujte produkt.

4. Napiste reakciu vzniku glyceroltrinitratu a jeho vyuzitie v praxi.

5. Napiste vzorce Styroch nenasytenych mastnych kyselin a pomenujte ich.

6. Napiste vzorec aromatickej karboxylovej kyseliny, ktorej sodna sol’ sa pouziva ako konzervant
V potravinarstve a napiSte reakciu jej detoxifikacie v organizme.

7. Napiste vzorec EDTA, chemicky ndzov a vyznam tejto zluceniny.

8. Definujte ¢o je Seigertova sol’.

9. Napiste reakciu vyroby kyseliny jablcne;j.

10. Definujte fosgén a napiste vzorcom jeho reakciu s vodou.
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Vlastnosti organickych zlucenin 1.
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Vlastnosti moc¢oviny

Medzi najdolezitejSie diamidy kyseliny uhliCitej patri mocovina (urea, karbamid). Vécsina
zdravych Tudi ma koncentraciu mogoviny v sére relativne stalu v rozmedzi 2,8 - 8,3 mmol.I™, ktoré je
zavisla na prijme bielkovin z potravy. Mocovina zahrievanim s lthmi sa rozkladd na NH; a CO,,

podobne hydrolyzuje u¢inkom ureazy.

Uloha: Vznik soli mo¢oviny

Mocovina je velmi dobre rozpustnd vo vode. V silne kyslom prostredi sa chova ako vel'mi slaba

zasada a vznikaju soli mocoviny (dusicnan mocoviny).

NH, NH,
/ /
0=C + HNO3 ——» | 0=C NO3
\ pH<2
NH; DI Hs

Pracovné potreby
Hodinové skielko, tyCinky
Roztoky: mocCovina (krystalickd), konc. HNO;

Pracovny postup

1. Na hodinové skielko nasypte malé mnozstvo mocoviny a pridajte niekol’ko kvapiek vody, aby
vznikol nasyteny roztok.

2. Pridajte kvapku konc. HNO;. Nasledne sa vylucia krystaliky dusi¢nanu mocoviny.

3. Pozorujte rozpustnost’ tejto soli po pridavkoch vody.

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Vznik biuretu - chelatu s Cu?*

Tavenim mocoviny sa uvol'fiuje amoniak a vznika biuret:

2 NH2'CO'NH2 ﬁ' NHz-CO'NH-CO'NHz

NH3
V alkalickom prostredi s roztokom CuSO, biuret tvori fialovo zafarbeny chelatovy komplex.

,NHQ /NH , NH,
O=E': O=tl} ,,‘ Cc=0
NHo Cu?t —— I}IH cuZt HN + 2HT
o=c o=cC_ C=0
NH, NH, NH

Pracovné potreby
Skiimavky, filtra¢ny papier, lieviky
Roztoky: mocovina (kryst.), roztok NaOH (¢ = 5 mol/l), roztok CuSO, (c = 0,5 mol/l)

Pracovny postup

1. Nasypte niekol’ko zrniek mo¢oviny do skimavky.

2. Skumavku opatrne zahrievajte na plameni. Dochadza k rozpusteniu a taveniu mocoviny, uvolnuje
sa amoniak a tavenina tuhne.

3. Skumavku nechajte vychladntt’ a pridajte asi 1 ml vody, zamieSajte a pridajte 1 ml roztoku
NaOH.

4. Po zamieSani obsah prefiltrujte.

5. Do filtratu pridajte niekol’ko kvapiek roztoku CuSO, a pozorujte vznik ruzovo-fialového
chelatového komplexu.

Pozorovanie:

Zaver:
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Vlastnosti heterocyklickych zli¢enin

Heterocyklické zluCeniny obsahuju v cyklickom usporiadani okrem atémov uhlika aj iny druh
atomu (heteroatom). NajcastejSie su to atomy O, N, S - heterocykly kyslikaté, dusikaté, sirne. Mnohé
heterocyklické zluceniny maji podobny charakter ako aromatické zluceniny, davaji tiez podobné
reakcie, pri substituénych reakciach sa aromaticky charakter zachova, pri reakciach adi¢nych sa straca
a vznikaju zluceniny s jednoduchymi vizbami alebo s izolovanymi nasobnymi vézbami.

Patria sem zluceniny, ktoré su pre zivot organizmov nevyhnutné (nukleové kyseliny, vitaminy) -
su to latky telu vlastné. Mnohé heterocyklické zluceniny, ¢i prirodného pévodu alebo syntetické, sa
vyskytuju ako zlozky pozivatin, alebo st to lieky. Jednym z typov derivatov heterocyklickych
zlucenin st niektoré farbiva — napr. chlorofyl, hemoglobin, myoglobin, bilirubin a vitamin B12. Medzi
derivaty heterocyklickych zlu¢enin patria aj dusikaté bazy, ktoré sa podiel'aju na stavbe nukleovych
kyselin so Struktirou odvodenou od purinu alebo pyrimidinu. V nasledujucej tabulke st uvedeni

najznamejsi zastupcovia heterocyklickych zlucenin:

Hetel,'(zcy!(llcka Vzorec Funkcia, pouZitie, vyskyt
zlucenina
O
Furan | | priprava tetrahydrofuranu
0 rozpust'adlo; tetrahydrofuranovy
Tetrahydrofuran [ ] kruh — zaklad molekuly
niektorych cukrov - furanozy
Tiofén S v ¢iernouhol'nom dechte,
| kvapalina
odvodzuje sa od neho Struktira
Tiofin S vitaminu H (biotinu) —
nevyhnutny pre spravnu funkciu
koze
||_| chlorofyl, hemoglobin, urobilin,
Pyrol N bilirubin, kobalamin (vitamin
| | B1,), alkaloidy
!
Prolin :N: _COOH aminokyselina
i
N COOH
4-hydroxyprolin aminokyselina
HO
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v pomarancovych a jazminovych
ol | kvetoch — &isty (vonia)
N v ¢iernouhol'nom dechte —
|l| technicky (odporne pachne)

| NH; _ _
Tryptofan aminokyselina
N

Imidazol
[

Histidin NH aminokyselina

S

Tiazol m\l

’ _ . ,
Vitamin B, /I\Il\/j[ CH le | CHs spravna ¢innost’ nervového
tiamin X systému
( ) N ONH, s cH Y

HsC ,—CH,—OH
Penicilin antibiotikum
. X
a-pyran |
(2H-pyran) Q
. zaklad Struktir monosacharidov
Tetrahydropyran .
0 — pentozy
' _ N neprij emne pachnuca kvapalina
Pyridin | — pouzitie: rozpustadlo,
AN katalyzator pri acylaciach
N
. - . . .
Kyselina | //O spolu so svojim amidom je
nikotinova N C\ sucast’ou niektorych koenzymov
OH

Pyrimidin g W
x N
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)
N OH
Cvtozi g \|r<—> | N\fo
ytozin N _N
NH, NH,
Uracil Q \]/ st sucast'ou nukleovych kyselin
|H
N OH N\r/ @)
‘e
Tyamin S \|Nr4—> | N—H
3C HsC
OH O
O
,C,Z— NH H mozZno nahradit’ R =
Kyselina B ¢ ozo barbituraty (lieivé so
barbiturova ® ‘o-nNii sedativnymi uc¢inkami (Hysteps,
I Amobarbital,...)
@)
N7 Nw
Purin k | lN
NS
N
NH, III
, AN
Adenin N | m
L)
su sucast'ou nukleovych kyselin
OH O| I|—|
N
Guanin /k W I| w
X N
HoN N
T
N O i i —
. o H-N Y usadgu jesav klboch drlal
Kyselina mocova /l\ | vylucuje sa vo forme krystalov
~ N_ v oblickach — oblickové kamene
O ITI H
H

Niektoré maju neziadice G¢inky - nazyvaju sa latky cudzorodé — xenobiotika. Ich absorpcia sa
najcastejSie deje traviacim traktom, dychacimi cestami alebo kozou. Metabolizovanie xenobiotik sa
uskutocniuje v mikrozomovych enzymovych systémoch hepatocytov tromi hlavnymi detoxika¢nymi

procesmi: oxidaciou, redukciou a konjugaciou. Nasledné vylucenie prebieha po glomerularne;j filtracii
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v obli¢kach mo¢om. Zl¢ou vylutené metabolity prechadzajii do &reva alebo sa mézu dostat’ do
enterohepatalneho obehu. Prchavé latky sa zvicsa vylucuju vydychovanim.

Medzi heterocyklické zluceniny patria aj alkaloidy, ktoré su prirodné latky zasaditej povahy s
heterocyklicky viazanymi atdommi dusika, vacSinou rastlinného pdvodu. Jedna sa o latky krystalickeé,
vo vode malo rozpustné, s kyselinami tvoriace soli, ktoré¢ maji vyrazny fyziologicky ucinok a vo
vacsich davkach pdsobia ako prudké jedy; napr. morfin, kodein, efedrin, nikotin, kokain.

Predstavitelom dusikatych heterocyklov so znacnym metabolickym a diagnostickym vyznamom
je kyselina mocova (2,6,8-trioxopurin). Je koneénym produktom odburavania purinovych baz u
cloveka a primatov a vylucuje sa stolicou a mocom.

Nemoznost' d’alsicho odburavania kyseliny mocovej u ¢loveka a primatov ma aj negativnu
stranku. Vel'mi mald rozpustnost’ tejto kyseliny, ako aj jej soli, vo vodnom prostredi spdsobuje pri
vzostupe ich koncentracie vznik zrazenin a krystalikov (mocové kamene). ZvySena hladina kyseliny
modovej moze viest tiez k vzniku dny (arthritis urica - ukladanie kyseliny mo¢ovej v kiboch). Tato
latka ma vSak aj priaznivé, a to antioxidacné ucinky podobné antioxidaénym ucinkom inych latok

(napr. vitaminu C, ktory primaty nedokazu syntetizovat)).



Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Viastnosti organickych zlucenin Il.

Uloha: Rozpustnost’ kyseliny mocovej a jej soli vo vode

Kyselina moc¢ova vykazuje laktam-laktimovi izomériu (tautomériu). Jej slabo kysly charakter je
podmieneny tym, ze z troch atdémov vodika jej enolovej formy sa mézu kovom nahradit’ maximalne
dva. Kyselina mocova a vicsina jej soli je vo vode malo rozpustna, ¢o ma cely rad

fyziologickych a patofyziologickych dosledkov.

oH
HN NH N = N
o N N ¢} HO N N OH
H H H
(laktam) kys. mocova (laktim)
0XO0 - enol -

Pracovné potreby
Skumavky, pipety, hodinové skielka
Roztoky: kyselina mocova, destilovana voda, roztok NaOH (¢ = 2,5 mol/l), nasyteny roztok NH4Cl,

roztok HCI (c = 2,5 mol/l)

Pracovny postup

1. Do skimavky dajte malé mnozstvo krystalkov kyseliny mocove;.

2. Do skimavky pridavajte po kvapkach destilovant vodu (po kazdom pridani kvapky skimavkou
zatrepte). Ani po pridani 10 kvapiek sa kyselina nerozpusta.

3. Pridajte jednu kvapku zriedeného roztoku NaOH a zakaleny roztok sa vy¢iri, pretoze vznika jej
rozpustnejsia sodna sol’ (hydrogénurat disodny).

4. K roztoku rozpusteného hydrogénuratu disodného pridajte jednu kvapku nasyteného roztoku
NH,CI. Hned’ sa vyli¢i zrazenina hydrogénuratu amonného, ktory je menej rozpustny.

5. Na hodinové skielko kvapnite jednu kvapku zakaleného roztoku hydrogénuratu amonného.

6. K nemu pridajte jednu kvapku zriednej HCl. Zrazenina hydrogénuratu sa rozpusti len Ciastocne,
pretoze vykrystalizuje kyselina mocova.

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Redukéné vlastnosti kyseliny mocovej

Kyselina mocova ma aj slabé redukéné (antioxidaéné) vlastnosti (pritomnost’ hydroxylovych
skupin) - redukuje Fehlingove ¢inidlo. Antioxidanty su latky, ktoré brania oxidaénému procesu alebo
ho spomal'uji. Endogénne antioxidanty st obvykle enzymy, koenzymy a zluceniny s obsahom siry,
ako je napriklad glutation. Superoxiddismutazy neutralizuju $kodlivi formu kysliku — superoxid na
peroxid vodika. Aj peroxid vodika méze poskodzovat’ bunkové zlozky, ale nie je tak nicivy, ako
superoxid. Dal3i endogénny antioxidant nazyvany kataldza obsahuje mineralne Zelezo. Rozklada
peroxid vodika na vodu. Aj glutation-peroxidaza obsahujuca selén méze premienat’ peroxid vodika na
vodu. Exogénne alebo potravinové antioxidanty zahriiuji vitaminy, najmd C a E, bioflavonoidy,

karotenoidy a niekol'ko zli¢enin obsahujucich siru.

Pracovné potreby
Skumavky
Kyselina moc¢ova, roztok NaOH (¢ = 2,5 mol/l), Fehling I, Fehling II.

Pracovny postup

1. Malé mnozstvo krystalickej kyseliny mocovej rozpustite v zriedenom roztoku hydroxidu
sodného.

2. Potom do skumavky pridajte asi 2 ml Fehlingovho ¢inidla (Fehling 1. a Fehling II. v pomere | : |
— obsahuju i6ny Cu?).

3. Obsah skamavky povarte vo vodnom kupeli.

4. Pozorujte a popiste vznik tehlovocervenej zrazeniny redukovaného Cu,O. Kyselina mo¢ova ma
redukéné vlastnosti, ¢o treba zohladnit’ pri dokaze glukézy v moci podla Trommera (mozné
skreslenie vysledkov). Redukéné (antioxida¢né) vlastnosti ju zarad’uju do skupiny latok
dolezitych pre zniZzovanie rizik oxida¢ného stresu buniek.

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Dokaz kyseliny mo¢ovej (murexidova reakcia)

Murexidova reakcia je velmi citliva reakcia, ktord sa pouziva na ddkaz kyseliny mocovej v
mocovych kamenoch. Zahrievanim kyseliny mocovej s HNO; vznikd aloxantin, ktory dava s

amoniakom amoénnu sol’ kyseliny purpurovej, t.j. murexid (purpurovo-erveny purpuran amonny).

0 0 0 o}
HN)‘t\ioj‘\NH HN)‘TN‘/f‘\NH
O)\N 0 o N/KO O)\N o N/KO
H H H S H

NH,
aloxantin murexid

Pracovné potreby

Porcelanové misky, vodny kipel, pipety

Roztoky: koncentrovana HNOs, kyselina mocova alebo rozdrveny mocovy kamen, koncentrovany
¢pavok, roztok NaOH (¢ =2 mol/l).

Pracovny postup

1. Nepatrné mnozstvo kyseliny mocovej (asi 10 mg) dajte na porcelanovii misku.

2. Pridajte 1-2 kvapky koncentrovanej HNO; (POZOR ZIERAVINA!).

3. Roztok opatrne premiesajte (naklananim porcelanovej misky) a odparte do sucha (na vodnom
kupeli alebo nad malym plamefiom - do 100 °C). Odparok ma mat cibulové zafarbenie
(zItohnedé).

4. K okraju odparku pridajte kvapku amoniaku - vznika purpurovy murexid.

K inej Casti okraja odparku pridajte kvapku hydroxidu sodného

6. Pozorujte vznik modrofialového sfarbenia, ktoré je spdsobené sodnou sol’'ou kyseliny purpurove;.

o

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Kvalitativny dokaz chininu

Medzi najznamejSie derivaty chinolinu patri alkaloid chinin. Vyznacuje sa hlavne ako

antimalarikum, ale ma aj antipyretické vlastnosti. Ako stila substancia sa pouziva dihydrat chloridu

chininu. Ma nasledovnu $truktaru: C—cn,
~H N@
H,C—0 N H
/
N

Chinin sa dokazuje hlavne s bromovou vodou za pritomnosti NH;. Vznikd zeleno zafarbeny
taleiochin. Podstatou reakcie je oxidacia a halogenicia chinolinu a néslednd kondenzicia dvoch

molekul s NHj. Priebeh reakcii je nasledovny:

R R R OH 0
Br. Br
H,C—O,
’ Xy Bp+Ho O X NH, = NS =
[ —_—
= = A X
N N N N

taleiochin

Pracovné potreby

Skiimavky

Roztoky: brémova voda, konc. NH,OH
Pracovny postup

1. Do skimavky preneste priblizne 2 ml vzorky s obsahom chininu.

2. Pridajte za mieSania niekol’ko kvapiek bréomovej vody a nasledne niekolko kvapiek konc.
NH,OH.

3. Pozorujte vznik zeleného zafarbenia roztoku, ktoré je dokazom pritomnosti chininu vo vzorke.

Pozorovanie:

Zaver:

10
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Uloha: Stanovenie chininu v nealkoholickom napoji

Chinin (M, = 270) absorbuje svetlo pri vlnovej dizke 347,5 nm v zavislosti od koncentracie. Na
zaklade toho v bezfarebnych roztokoch je chinin mozné stanovit’ priamo a pokial’ sa chinin nachadza

vo farebnych roztokoch, pred jeho stanovenim je nutné roztok podrobit’ extrakcii.

Pracovné potreby
Skumavky, kadicka, spektrofotometer CH 100
Roztoky: H3PO, (¢ = 2,5 mol/l), HCI (¢ = 1 mol/l), §tandardny roztok chininu (¢ = 1,3 pmol/Il)

Pracovny postup

1. Do jednej skimavky napipetujte 2 ml skiimanej vzorky a do druhej 2 ml Standardného roztoku o
koncentracii 1,3 pmol/I.

2. Skamavky vloZte do vriaceho vodného kupela a sledujte, kym neunikaju bubliny CO,.

3. Do oboch pridajte 0,4 ml roztoku HCI a 0,4 ml roztoku HsPO, (POZOR ZIERAVINA!) a
zamiesSajte.

4. Obsah skumaviek analyzujte na spektrofotometri pri vlnovej dizke 340 nm oproti porovnavacej
vzorke, ktoru pripravte zmieSanim 0,4 ml HCI, 0,4 ml H;PO4 a 2 ml H,0.

Z nameranych hodnét vypocitajte koncentraciu chininu v nealkoholickom napoji podla

vzt'ahu:
Aq
c,=13. —
a As
Vysledok je v jednotkach umol/l.

Pozorovanie:

Zaver:

11
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Kontrolné otazky:

1.

Napiste reakciu vzniku kyseliny barbiturovej adva priklady jej derivatov pouzivanych
v medicine.

NapiSte vzorce anazvy aspoil dvoch derivatov purinu zo andzvy aspon dvoch medicinsky
vyznamnych derivatov tiazolu.

Vymenujte $tyri biochemicky vyznamné amidy karboxylovych kyselin.

Napiste reakciu vzniku biuretu z dvoch molekul mocoviny.

Definujte laktam, laktid, lakton.

Napiste rovnicu dekarboxylacie histidinu a vzniknuty produkt.

Pomenujte jednotlivé zluceniny:

0—O0—H 0—0—C,H;

Napiste zlozenie Felingovho roztoku

Pomenujte jednotlivé vzorce chemicky a trivialne, rovnako ich skuste definovat’.

OH /CH3
CH,—CH,—N
AN
’ CH,4

CH,—CH—CH,

T—Z

NH,

10. Napiste vzorce xantinu a hypoxantinu.

12



Praktické cvicenia z lekarskej chémie Sacharidy

Sacharidy

Obsah
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Sacharidy (cukry) su spolu s proteinmi a lipidmi zakladnou sucastou zivej hmoty. Ich vyznam
spoc¢iva predovsetkym v tom, ze slizia ZivociSnej bunke ako zdroj chemickej energie, potrebnej

k priebehu najzakladnejsich fyziologickych funkeii.

Chemicky st cukry polyhydroxyaldehydy alebo polyhydroxyketony. Podl'a toho sa rozdeluju
na aldozy a ketézy. Delime ich na monosacharidy, ktoré sa pri hydrolyze nedaju Stiepit’ na mensie
jednotky, oligosacharidy (pozostavaji z 2-10 monosacharidovych jednotiek); polysacharidy

(skladaju sa z viac ako 10 az niekol’ko tisic monosacharidovych jednotiek).

Monosacharidy m6zu obsahovat 3-7 uhlikovych atomov a podla toho ich nazyvame tridzy
(C3), tetrozy (C4) ....... az heptozy (C7). Dalej sa rozdel'uji na D a L formy, ktoré st odvodené od
najjednoduchsieho cukru (glyceraldehydu). Sacharidy, ktoré zaradujeme do D formy, maji na

predposlednom uhliku —OH skupinu vpravo, sacharidy L formy maju —OH skupinu vlavo.

V podobe aldoz (ket6z) sa monosacharidy nachadzaju iba v bezvodnom prostredi. Pri styku
svodou dochadza k adi¢nej reakcii, kedy vznikaju prislusné aldehydhadraty (ketonhydraty)
a z nich poloacetaly (poloketaly). Tym sa zmeni povodna otvorena Struktira na cyklicku.

Polysacharidy delime na homopolysacharidy (Skrob, glykogén, celuldéza, inulin)
a heteropolysacharidy, ktoré sa nachadzaju v Zivych organizmoch. Ich spolo¢nou vlastnost'ou je, zZe
hydrolyzou glykozidovych vizieb sa uvolnuju jednoduché sacharidy alebo ich derivaty, ktoré maja
redukéné vlastnosti. Glykozidova vézba je labilnd v kyslom prostredi, v alkalickom prostredi je

voci hydrolyze odolna.
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Uloha: Reakcie na dokaz monosacharidov — farebné reakcie

Na kvalitativne skusky pritomnosti sacharidov slizia farebné reakcie. Hodia sa najmé na dokaz
v bezfarebnych tekutinach.
Farebné reakcie sacharidov sa zakladaju védcsinou na tom, Ze sacharidy sa v silne kyslom

prostredi dehydratuju a vytvaraju furaly alebo hydroxymetylfuraly.

CHz-OH CHz-OH
O HO-CH, (o) CHO
— O
-3 HZO -3 H,0
D-riboza furfural D-glukéza  hydroxymetylfurfural

Vzniknuty fural (alebo hydroxymetylfural) sa d’alej kondenzuje s dvoma molekulami
niektorych derivatov fenolu za opédtovného vylucenia vody a vzniku farbiva trifenylmetanového
radu.

Z derivatov fenolu sa na vyvolanie farebnych reakcii pouzivaja: a-naftol (pri Molischovej
reakcii), rezorcinol (Selivanova reakcia na ketdzy), floroglucinol (na pentozy podl'a Tollensa)

a pod.

Schiffova reakcia

Pent6zy sa dehydratuju mineralnymi kyselinami na fural, ktory mozno po zahriati dokazat’

pomocou anilinu. Vznika intenzivne ¢ervené sfarbenie furanilinu.

Pracovné potreby

Skumavky, pipety 2 ml, kadicka,

Kyselina chlorovodikova konc., roztok octanu anilinu ( 93,1 g anilinu sa zmieSa s 60 g kyseliny
octovej na 1 liter roztoku)

Pracovny postup

1. Napipetujte 1 ml roztoku s obsahom pentozy

2. Zahrievajte s rovnakym objemom koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej az do varu.

3. Pri usti skiimavky pridrzte prizok filtraéného papiera namoceného do roztoku octanu anilinu,
na papieriku sa objavi ervené zafarbenie, ktoré¢ dokazuje pritomnost’ pentoz.

Pozorovanie

Zaver:
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Selivanova reakcia

Reakcia je zalozena na vzniku Cerveného zafarbenia, ktoré¢ dava S5-dihydrometylfurfural s
rezorcinolom a kyselinou chlorovodikovou. Ak sa reakcia robi v alkoholickom prostredi,
rozkladaju sa ketézy omnoho rychlejSie ako aldozy, takZe reakcia sa stava Specifickou pre ketozy.

Tato reakcia je vhodna na dokaz fruktézy v moci a pouziva sa tieZ pri testoch funkénosti
obliciek.

Pracovné potreby

Skumavky, pipety 2 ml; Fruktdza, glukdéza (2 % roztok), Selivanova reagencia (0,1 g rezorcinol v
zmesi 10 ml vody + 15 ml HCI)

Pracovny postup:

1. Napipetujte 1 ml roztoku fruktdzy

2. Pridajte 1 ml Selivanovho ¢inidla

3. Zahrievajte do varu. Vznika ¢ervené zafarbenie.

4. Zopakujte s roztokom glukozy a vysvetlite rozdiel.

Pozorovanie

Zaver:



Praktické cvicenia z lekarskej chémie Sacharidy

Tollensova reakcia

Po povareni s kyselinami ddvaju pentdzy s floroglucinolom cervené zafarbenie. Podstata

reakcie je v tom, Ze pentdzy odstiepuja vodu a vytvaraja furfural.

Pracovné potreby

Skumavky, pipety 2 ml, kadicka

Ribodza glukoza(l g/1 £ H,O), 0,2 % roztok floroglucinolu (priprava: k 1 ml 37 % HCI pridat’ na
koniec lyzicky floroglucinol, povarit’ a pridat’ malé¢ mnozstvo ribozy)

Pracovny postup:

1. Do skamavky dajte 1-2 ml roztoku floroglucinolu

2. Zahrievajte do varu.

3. Rychle pridajte 5-6 kvapiek roztoku pentozy.

4. Vznikne ruzové zafarbenie, ktoré prechadza v Cervené. Reakciu uskutocnite aj s roztokom
glukozy. Vysvetlite rozdiel.

Pozorovanie

Zaver:
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Nitrochromova reakcia

Ide o reakciu skupiny >CH-OH s kyselinou dusi¢nou a chromanom draselnym, pri¢om

vznika modré sfarbenie, ktoré dokazuje pritomnost’ gluk6zy a sacharézy.

Pracovné potreby:
skumavky, pipeta 1ml, pipeta 5 ml
Kyselina dusi¢na konc., chroman draselny ( 3 % roztok), roztok 'ubovol'ného cukru

Pracovny postup

1. Napipetujte 1 ml roztoku sacharidu

2. Pridajte 4 ml kyseliny dusi¢nej

3. Pridajte 3 kvapky chroémanu draselného.

4. 'V priebehu 1 min sa roztok zafarbi do modra.

Pozorovanie

Zaver:
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Uloha: Reduké&né reakcie

Vsetky monosacharidy a sacharidy, ktoré obsahuju vo svojej molekule vol'ny hemiacetdlovy
hydroxyl (patria do skupiny ald6z), maja schopnost’ sa v alkalickom prostredi oxidovat’ na kyseliny
a zaroven redukovat’ zlaceniny kovov ( med’, striebro, bizmut, zelezo a pod.). Tato ich vlastnost’
sa vyuziva pri ich odliSeni od ketoz.

Uvedené skusky sa vyuzivaju pri biochemickom vySetreni moca (najcastejSie Fehlingova

reakcia).

Trommerova reakcia

Redukovanou latkou pri Trommerovej reakcii je CuSO4. Redukcia prebieha v alkalickom

prostredi za varu podl'a rovnic:
CuSO, + 2 NaOH — Cu (OH);, + Na,SO,

2 Cu(OH); + red.sacharid — Cu,0 + 2 H,O + oxid.sacharid

Pracovné potreby
Skumavky, 2 ml pipety, kadicka
CuSQ, (c = 0,1 mol/l), NaOH (c = 2,5 mol/l)

Pracovny postup
1. Napipetujte 1 ml roztoku glukédzy

2. Pridajte rovnaky objem roztoku NaOH
3. Po kvapkach pridavajte roztok CuSO, ,za staleho mieSania az do vzniku trvalého zakalu.
4. Opatrne zahrievajte az do varu.

V pripade pozitivnej reakcie sa vyzraza cerveny Cu,O.

Pozorovanie

Zaver:
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Fehlingova reakcia

Princip reakcie je podobny ako pri Trommerovej reakcii, t.j. prebieha redukcia Cu(OH), na
Cu,0. Hydroxid mednaty tvori pomerne staly rozpustny komplex, ktory sa stabilizuje v roztoku

pomocou vinanu draselnosodného (Seignettova sol).

Pracovné potreby
Skumavky, pipety 2 ml, kadicka
Fehling I., Fehling II. (vinan draselnosodny + NaOH)

Pracovny postup

1. Napipetujte 1 ml roztoku glukédzy

2. Pridajte 1 ml Fehlingovho ¢inidla (Fehling I. + Fehling 1. = 0,5 ml + 0,5 ml)
3. Zahrievajte. Vylu¢i sa zIty, oranzovy az ¢erveny Cu,0.

Pozorovanie

Zaver:
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Nylanderova skuska

Sacharidy redukuju Bi®* tak, e povarenim a ochladenim vznika &ierny kovovy bizmut.

Pracovné potreby
Skumavky, pipety 2 ml
Glukoza 2 % roztok, Nylanderova reagencia

Pracovny postup

1. Napippetujte 1 ml roztoku glukozy

2. Pridajte 0,5 ml Nylanderovho ¢inidla

3. Povarte a ochladte. Ak je reakcia pozitivna, roztok sa zafarbi na ¢ierno.

Pozorovanie

Zaver:
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Redukc¢né vlastnosti disacharidov

Zo skupiny oligosacharidov st najdolezitejSie disacharidy. Skladaji sa z 2 molekul
monosacharidov, ktoré st viazané glykozidovou vézbou. Tato vdzba vznika spojenim 2
poloacetalovych funkénych skupin. Disacharidy s vo'nym poloacetalovym hydroxylom (maltdza,
laktdza) maji redukéné vlastnosti. Disacharid sachar6za nema vol'ny poloacetalovy hydroxyl, preto

nevykazuje redukéné vlastnosti.

Pracovné potreby
Skimavky, pipety 10 ml
Sacharo6za (2 % roztok), maltoza (2 % roztok), laktoza, Fehling 1. a Fehling I1.

Pracovny postup

1. Do troch skimaviek nalejte po 1 ml roztokov disacharidov.
2. Vo vsetkych troch skimavkach urobte Fehlingovu skiisku na redukéné vlastnosti.

Sacharid Fehlingova skuska

Sachar6za

Glukoza

Ribdza

Fruktoza

Pozorovanie

Zaver:
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Uloha: Hydrolyza sacharidov

Glykozidova vézba v molekule oligo- a polysacharidov sa hydrolyticky Stiepi posobenim
silnych kyselin za vzniku monosacharidov. Mozno sa o tom presved¢it’ tym, Ze po hydrolyze ich

roztoky ziskavaju vyrazné redukené vlastnosti.

Hydrolyza sacharozy

Pracovné potreby
Pipety, vodny kapel
Sacharéza 2 %, HCI (¢ = 0,1 mol/l), NaOH (c = 0,1 mol/l), Fehling I., Fehling II.

Pracovny postup

Do skamavky napipetujte 2 ml roztoku sacharozy

Pridajte 3-4 kvapky zriedenej HCI.

Skumavku vlozte do vriaceho vodného kupela na 10-15 minut.

Kysly hydrolyzat po ochladeni zalkalizujte roztokom hydroxidu sodného do neutralnej reakcie
Uskutocnite Fehlingovu skusku s roztokom sachardzy pred a po hydrolyze.

g wbdeE

Pozorovanie

Zaver:
Vysvetlite a zdovodnite vysledky oboch skusok.

10
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Uloha: Farebna reakcia s jédom

Polysacharidy sa mézu vzajomne liSit rozpustnostou a stupnom usporiadania Struktury

makromolekul, ktora sa niekedy prejavuje farebnou reakciou s joédom.

Reakcia s jodom

Pracovné potreby
Skamavky, Roztok jodu (0,3 % v 5 % jodide draselnom)

Pracovny postup

1. Napipetujte 1 ml skrobu

2. Pridajte niekol’ko kvapiek roztoku jodu.

3. Vznikne modré sfarbenie, ktoré dokazuje pritomnost’ $krobu vo vzorke.

Pozorovanie

Zaver:

11
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Analyza neznamej vzorky sacharidu
Pomocou uvedenych reakcii mozno orientacne urcit’ nezndmy sacharid podl'a nasledovnej
schémy:

Sacharidy
l nitrochrémova reakcia

N

poIIsacharidy monosacharidy

reakcia  oligosacharidy
s jodom

redukéné reakcie

N

sachar6za redukujuce sacharidy

Skrob

Selivanova reakcia
SN
aldozy ketozy

Schiffova reakcia
Tollensova reakcia

N

aldohexdzy aldopentozy

Pracovné potreby:

Skumavky, Pipety, vodny ktpel

Roztok jodu , HCI (c = 0,1 mol/l), NaOH (c = 0,1 mol/l), Fehling 1., Fehling II, CuSO, (c = 0,1
mol/l), Kyselina dusi¢na konc., chroman draselny ( 3 % roztok), roztok floroglucinolu, Selivanova
reagencia

Pracovny postup

1. K 1 ml neznamej vzorky pridajte priblizne 3 ml kyseliny dusi¢nej a tri kvapky chrémanu
draselného.

2. 'V pripade sfarbenia roztoku do modra, pokracujte v analyze redukénymi reakciami.
V pripade negativnej reakcie dokazte vo vzorke Skrob.

3. Do novej skimavky k 1 ml neznamej vzorky pridajte priblizne 0,5 ml Fehlingovho roztoku.

4. Zmes zahrejte a pozorujte zmenu farby az na oranzovocervenl zrazeninu, ¢o je dokazom
pritomnosti redukujucich sacharidov.

5. 'V pripade negativnej reakcie ide o sacharézu. V tom pripade podrobte nezndmy roztok
hydrolyze a redukénymi reakciami dokazte vo vzorke glukézu.

6. Do dalsej skamavky pridajte 1 ml neznamej vzorky a urobte Selivanovu reakciu. V pripade
pozitivnej reakcie ide o ketozy (fruktozu).

12
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7. Do dalsej skimavky pridajte 1 ml nezndmej vzorky a urobte Toéllensovu reakciu. Pozitivny
vysledok bude svedcit’ o pritomnosti pentoz.

Pozorovanie

Zaver:
Vyhodnot'te dosiahnuté vysledky reakcii a urcte, ktory sacharid bol pritomny vo vasej vzorke.

13



Praktické cvicenia z lekarskej chémie Sacharidy

Kontrolné otazky:

1. Napiste Fisherové vzorce hexoz - glukdzy, mandzy, galaktdzy a fruktozy

2. Napiste Fisherové vzorce pentdz — xyldzy, arabindzy, ribdzy a deoxyribozy

3. Napiste vzorcami hydrolytické $tiepenie maltozy, laktdzy a sacharozy

4. NapiSte vzorce amylozy a celuldzy a zvyraznite v nich glykozidova vdzbu. Napiste o aky typ

vazby V jednotlivych polysacharidoch ide.

5. Reakciou vyjadrite, ¢o sa stane ak dojde k zahrievaniu sachardzy so zriedenou kyselinou

chlorovodikovou.

6. V ktorom z disacharidov je glykozidova vizba medzi 2 glukdzami?

7. Napiste zakladny rozdiel medzi $truktarou $krobu a celulozy

8. Napiste koncové produkty kyslej a alkalickej hydrolyzy $krobu

14
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9. Uved'te priklady homopolysacharidov a ich biologickt Gilohu v organizme

10. Uved'te priklady heteropolysacharidov a ich biologicku tilohu v organizme.
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Lipidy
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Lipidy su dolezitym zdrojom energie, podiel'aji sa na vystavbe membran (fosfolipidy, glykolipidy
a cholesterol). Predstavuja latky s excelentnymi izolaénymi vlastnostami a niektoré z nich slizia ako
hormony a signalne molekuly. Lipidy maju hydrofébnu povahu, preto st dobre rozpustné v metanole,
acetone, chléroforme, benzéne a v inych organickych rozpustadlach. Rozdel'ujeme ich do 2 skupin, na
hydrolyzovatel’né (podlichaju hydrolytickému Stiepeniec — estery, fosfolipidy, glykolipidy) a
nehydrolyzovatePné (mastné kyseliny, karotenoidy, steroly, steroidy atd’)

Charakteristickym znakom lipidov je pritomnost” mastnych kyselin vo forme dlhych retazcov.
Tieto mastné kyseliny svojim hydrofobnym charakterom ovplyviuji zlu rozpustnost’ lipidov vo vode.
Pritomnost’ polarnych latok, ako napr. kyseliny fosforecnej, bielkovin alebo sacharidov vo vézbe na
molekuly lipidov, zvySuje ich rozpustnost’ vo vodnom prostredi.

Mastné kyseliny m6zu byt nasytené alebo nenasytené. Nasytené s tuhé a nenasytené olejovité
latky. Nenasytené mastné kyseliny obsahuji jednu dvojiti védzbu alebo viac izolovanych dvojitych
vézieb, oddelenych vicsinou intervalom 3 atdémov uhlika. Nenasytené tuky v potrave sa nachadzaju

prevazne vo forme cis, maly podiel je vSak aj vo forme trans.

HDf‘U\\M\MN\/‘\

trans —kyselina olejova

o

cis —kyselina olejova

Obr. Cis a trans izoméria mastnych kyselin
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Nasytené mastné kyseliny
kyselina
C11H,3COOH S e e N Ve S Ci
kyselina COOH
C1sH7COOH myristova 14 Cua
kyselina COOH
C15HCOOH palmitovd 16 Cis
kyselina COOH
C17H3sCOOH stearova N\ T P e S Cis
C1oH2cCOOH kyselina 20/\/\/\/\/\/\/\/\/\/COOH C
197739 arachidova 20
Nenasytené mastné kyseliny
kyselina o COOH
CasHasCOOH palmitoolejova | 8 >N T NN TN TN C15(9)
kyselina 9
C17H5COOH o){ej ové N N e N N N SEO)
Polynenasytené a rozvetvené mastné kyseliny
12 9 COOH
CHyCOOH | kyselina linolova |« > > > ">~ |Cp
17M31 ©, 12)
kyselinaalfa | o == == ==~~~ Ca
C17HzsCOOH linolénova (9, 12,15)
12 9 6
kyselina gama NN T T T T oo
CarHeCOOH linolénovd | C1s(6,9,12)
14 11 8
kyselina 8,11,14 - |, " TN T
C1sH3;COOH eikozatriénova coo Co(8,11,14)
kyselina |~~~ ==~
C19Hz COOH arachidonova C20(5,8,11,14)
kyselina
C19H2sCOOH 5,8,11,14 - o === ===~ [ C%(5,8,11,14,17)
eikozapentaénova

Rozvetvené mastné Kyseliny

C15H33COOH

kyselina
tuberkulostearova
(v membrane
bacilu tuberkuldzy)
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Uloha: Hydrolyza neutralnych lipidov katalyzovana lipazou

Predpokladom vyuzitia lipidov ako jednej z hlavnych Zivin je ich absorpcia v tenkom creve.
Zavisi to hlavne na dostato¢nej emulgcii lipidov v travenine a na funkcii pankreatickej lipazy.

Pankreaticka lipaza (triacyloylglycerollipaza) katalyzuje za vhodnych podmienok hydrolytické
odstiepenie koncovych (alfa) mastnych kyselin z molekuly triacylglycerolu, takze vysledkom
hydrolytického procesu su hlavne 2-monoacylglyceroly a volné mastné kyseliny, ktoré mozno
kvantitativne stanovit’ titraciou odmernym roztokom NaOH. MnoZstvo mastnych kyselin za ¢asovu

jednotku je indexom katalytickej aktivity lipazy za danych podmienok.

Pracovné potreby

Erlenmayerove banky 100 ml, titracné banky, byrety, pipety, vodny kupel’ (37 °C)

Prevarené plnotucné kravské mlieko, extrakt s obsahom pankreatickej lipazy, alebo Pancreolan (4
draze Pancreolanu sa v trecej miske zaleju teplou vodou a zmes sa miesa, az kym sa nerozpusti obal
toboliek, pouzitd voda sa dekantuje. Ked’ je uz viditelné hnedé¢ jadro toboliek, tieto sa rozpustia v 80
ml zmesi, pozostavajicej z glycerolu a vody v pomere 1:1. Zmes sa sfiltruje a pouZiva k tloham).
Odmerny roztok NaOH (¢ = 0,01 mol/l), roztok fenolftaleinu v konc. etanole (cca 2 g/1)

Pracovny postup

1. Do Erlenmayerovej banky pridajte 25 ml substratu (plnotu¢né mlieko) a 3 ml extraktu
S obsahom enzymu lipdzy

2. Zmes pomaly premiesajte.

3. Zo zmesi ihned’ odoberte 5 ml do titra¢nej banky a zostatok umiestnite do vodného kupela
(37 °C inkubacia) a poznacte cCas.

4. Do titracnej banky pridajte 1-2 kvapky fenolftaleinu.

5. Zmes premiesajte a titrujte odmernym roztokom NaOH aZ do prvého ruzového zafarbenia a
poznacte spotrebu NaOH.

6. Z inkubovanej zmesi potom kazdych 10 mintit odoberte objem 5 ml a titrujte analogickym
sposobom.

7.  Mnozstvo uvolnenych mastnych kyselin v tzv. nultom bode a v jednotlivych intervaloch,
vyjadrené prisluSnou spotrebou odmerného roztoku NaOH, vyneste do grafu na zvislu os,
kym na vodorovnu os vyneste Cas trvania inkubacie v minuatach.

Pozorovanie:

Cas inkubacie (min) Spotreba NaOH (ml)
0
10
20
30
40
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Zaver:

Stanovenie aktivity (katalytickej koncentracie) lipazy — je dolezité pri diferencialnej diagndze akutnych
pankreatitid a ma tiez vyznam prognosticky. Zdovodnite priebeh grafického zaznamu.
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Uloha : Rozpustnost’ a emulgacia lipidov

Lipidy a lipoidy maju hydrofobny charakter, a preto su vo vode prakticky nerozpustné. Pri styku
lipidov s vodou sa mozu vytvarat’ disperzné systémy - emulzie, ktoré st nestabilné a po urcitej dobe
dojde k ich oddeleniu. Malu stabilitu emulzii mozno zvysit pridanim emulgatorov ako st bielkoviny,
hydroxidy, zasadito reagujuce soli alkalickych kovov, mydla a pod. Uvedené latky stabilizuju Castice
emulzie v dbsledku svojej schopnosti znizovat' povrchové napitie v mieste styku dispergovanych
Castic (typickym prikladom je mlieko). V organizme cicavcov tito ulohu plnia zl¢ové kyseliny, ktoré
su ako zI¢ secernované do dvanastornika, kde emulzifikuju tuky a pripravuju ich na Stiepenie
enzymami vo vodnom prostredi traviaceho traktu.

Py
O -
Q= Fléovésali, =P
©O=  Bicarbonaty, =0

&=  Fpsfolipidy =0

hydrofébny Jé 3’ !) E %%

Pracovné potreby

Sktimavky, pipety

Chloroform, etanol, tekuty tuk (potravinarsky olej), vodny roztok KOH (1 %), vodny roztok Na,COs,
(10 g/1) vodny roztok detergentu (alebo mydlového prasku) (1 %), vodny roztok vajcového bielka
(alebo albuminu)

Pracovny postup

1. Do dvoch suchych skamaviek dajte po 5 kvapiek analyzovaného oleja a skimavky oznacte
Cislami.

2. Do prvej skimavky dajte 2 ml chloroformu a do druhej 2 ml etanolu.

3. Obsah skuamaviek opatrne pretrepte a po 5 minatach pozorujte, v ktorom rozptstadle sa dany tuk
(olej) rozpusta lepsie.

4. Do dalsich troch suchych oznaéenych skiimaviek dajte 5 kvapiek analyzovaného olejaa po 3 ml
vody a premiesajte.

5. Do prvej skamavky dajte 5 kvapiek roztoku bielkoviny, do druhej 5 kvapiek roztoku KOH a do
tretej 5 kvapiek tekutého detergentu.

6. Vsetky skimavky dajte na 3-5 minat do vriaceho vodného kupela a potom ich po vychladnuti
dobre pretrepte.

7. Pozorujte, v ktorej skimavke sa vytvorila najhomogénnejsia a najstabilnejSia emulzia. (Vo
vodnom roztoku k tplnej rozpustnosti nedochadza).

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Dékaz cholesterolu — Salkovského reakcia

Cholesterol patri medzi najddlezitejSie steroly. Je sucastou biologickych membran. Prevaznd cast’
molekuly mé& vyrazne nepoldrny charakter. Rozpustnost je vysokd iba vslabo poldrnych
rozpustadlach, v etanole sa rozpusta az po zahriati.

V krvi sa transportuje v podobe lipoproteinov. Poruchy metabolizmu a transportu cholesterolu
podporuju vznik srdcovocievnych ochoreni.

V bezvodom prostredi v pritomnosti koncentrovanej H,SO, nastava dehydrogenacia cholesterolu
a pravdepodobne aj mnohé molekulové preSmyky, priCom vznikaju charakteristicky sfarbené, labilné

cervené, zelené az modré produkty.

ZHo

Pracovné potreby
Hodinové skli¢ka, 0,5 — 1 ml pipety
Chloroformovy roztok cholesterolu, konc. H,SO,

Pracovny postup

1. Na suché hodinové sklicko dajte kvapku chloroformového extraktu cholesterolu
2. Pridajte 1 kvapku konc. H,SO,.
3. Na dotykovej ploche vznikne ihned’ ZItocervené a potom Cervené zafarbenie.

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Izolacia lecitinu z vaje¢ného Zitka

Hlavnou zlozkou biologickych membran su fosfolipidy. Ich hlavnym znakom je fosfatovy zvySok,
ktory je esterifikovany s hydroxylovou skupinou na C3 uhliku glycerolu (Obr.) Medzi
najvyznamnejsie fosfolipidy patri lecitin. V molekule obsahuje bazicku zlozku -cholin. Fosfolipidy je
mozné izolovat' napr. z vajeéného Zitka (zésoba pre budiicu tvorbu biomembran) extrakciou, resp.
vytrepavanim organickymi rozpustadlami (alkohol, éter a pod.).

Lecitin sa vyzraza z alkoholového extraktu za vzniku bielej zrazeniny kademnatej soli lecitinu.

9]
Il
HyC— O—C—R
| 0
0 CHs

I v/
HEC_O—P—O—CHQ—CHz — N—CH3

GH CH3

Pracovné potreby
Skumavky, filtratny papier, lievik, kadicka
vajeény zltok, etanol (konc.), roztok CdCl, (¢ = 0,1 mol/l), roztok (NH,)2, MoO, (c = 0,01 mol/l)

Pracovny postup

1. Malé mnoZstvo vajeéného Zitka (1/3 lyzi¢ky) intenzivne rozmiesajte v kadicke lyzickou.

2. Pridajte 5 ml etylalkoholu a opit’ dobre premiesajte.

3. Po 20 minutach statia suspenziu prefiltrujte cez suchy filtraény papier (sediment premyte
s niekol’kymi ml alkoholu).

4. Filtrat rozdel'te na dve Casti.

o

V jednej dokazte pritomnost’ kyseliny fosforecnej (molybdénan amonny)
6. V druhej po pridani 0,5 ml roztoku CdCl, vznikne biela zrazenina soli lecitinu s kadmiom.

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Stanovenie jédového &isla tukov

Jodové cislo tukov a olejov udava, kol’ko g jodu sa moze viazat na 100 g tuku. Z mnoZzstva
viazaného jodu sa usudzuje pocet dvojitych védzieb v tuku alebo oleji. Kazdy tuk ma charakteristické
jodové cislo, napr. kravské maslo 26-38, hovadzi loj 35-47, bravéova mast’ 47-60, husacia mast’ 65-70,

olivovy olej 78-90, atd’.

Stanovenie jodového cisla (podla HanuSa) je zalozené na adicii jodu na dvojité vizby

nenasytenych mastnych kyselin podl'a schémy:

R—CH=CH—R, + I, —> R|—L]"H——(i"]I—R3

I |

Je samozrejmé, Ze stanovenim jodového cisla nemdzeme zistit priamo nenasyteni mastnu
kyselinu, ale iba odhadnut’ (ak nepozname molekulovit hmotnost’) pocet dvojitych vizieb v skimanom
tuku. Pri samotnom stanoveni sa namiesto jodu pouziva nadbytok bromidu jodného, pretoze brém

rychlejsie reaguje s dvojitymi vizbami:

Ri—CH=CH—R; + 2IBr —— R,—CH—CH—R, + IBr

Br [

Nespotrebované mnozstvo bromidu jodného sa necha reagovat’ s jodidom draselnym:

IBr + KI — KBr + 1,

Uvolnené mnozstvo jodu sa titruje tiosiranom sodnym za pouzitia $krobu ako indikatora:

|2 + 2 Na28203 — 2 Nal + Nazszoe

Adované mnozstvo bromu sa vyjadri ekvivalentnym latkovym mnoZstvom jodu.

Pracovné potreby

250 ml banky so zabrtsenou zatkou, pipety 5 ml a 10 ml, byreta, strickackova fl'asa s dest. vodou
Skrobovy maz, chloroform alebo chlorid uhligity, roztoky: bromid jodny (¢ = 0,1 mol/l), Na,S,0s (C =
0,1 mol/l), roztok Kl (10 %)

Pracovny postup

1. Do 250 ml banky so zabrtisenou zatkou odvazte presne asi 0,5 g tuku (rastlinného oleja).
2. Pridajte 5 ml chloroformu alebo chloridu uhli¢itého, v ktorom sa tuk rozpusti.
3. Po rozpusteni tuku pridajte do banky z byrety presne 15 ml bromidu jodného (0,1 mol/l).
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4. Banku ihned’ uzavrite zatkou (unika brom!), premiesajte a nechajte 15-30 min reagovat’.

5. Zatku vyberte a oplachnite s 5-10 ml 10 %-ného roztoku KI do banky.

6. Zried'te destilovanou vodou asi na 50 ml,

7. Premiesajte a okamzite titrujte s 0,1 mol/l Na,S,0; na skrobovy maz az do odfarbenia roztoku.

8. Paralelne titrujte porovnavaciu vzorku s pouzivanymi roztokmi (bez tuku). Tato titracia udava
celkové mnozstvo pridaného bromu.

Vypocet:

Rozdiel spotreby (a) pri titracii porovnavacej vzorky (zodpoveda celkovému mnozstvu bromu v
roztoku bromidu jodného) minus spotreba (b) pri titracii analyzovanej vzorky tuku (zodpoveda
celkovému mnozstvu bromu minus mnozstvo bréomu viazaného na dvojité vézby), je mierou poctu
pritomnych dvojitych vizieb v analyzovanom tuku. Vysledok sa prepocita podla definicie jodového
¢isla na 100 g tuku, pricom 1 ml odmerného roztoku tiosiranu sodného o koncentracii 0,1 mol/l
zodpoveda 0,01269 g jodu (A (1) = 126,9).

jodove ¢islo=100. c . (Vl—VZ) .0,1269/ m

Na25203

Pozorovanie:

Vzorka Jodové Cislo Pocet dvojitych vézieb
Bravcova mast’ 45-70 0
Olivovy olej 78-90
Slnecnicovy olej 110-143
Podzemnicovy olej 80-106
Sojovy olej 120-143
Kyselina olejova 89,9 1
Kyselina linolova 181,0 2
Kyselina linolénova 273,5 3
Neznama vzorka

Zaver:
Z vypocitaného jodového ¢isla tuku (oleja) skuste odhadnut’ pocet dvojitych vézieb skimaného tuku

(oleja).
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Uloha: Zmydeliiovanie tukov - priprava mydla

Mydla sa pripravuju hydrolyzou triacylglycerolov v pritomnosti silnej bazy, ako napr. hydroxid

sodny (NaOH) alebo hydroxid draselny (KOH) za vzniku glycerolu a prisluSnych soli mastnych

kyselin, mydiel. Reakcia, pripravy mydla sa nazyva saponifikacia.

i

Il
CHy-O—C{CH; )1 4CH5
@

[l
CH—O—C{CH;14CH: 4+ 3MNa0H — = @
0

I
CHy-O—C{CH) 4CH,

Pracovné potreby
Odparovacia miska, pipety, sklenend tyCinka
Rastlinny olej, etanol, roztok NaOH (50 %)

Pracovny postup

1.
2.
3.

V odparovacej miske zmieSajte 2 ml rastlinného oleja a 3 ml etanolu (rozpustadlo).

Pridajte 20 kvapiek 50 % roztoku NaOH (opatrne!).

Misku mierne ohrievajte na sietke za staleho mieSania, dokial neobdrzite pastoviti hmotu.
Nepripal'te!

Misku nechajte vychladntt’.

Pozorovanie:
ZapiSte svoje pozorovania a reakciu zmydelnenia

Zaver:

11



Praktické cvicenia z lekarskej chémie Lipidy

Uloha: Vlastnosti pripraveného mydla

Mydlo je z chemického hl'adiska sol’ (alebo zmes soli) mastnych kyselin. Mydla su amfipatické
latky, t.j v molekule obsahuji hydrofébnu Cast’ aj hydrofilnu cast. Draselné soli st mazlavé mydla,

kym sddne soli st tuhé.

H2 H2 H2 H2 Ha H2 H2 |
HzC P c C C C £ .C CH
e SRt e Ty, VORI e S e IR b SO it I ko O z
[ C C C C C C C
Hz Hz Hz Hz Hz H2 H2 Hz

Pracovné potreby

Banka (150 ml), kadi¢ka (100 ml), sklenena ty¢inka, lyZicka

Tuhy NaCl, HCI (¢ = 6 mol/l), roztok CaCl, (c = 0,2 mol/l), pH-papieriky, synteticky detergent
(Jar, Pur a pod.)

Pracovny postup

1. Pripravené mydlo prelozte do kadicky obsahujucej 50 ml destilovanej vody.

2. Miesajte a zahrievajte zmes pocas 5 minut az do rozpustenia.

3. Roztok mydla potom nechajte vychladntit’ a pouzite ho pri dalsich experimentoch.

Vysolovanie mydla
Mydlo vypadne z roztoku po pridani NaCl. Vedlajsie reakéné produkty zmydelnenia st rozpustnejSie

v roztoku soli a zostanu vo vodnej faze, kym mydlo z roztoku vypadne.

1. Odlejte 10 ml mydlového rotoku do 50 ml kadicky a pridavajte pevny NaCl po castiach pri
sucasnom pomalom mieSani, dokial’ sa eSte rozpusta (malé mnozstvo NaCl moze zostat’ na dne
kadicky). Zapiste svoje pozorovania.

2. Odoberte mydlo plavajice na hladine roztoku pomocou lyzicky a jemne oplachnite v kadicke
s vodou. Preneste ho do skimavky s destilovanou vodou a mieSajte, aby sa tvorili mydliny.
Zapiste priebeh procesu a zmerajte pH.

Tvorba mastnych Kkyselin

1. Do skimavky preneste 5 ml roztoku mydla a pridavajte pomaly 4 kvapky HCI (¢ = 6 mol/l),
dokial’ sa nevytvori zrazenina.
2. Zlejte vodnu vrstvu a zrazeninu preneste na filtraény papier. Vysvetlite proces.

Tvorba mydlovej zrazeniny (Zmolkov)
K 5 ml mydlového roztoku v skimavke pridajte 10 kvapiek roztoku CaCl,. Popiste a vysvetlite

pozorovanie.

pH roztoku mydla: Zmerajte hodnotu pH mydlového roztoku pomocou pH-papierika. Zapiste a

vysvetlite.

12



Praktické cvicenia z lekarskej chémie Lipidy

Urobte analogické experimenty ako v predoSlom, len namiesto mydlového roztoku pouzite

roztok bezného laboratorneho detergentu (Jar, Pur ...). Vysvetlite vyrazné rozdiely vo vysledkoch na
zaklade chemickej Struktary syntetickych detergentov.

Pozorovanie:

Zaver:
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Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie

Kontrolné otazky:

1. Napiste reakciu glycerolu a 3 molekul kyseliny laurovej

2. Aka je biologicka funkcia nasledujucich skupin lipidov?
A. Triacylglyceroly
B. ZIgové kyseliny
C. Eikozanoidy
D.Sfingoglykolipidy

3. Vysvetlite rozdiel medzi mastnymi kyselinami: SFA, MUFA, PUFA?

4. Napiste produkty a enzym potrebny na hydrolyzu:
a, triacylglycerolov
b, cholesterol

5. Napiste reakciu pripravy mydla. Vysvetlite Co je po chemickej stranke mydlo?

6.  Uved'te fyzikalne vlastnosti, ktoré odlisujt tuky od olejov

7. Vymenujte esencialne mastné kyseliny a uved’te hlavny zdroj tychto kyselin

14
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Praktické cvicenia z lekarskej chémie Lipidy

8. Uvedte priklady nasytenych a nenasytenych mastnych kyselin. S triacylglyceroly

pochadzajice z rastlin (resp. zivo¢ichov) nasytené alebo nenasytené?

9. Co su to micely? Vysvetlite princip vzniku micel.

10. Pritomnost’ dvojitej vizby vyrazne ovplyviiuje rozpustnost’ lipidov. Ako a preco?
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Praktické cvicenia z lekarskej chémie Aminokyseliny

Aminokyseliny

Obsah

Stanovenie celkového obsahu aminOKYSEliN........ccccvevieciiiriiiiierieseeree e 4
Reakcia aminokyselin S ninhydrinOom..........ccuveciieciieriiiieiie e s see e 5
Dokaz jednotlivych aminoKySEIIN. .......c.eiiuiiiiiiiiiiee e s 7
Dokaz peptidovej vazby — bIuretova reakCia.........oo.eeiueriiriiiiiieiieerie ettt 11
KONLTOINE OAZKY.....veeviiiiieiieiiieieesiee sttt ettt ettt et et e st e et e esbeetessseesseesseesseessaessessaesbeesbeesbeeaneens 12

Zdrojom aminokyselin pre organizmus st bielkoviny. V organizme sa bielkoviny neustéle
odburavajii a znovu syntetizuju. Aminokyseliny su preto zdkladnymi stavebnymi zlozkami, ale aj

produktami degradacie bielkovin a peptidov.

Obrazom ich dynamiky v organizme je ich obsah v krvnej plazme a v mo¢i. Koncentracia v Krvi
sa pohybuje vrozmedzi 2,4 - 4 mmol/l. Moom sa za 24 hodin vylucuje asi 1,0 g volnych

aminokyselin. Toto mnoZzstvo zodpoveda 140 mg dusika.

Zvyseny vyskyt vol'nych aminokyselin v krvi (hyperaminoacidémia) a ich zvySené vylucovanie
moc¢om (hyperaminoaciduria) pozorujeme pri niektorych vrodenych (genetickych) poruchach
metabolizmu aminokyselin (alkaptonuria, cystintria, tyrozindéza a pod.) ako aj pri ziskanych

ochoreniach (tazké 1ézie peceniového parenchymu, ochorenia obliciek a pod.).

Aminokyseliny st zchemického hladiska alifatické, aromatické alebo heterocyklické
karboxylové kyseliny, ktoré maju na C-2 (o-) uhliku naviazani aminoskupinu. Tieto polarne, opacne
nabité funkéné skupiny podmienuji amfolyticky charakter aminokyselin. Jednotlivé aminokyseliny sa

odlisuji chemickou $trukturou bo¢ného retazca R.
Reakcie aminokyselin mézeme rozdelit’ do 2 skupin:

1. Reakcie funkénych skupin - zalozené na pritomnosti aminoskupiny alebo karboxylovej skupiny.
Tieto reakcie st spolo¢né pre vSetky aminokyseliny a vyuzivaji sa na stanovenie celkového obsahu
aminokyselin (13.1.)

2. Reakcie charakteristickych skupin bo¢ného retazca - Specifické reakcie, ktoré sa vyuzivaju na

dokaz jednotlivych aminokyselin (13.2.)



Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie

Aminokyseliny

Aminokyselina Vzorec Skratka Skratka
NEUTRALNE
H—CH—COCH
Glycin | Gly G
MHz
H.C —CH—COOH
Alanin | Ala A
MH;
CHa—l:i‘.H—llliH—CDDH
Valin CHy NHy Val vV
CH;—CH—CH;—CH—CO0H
Leucin [ Leu L
CH, NH,
i CH.—CH,—CH—CH—COOH
Izoleucin [ | lle |
CH:  NH;
Fenylalanin @7[}'2 'lﬁ'l—EIC}DH Phe =
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Y
HO CH, —CH—CO0H
Tyrozin Q T Tyr
MHz
CHE—?*—CDDH
S "
Tryptofan T i Trp
|
H
CHy;—5 —CH; —CH; —CH—CO0H
Metionin ! Met M
NH,
CH,—CH—COCH
Cystein iy N, Cys c
CHz—CH—COOH
Serin | | Ser S
OH  NH,
CHz—CH—CH—CO0H
Treonin OH N, Thr T
NH;—C—CH; —CH;—CH—CO0H
Glutamin I I Gin Q
MH,
NH, —C—CH,—CH—COOH
Asparagin g ,LH“ Asn N
H
|
M COoH 5
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Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie

Aminokyseliny

Aminokyselina Vzorec Skratka Skratka
|
M CooH
4-hydroxyprolin [ ]’ OH-Pro
HO
KYSLE
Kyselina HD—ﬁ—CH:—?H—CDDH As D
asparagova o NHz P
Kyselina HO —C—CH,—CH,—CH—COOH E
. . | | Glu
glutamova 0 NH;
ZASADITE
HzM —CH; — CHy— CH;—CHa—CH—CO0H K
LyZill MH. I—yS
HQN—ﬁ—NH—EHz CHy—CH, ?H—CDDH R
Arginin NH NH2 Arg
CH; —llllH —CO0H H
Histidin | NH; His
M WN\H




Praktické cvicenia z lekarskej chémie Aminokyseliny

Uloha: Stanovenie celkového obsahu aminokyselin

Pritomnost’ karboxylovej skupiny sa vyuziva na stanovenie aminokyselin alkalimetrickou titraciou.
Primarna oi-aminoskupina reaguje s ninhydrinom za vzniku modrého sfarbenia. Reakcia je vhodna
tak na dokaz pritomnosti aminokyselin, ako aj na stanovenie celkového obsahu aminokyselin
fotometricky.. S niektorymi ¢inidlami (o-ftalaldehyd, fluoreskamin) reaguje o-aminoskupina za

vzniku intenzivneho fluorescen¢ného produktu.

Stanovenie aminokyselin formolovou titraciou podla Sérensena

Aminokyseliny sa stanovia alkalimetrickou titraciou. Amfotérny charakter aminokyselin
neumoznuje priamu titraciu, preto sa musi najprv chemicky zablokovat’ aminoskupina. Na tento ucel
sa pouziva formaldehyd, ktory reaguje s -NH; skupinou aminokyseliny za vzniku Schiffovej bazy.
Tym ostane vol'na len karboxylova skupina, zvysi sa kyslost’ produktu, ¢o umozni titratné stanovenie

hydroxidom sodnym.

)
R—CH—COOH + H—C —> R—CH—C00™ + Ht
Nh, H r|-|1
CH;

Pracovné potreby
Pipety, byreta, titracné banky
Formaldehyd, roztok NaOH (¢ = 0,1 mol/l), fenolftalein (indikator), destilovana voda

Pracovny postup

1. Do titracnej banky napipetujte 5 ml vzorky obsahujicej aminokyseliny

2. Pridajte 2-3 kvapky fenolftaleinu.

3. Pridajte 10 ml H,O a 5 ml formaldehydu, premiesajte.

4. Do inej titracnej banky napipetujte 15 ml H,O, 2-3 kvapky fenolftaleinu a 5 ml formaldehydu,
premiesajte (porovnavacia vzorka).

5. Po 10 minatach obsah oboch baniek titrujte odmernym roztokom NaOH (¢ = 0,1 mol/l) az do
trvalého ruzového zafarbenia.

Pozorovanie:

Titra¢na banka Spotreba NaOH (ml)

1

2 (porovnavacia)

Vypocet:

Dusik aminokyseliny (N) v mg/l sa vypocita podl'a vzt'ahu: a je spotreba NaOH (c = 0,1 mol/l) v
N=14(a-b).100 ml na vzorku

Zaver: b je spotreba NaOH (c = 0,1 mol/l) v

ml na porovnavaciu vzorku



Praktické cvicenia z lekarskej chémie Aminokyseliny

Uloha: Reakcia aminokyselin s ninhydrinom

Ninhydrinova reakcia je najrozsirenejSou reakciou v analytike aminokyselin. Vyuziva sa na

dokaz, stanovenie a detekciu aminokyselin, napr. po chromatografickom deleni.

Ninhydrin za zvySenej teploty rychlo oxida¢ne deaminuje aminokyselinu, uvolfiuje sa CO,,
vznika aldehyd a amoniak. Redukovany ninhydrin viaze oxiddciou uvolneny amoniak a reakciou

s d’alSou molekulou ninhydrinu vznik4 modro sfarbeny produkt.

o)
ou + R—(l:H—COOH — g R—ﬁ—COOH + H,0
OH NH, oH NH
o)

ninhydrin aminokyselina

O

O

O
Vi

R—ﬁ—COOH2+ H,0 —> NH; + R—C< + CO,
H

NH
(o) o)
SN /o o\ =
H + NH; + HO — + 3H,0
of HO / / N \
O 0] OH (e}

Pracovné potreby

Skiimavky, pipety, filtraény papier, vodny kiipel’, fotometer, lievik

Fosfore¢nanovy tlmivy roztok pH 7,2, 1 % roztok komplexénu III, roztok ninhydrinu, 96 % etanol,
vzorka (napr. sliny)

Pracovny postup

a) Dokaz aminokyselin

1. Do jednej skamavky pipetujte 0,3 ml vzorky

2. Do druhej 0,3 ml destilovanej vody (porovnavaci pokus).

3. Do obidvoch skiimaviek pridajte 1 ml timivého roztoku pH = 7,2 a 0,3 ml ninhydrinového
¢inidla.

4. Skumavky zohrievajte presne 7 minit na vriacom vodnom kupeli, potom ihned ochlad’te
studenou vodou. Obsah skiimaviek bude zafarbeny na modrofialovo az modro (prolin
a hydroxyprolin dava zIté zafarbenie).

b) Stanovenie aminokyselin
Farebny produkt, ktory je vysledkom ninhydrinovej dokazovej reakcie, je vhodny aj na
spektrofotometrické stanovenie.

1. Do kazdej skamavky [z Glohy a)] pridajte 0,1 ml komplexonu I1T

2. Premiesajte a pridajte 2 ml 96 % etanolu. Ak je roztok zakaleny, prefiltrujte alebo ho
scentrifugujte.

3. Zmerajte absorbanciu vzorky oproti porovnavaciemu pokusu pri vinovej dizke 570 nm.

4. Obsah aminokyselin odCitajte z kalibracného grafu (kalibracny graf sa robi na alanin
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Praktické cvicenia z lekarskej chémie Aminokyseliny

[0- 20 pg/ml]).

Pozorovanie:

Titra¢na banka Absorbancia/570 nm Obsah aminokyselin

1

2 (porovnavacia) - -

c) Detekcia aminokyselin po chromatografickom deleni
Ninhydrinova reakcia sa pouziva aj na detekciu aminokyselin po chromatografickom deleni na

papieri, tenkej vrstve, ale aj pri analyze aminokyselinového zlozenia automatickymi analyzatormi.

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Dékaz jednotlivych aminokyselin

Na dokaz jednotlivych aminokyselin sa vyuziva chemickd Struktara charakteristickych skupin

boc¢ného retazca (aromatické jadro, sira a pod.), ktoré davaju Specifické reakcie.

Xantoproteinova reakcia

Nitraciou aromatickych aminokyselin vznikajt zlto zafarbené nitroderivaty.

0 0
O,N
OH + HNO3 2 OH
NH, -H20 NH,
HO HO

Pracovné potreby

Skumavka, drziak na skimavky, plynovy kahan, pipeta

Konc. HNO;3, 0,1 % roztok aminokyseliny (tyrozinu), roztok vajecného bielka, 1 % roztok zelatiny,
bielkovinovy hydrolyzat, roztok alaninu

Pracovny postup

1. K1 mlvzorky v skaimavke pridajte 0,5 ml konc. HNO3.

2. Skumavku opatrne zahrejte. Roztok sa zafarbi na Zzlto (doSlo knitracii aromatickych
aminokyselin).

Ako vzorku pouzite postupne roztok tyrozinu, roztok vajecného bielka, Zelatiny a alaninu.

Vysvetlite rozdiely.

Pozorovanie:

Vzorka Sfarbenie

Tyrozin

Vajecny bielok

Zelatina

Alanin

Zaver:
Ak sa na reakciu pouZije bielkovina, vznikne najprv zrazenina, ktora sa zahrievanim rozpusta. Touto reakciou je

mozné dokazat’ pritomnost tyrozinu, fenylalaninu, tryptofanu (ndzov reakcie: gr. xanthos = zIty).
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Millonova reakcia

Tyrozin pésobenim HNOj; a zlu¢enin ortuti tvori ¢ervenu ortut’natt sol’.

HNO
R@—OH Ty RQOH -~ RGO
\
N=0

N—OH

R O O=N
ng® |\_1,‘
—b. ,‘,q
N=0 O R

Pracovné potreby
Skumavka, drziak na skamavky, plynovy kahan
Millonova reagencia (100 g zmesi HgNO3 a Hg(NO3),, 145 ml konc. HNOs, 290 ml H,0)

Pracovny postup

1. Do skiimavky nalejte 1 ml vzorky obsahujucej tyrozin

2. Pridajte 2-3 kvapky Millonovej reagencie. (Ak sa pouzije bielkovina, vznikne najprv biela
zrazenina.)

3. Skumavku opatrne zahrejte. Biela farba sa zmeni na tehlovocervenu.

Pozorovanie:

Zaver:
Reakcia je charakteristicka pre fenoly a ich derivaty. Pri nadbytku Millonovho ¢inidla prebieha xantoproteinova

reakcia (vznika zIty produkt).
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Sakaguchiho reakcia

Arginin reaguje v zasaditom prostredi s bromnanom a o-naftolom za vzniku cerveného

oxidacného kondenzac¢ného produktu.

0
J
oOH - -,
R—NH—:I:H:NH},K““ ‘j + NaBrO ——=NH, + NaBr + R—NH—E—NHZ
NH, N

Pracovné potreby

Skumavky, pipeta

Roztok argininu 0,1 %, bromnan sodny (300 g NaOH rozpustime v 1 £ H,O a pridame 16 ml bromu.
Vznikne bledoZIty roztok.), 0,02 % roztok a-naftolu v etanole.

Pracovny postup

1. Do skiimavky nalejte 1 ml vzorky.

2. Pridajte 0,5 ml alkoholového roztoku a-naftolu a 7 kvapiek roztoku NaBrO.
3. Malinovocervené sfarbenie je dokazom argininu.

Pozorovanie:

Zaver:
Reakcia je charakteristicka pre guanidinové derivaty.
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Reakcia na dokaz aminokyselin obsahujucich siru

Vicsina bielkovin obsahuje vo svojej molekule sirne aminokyseliny - cystin a cystein. Cystein
obsahuje atom siry vo forme tiolovej skupiny, ktord sa nachddza na poslednom uhliku. Preto mé
cystein nukleofilné vlastnosti a je najvhodnejSou aminokyselinou pre vdzbu kovovych idénov. Téato
vlastnost’ bola v minulosti vyuzivand pri podavani cysteinu ako lieku pri otrave tazkymi kovmi.

Aminokyseliny cystin a cystein posobenim hydroxidu I'ahko odstiepuju siru vo forme sulfanu,

ktory s olovnatou sol'ou vytvara ¢iernu zrazeninu sulfidu olovnatého.

0
C”; OH
HS"‘"‘M“T /lk“CJH —— M HS + PbCl, —— |, PbS + 2HCI

NH,

Pracovné potreby
Skiimavky
0,5 % roztok octanu olovnatého, 20 % roztok hydroxidu sodného, nezriedeny vaje¢ny bielok

Pracovny postup

1. Do skimavky napipetujte 1 ml roztoku octanu olovnatého

2. Pridavajte roztok hydroxidu sodného dovtedy, kym sa vzniknuta zrazenina hydroxidu olovnatého
nerozpusti.

3. Pridajte niekol’ko kvapiek bielkoviny

4. Zmes opatrne zahrievajte. Roztok postupne tmavne.

Pozorovanie:

Zaver:
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Dokaz peptidovej vizby - biuretova reakcia

Zlueniny, ktoré vo svojej molekule obsahujua peptidovt vazbu -CO-NH-, vytvaraju v alkalickom

prostredi s kationom Cu®" fialovo sfarbeny chelat.

\ /

C=0 HC—R

Q
\H(!:/NI\CU/N\(I: =0
N o

o=" \I‘Ke N~ A

R—CH p=C

Pracovné potreby
Skumavka, pipeta
20 % roztok NaOH, 1 % roztok CuSQO, . 5 H,0, roztok bielkovin

Pracovny postup

Napipetujte 1 ml roztoku bielkoviny (peptidu)
Pridajte 1 ml roztoku NaOH

Po kvapkach pridajte roztok CuSO, . 5 H,0.
Vznikne fialovo sfarbeny chelat.

A

Pozorovanie:

Zaver:
Pozitivna biuretova reakcia je dokazom pritomnosti peptidovej vizby v zlicenine.
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Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie

Kontrolné otazky:

Aminokyseliny

NH3 skupinu je 9,6

12

1. Napiste Struktaru serinu
a) V kyslom prostredi pri pH nizS§om ako je izoelektricky bod
b) v zasaditom prostredi pri pH vy$§om ako je izoelektricky bod
2. Napiste Struktaru leucinu
a, V kyslom prostredi pri pH nizSom ako je izoelektricky bod
b, v zasaditom prostredi pri pH vys$Som ako je izoelektricky bod
AMK pl AMK polarne pl AMK pl
nepolarne s nabojom
Alanin 6,03 Glycin 5,97 Lyzin 9,74
Valin 5,97 Asparagin 5,41 Histidin 7,58
Leucin 5,98 Glutamin 5,65 Arginin 10,76
Izoleucin 6,02 Tyrozin 5,65 Kys.asparagova 2,87
Fenylalanin 5,98 Cystein 5,02 Kys. glutamova 3,22
Tryptofan 5,88 Serin 5,68
Metionin 5,75 Treonin 6,53
Prolin 6,10
3. Napiste a pomenujte produkt vytvoreny aminokyselinami:
a, glycin a alanine
b, alanin a glycin
¢, Alanin, glycin a valin
4, Napiste 3 biologicky vyznamné polypeptidy a ich funkciu
5. Vypoéitajte pH roztoku glycinu, v ktorom a-NH** skupina je disociovana na 1/3 ak pKa pre a-
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10.

Vypocitajte pH roztoku glutamovej kyseliny, v ktorom je jej y-COOH skupina na 2/3
disociovana. pKA pre y-COOH je 2,2

Aspartam JB s a sklada sa z2

aminokyselin.......c...cceeervernnnne. TP Vysvetlite Co sa stane ak aspartam

vo va¢Som mnozstve poziji l'udia s fenylketonuriou.

Preco je cystein (na rozdiel od ostatnych aminokyselin) zriedkavo vyuzivany ako pufer?

Uved'te aminokyselinové zloZenie glutationu. Aka je jeho funkcia v organizme?

Napiste vztah pre vypocet pl

13
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Proteiny (bielkoviny)

Obsah

Reverzibilné ZraZanie ProteinOV...........ccverieciieciieiesie et sie ettt eteeae et e aessbeessesseessaessaessnesseeenees 2
Ireverzibilné ZraZanie ProteINOV..........cvveriieriierierieieerie e et ettt eseereesree s e ssbeesseeseessaessnesssesssesnses 3
Hydrolytické Stiepenie ProteINOV........ccuiiiiiiiiiieie ettt 5
Stanovenie koncentracie bielkovin biuretovou metddou...........ccvvvieiiiiiiiiiiiee 6
KONLTOINE OtAZKY ... veeviiieiieiieiiieieesiee sttt ettt ettt e b e st e et e esbeeseasseesseesseesseessaesbessbeanbeebeesbeesaeens 8

Proteiny patria medzi zakladné stavebné a funkéné zlozky zivych systémov. Kym proteiny so
stavebnou ulohou st vo vode nerozpustné, bielkoviny funkéné su vo vodnych roztokoch vacsinou
rozpustné.

Rozpustné bielkoviny, ako makromolekulové latky, vytvaraji koloidné roztoky. Koloidna
disperzia bielkovin sa v roztoku stabilizuje vzajomnym odpudzovanim suhlasne nabitych Ccastic
a najma hydratacnym obalom. Ak sa hydrata¢ny obal porusi napr. vysokou iéonovou silou prostredia,
znizi sa rozpustnost’ proteinov (vysolovanie). Rovnako pridanim nizsieho alkoholu alebo acetonu
dochadza k odstraneniu hydratacného obalu a naslednému zhlukovaniu makromolekul a ich vyluceniu
zroztoku vo forme zrazeniny. Dej je vratny najmi pri nizSich teplotach. Zriedenim vodou, alebo
odstranenim soli dialyzou sa vyzrazané proteiny znova rozpustia.

Aj hodnota pH prostredia silne ovplyviiuje rozpustnost’ proteinov. Najmensiu rozpustnost’ maju

proteiny v izoelektrickom bode.

Protein pl Protein pl
Pepsin <1,0 Kolagén 6,6
Ovalbumin 4,6 Myoglobin 7,0
Albumin 4,0 Hemoglobin 7,1
Tropomyozin 51 Ribonukleaza 7,8
Inzulin 54 Cytochréom ¢ 10,6
Fibrinogén 5,8 Histon 10,8
v-globulin 6,6 Lyzozym 11,0
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Uloha: Reverzibilné zrazanie proteinov

Ak proteiny stracaji elektricky naboj a hydrataény obal — agreguju a vylacia sa z roztoku vo
forme precipitatu (zrazeniny). Tento vratny dej sa vyuziva na izolaciu bielkovin zo zmesi. Vhodnou
kombinaciou koncentricie soli a organickych rozpustadiel sa da dosiahnit’ selektivnost’ zrazania
jednotlivych proteinovych zloziek zmesi (Cohnova metdda frakcionacie proteinov krvnej plazmy
etanolom).

Na reverzibilné zrazanie sa pouzivaju soli alkalickych kovov a alkalickych zemin (NaCl, Na,SO,,
MgSO,), ale najcastejsie siran amonny (NH,4),SO,4. Globuliny precipituju uz pri poloviénom nasyteni

roztoku, iné napr. albumin az pri Uiplnom nasyteni roztoku siranom amoénnym.

Pracovné potreby

Skumavky, pipety

Roztok vajecného bielka (1 — 2 vajecné bielka sa premiesaju s 1 £ fyziologického roztoku), tuhy
NacCl, tuhy siran amoénny, etanol, aceton

Pracovny postup

Vysolovanie proteinov pomocou NaCl alebo (NH;),SO,.

1. Napipetujte 1 ml roztoku proteinov

2. Postupne pridavajte tuhy, jemne rozotrety NaCl az do upIného nasytenia roztoku. Bielkoviny sa
vyzrazaju.

3. Analogicky vyzrazajte bielkoviny pridavkom tuhého (NH,),SO,.

ZraZanie proteinov etanolom a acetonom.

Napipetujte 1 ml roztoku proteinov

K roztoku proteinov pridajte malé mnozstvo tuhého NaCl a skiimavku premiesajte.
Pridajte po Castiach a za premieSavania niekol’konasobny objem etanolu.

Vznika zakal a po chvili i vlocky vyzrazanych proteinov.

Zrazenina sa rozpusti, ak sa k nej prida voda.

o hswhE

Analogicky vyzrazajte bielkoviny acetonom.
(Orgamcke rozpustadla mézu u niektorych proteinov vyvolat’ aj ¢iasto¢na denaturaciu).

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Ireverzibilné (denatura¢né) zraZanie proteinov

Soli tazkych kovov ( Pb*, Hg®*, Cu®*, Ag") zrazaju proteiny mechanizmom priamej vizby
tazkého kovu najmé na volné — SH skupiny molekuly proteinov. MéZe nastat’ aj tvorba komplexnych
, ale najmd tym, Ze snimi vytvaraji nerozpustné soli. ZraZzanie sa tu spaja s ireverzibilnou
denaturaciou proteinov.

Organické kyseliny zrazaji podobnym mechanizmom. V lekérskej praxi sa napr. zrazanie
kyselinou sulfosalicylovou pouziva na dokaz proteinov v moci a kyselina trichléroctova sa vyuziva na
deproteinaciu (odstranenie bielkovin) biologického materialu, napr. krvného séra.

VysSia teplota — fyzikalny vplyv, ktory vedie k rozruseniu vodikovych mostikov proteinovej
molekuly a naslednému rozvinutiu polypeptidového retazca, Co znizuje rozpustnost’ proteinu. Takto sa
zrazaju takmer vsetky bielkoviny. Niektoré z nich st termolabilné a zrazaju sa uz pri teplotach 45 — 50
°C. Iné sa zrazaju po kratkodobom alebo dlh§om povareni. Niektoré bielkoviny najdené
v mikroorganizmoch izolovanych ztermalnych pramenov znest teploty aj 90 °C. Varom sa
bielkoviny denaturuji a stavaji sa nerozpustnymi (najmi pri izoelektrickom bode v okoli pH 5, ku
ktorému sa priblizime okyslenim roztoku bielkoviny). V silne kyslych a silne zasaditych roztokoch su

molekuly bielkovin viac disociované, a preto stabilnejSie a varom sa nezrazaju.

Pracovné potreby

Skumavky, sklenené pipety, automatické pipety

Roztok octanu olovnatého (5 g/l), roztok siranu mednatého (5g/l), koncentrovana HNOj3), roztok
kyseliny trichléroctovej (30 g/1), roztok kyseliny sulfosalicylovej 200g/1, roztok kyseliny octovej (10
g/1), roztok hydroxidu sodného (100 g/1), roztok vajecného bielka (z predchadzajticej Gilohy)

Pracovny postup
Zrazanie proteinov solami t'azkych kovov

1. Do dvoch skamaviek dajte po 1 ml roztoku bielkoviny.

2. Do jednej z nich pridavajte po kvapkach roztok (CHsCOO),Pb

3. Do druhej pridavajte roztok CuSO,. Vznikaju zrazeniny bielkovin.
Ak pridate roztoky tychto soli v nadbytku, zrazeniny sa rozpustia (preco?).

Zrazanie proteinov mineralnymi kyselinami

1. Do skiimavky napipetujte 1 ml koncentrovanej HNOs.
2. Opatrne pipetou pridavajte asi 1ml roztoku bielkoviny.
3. Narozhrani oboch roztokov vznika biely prstenec zrazeniny bielkovin.

ZriaZzanie proteinov organickymi kyselinami

1. Do dvoch skiimaviek pipetujte 1 ml roztoku bielkoviny.
2. Do prvej pridajte niekol'’ko kvapiek kyseliny sulfosalicylovej
3. Do druhej skimavky pridajte niekol’ko kvapiek kyseliny trichléroctove;.
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4. Pozorujte vznik bielej zrazeniny bielkovin.
ZriaZanie proteinov varom

Do troch skimaviek pipetujte po 2 ml roztoku bielkoviny.

Zahrievajte prva skimavku. Bielkoviny sa vyzrazaju.

Do druhej skiimavky dajte kvapku kyseliny octovej a zahrievajte. Bielkoviny sa opét’ vyzrdzaju.
Do tretej skaimavky pridajte 0,5 ml roztoku hydroxidu sodného a zahrievajte. Bielkoviny sa
nezrazaju ani po zahriati.

Ao eE

Pozorovanie:

Zaver: Zdovodnite uvedené pozorovania.
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Uloha: Hydrolytické $tiepenie proteinov

Peptidova vézba v molekule proteinov je pomerne stala. Podlicha v§ak hydrolyze v silne kyslom
prostredi (HCl, 6 mol/l + zvySena teplota), alebo V pritomnosti hydrolytickych enzymov: napr.
pepsinu, pri pH 1-2 (pH zaladocnej stavy).

IIZ. O R Ill (|)
| \
W AN+ HO0— ,/({' AR B A
?I ,H Il\ ! H (‘“II
H R. H O R

Pracovné potreby
Roztok pepsinu (2 %), konc. HCI, HCl (0,1 mol/l), HCI (0,2 mol/l), varené vajecné bielko,
destilovana voda

Pracovny postup

Pripravte a oznacte si Styri skimavky. Pipetujte jednotlivé substancie podl'a tabul’ky:

Skamavky 1 2 3 4
Destilovana H,O (ml) 5 3 - 1
HCI (0,1 mol/l) 1 - - -
HCI (0,2 mol/l) - - 1 -
HCI (konc.) - 3 - -
Pepsin (2 %) (ml) - - 5 )

Do kazdej skumavky pridajte rovnaky kasok varen¢ho vajecného bielka (proteiny) a vsetky
skiimavky nechajte inkubovat’ po dobu 60 mint v termostate pri 37 °C. Po tomto ¢ase zaznamenajte

vizualne zmeny, ktoré nastali v jednotlivych skimavkach. Vysvetlite pri¢iny najdenych zmien.

Pozorovanie:

Zaver:
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Uloha: Stanovenie koncentracie bielkovin biuretovou metodou

Biuretovu reakciu davaju peptidy a bielkoviny v désledku pritomnosti peptidovych vizieb (CO-
NH-). Je pomenovana podl'a zluc¢eniny biuret, ktora dava rovnaké fialové sfarbenie ako bielkoviny

a paptidy. Reakcia je zalozena na tvorbe tetraamoniovej soli s komplexne viazanou med’ou.

— — 2+

biuret H/N N\
R—C \ / CcC=0

Pracovné potreby
Biuretové &inidlo, Albumin (konc.1g/100cm®), destilovana voda

Pracovny postup

Pripravte a oznacte si sedem skimavok. Pipetujte jednotlivé substancie podl'a tabul’ky:

Skimavky 1 2 3 4 5 6 7
Albumin (ml) 0 0,2 0,6 1 1,5 2 -
Vzorka (ml) - - - - - - 1

Dest. voda (ml) 2 1,8 1,4 1 0,5 0 1
Biuret. ¢inidlo (ml) 4 4 4 4 4 4 4

Premiesat’, nechat’ 30 min. reagovat’

Urc¢it’ absorbanciu pri 520 nm

Mnozstvo bielkoviny 0 2 6 10 15 20

v skimavke (mg)

Absorbancia pri 520 nm

Pozorovanie:
Pomocou kalibracnych roztokov (skiimavky 0-5) zostrojime kalibracny graf (zavislost’ absorbancie
Standardného roztoku 'udského albuminu pri 52 nm od mnoZstva) a Z neho ur¢ime mnozstvo albuminu

v mg na 1 ml vzorky.
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Zaver:
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Kontrolné otazky:

1. Dopliite v tabul’ke priklady proteinov s r6znou funkciou
Funkcia Priklad
Katalyticka
Ochranna
Regula¢na
Pohyb
Transport
2. Vymenujte metody precipiticie proteinov
3. Pomenujte typ vézby, ktora je zodpovedna za sekundarnu $truktiru proteinov
4. Vymenujte metaloproteiny a uved’te kov, ktory obsahujli vo svojej molekule

5. Uved’te 1 priklad fibrilarnej a 1 priklad globularnej bielkoviny. Uvedte rozdiely

6. Zarad'te do ktorej skupiny biomakromolekul patri hadi jed.




Praktickeé cvicenia z lekarskej chémie Proteiny

1. Popiste procesy: koagulacia, precipitacia a flokulacia.

8. VVymenujte proteiny, ktoré sa nachadzaju vo vaje¢nom bielku

9.  Vymenujte proteiny, ktoré sa nachadzaju v mlieku

10. Vysvetlite, ako ovplyviiuje zmena primarnej Struktary kvartérnu Struktiru proteinu a uved'te
priklad.
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