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Predslov

Predkladané skripta vznikli v snahe aktualizovat’ a predovSetkym sprehladnit’ ulohy, ktoré
rieSia v ramci zékladnych praktickych cvieni z biochémie Studenti 2. a 3. ro¢nika bakalar-
skeho stupna Stadia odborov chémia, biologia a ich kombinacii S inymi odbormi. Véc¢Sina
uloh pochadza z pévodnych skript "Podhradsky, Mihalovova: Praktické cvicenia z biochémie,
Kosice 1989". Niektoré z nich boli z vicSej alebo mensej Casti modifikované a prisposobené
sucasnym podmienkam v laboratériu. Pribudli aj nové tlohy ako napr. tie, venované nukleo-
vym kyselindm. Skripta st tematicky rozdelené do Siestich samostatnych celkov, pricom kaz-
dy z nich pozostava z niekol’kych uloh. Nazvy celkov odpovedaju povahe biomakromolekul,
ktoré tvoria ich ustredna tému. Teoretické uvody na zaciatku celkov st novozostavené a ich
hlavnym cielom je priblizit’ stru¢ny prehl'ad zédkladnych biochemickych metod, ktoré sa vyu-
zivaju pri Studiu danych biomakromolekul.

Tieto skripta su zamerne pristupné iba v elektronickej podobe. Dévodom je snaha priebez-
ne aktualizovat’ a modernizovat’ jednotlivé ulohy podl’a meniacich sa moznosti nasho labora-
toria. Difame, ze skripta splnia svoju ulohu a Studenti budu mat’ po absolvovani tychto labo-
ratornych cviceni dostatoné teoretické vedomosti a praktické zrucnosti z oblasti zakladnych
biochemickych metod.

Na zaver by sme chceli podporit” kritickost’ Studentov, ktori buda s tymito skriptami pra-
covat’. Autori budil vda¢ni za kazda konStruktivnu kritiku a kazdy navrh na zlepSenie pred-

kladanych u¢ebnych textov.

V mene autorov
Erik Sedlak
Kosice

2020
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Pracovny poriadok a zasady bezpeénosti prace v biochemickom labo-
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PRACOVNY PORIADOK A ZAS’ADY BEZPECNOSTI PRACE
V BIOCHEMICKOM LABORATORIU

Organizacia cvi€enia

V laboratériu pracuju Studenti samostatne alebo po dvoch az Styroch v skupine a robia pri-
delené prace v poradi, ktoré im urcil veduci cvicenia. Dodrzanie harmonogramu prac je nevy-
hnutné vzhl'adom na obmedzeny pocet pristrojov.

Studenti st povinni:

1. Prist’ na cvicenie v€as a zostat’ v laboratoriu az do skoncenia. Zmeskanie viac ako 15 minut
sa neospravedIni a uloha sa musi odcvicit’ v ndhradnom cviceni.

2. Na cvicenie sa pripravit’ vopred a poznat’ pracovny postup. Posluchd¢i musia byt’ pripra-
veni tak, aby Gcelne vyuzili ¢as. Ak veduci cvicenia zisti, Ze sa Student na tlohu nepripra-
vil, musi laboratérium opustit’ a s vediucim si dohodne nahradny termin.

3. Kazda absencia musi byt ospravedlnend pisomne. Ak ma Student zadvazné osobné dovody,
pre ktoré nebude mozné zlcastnit’ sa na buducom cviceni, ohlasi to veducemu vopred.
Kazdd zameskana uloha sa musi nahradit. Na termine nahradného cvicenia sa dohodne
Student s veducim. Tento termin je rovnako zavdzny ako termin riadneho cvi¢enia. Maxi-
malny pocet ndhradnych cviceni je 2 (vynimocne mozno prekrocit, ak bola absencia zavi-
nena chorobou).

4. Studenti st povinni udrziavat’ v laboratériu poriadok. Pred zadatim cvienia skontroluju, ¢i
maji na stole uplné vybavenie. Nie je dovolené prenasat’ vybavenie od jedného stola k
druhému. Po skonceni cvic¢enia da §tudent vSetko do pévodného stavu a len potom ohlasi
vediicemu cvicenia, Ze pracu skon¢il.

5. Studenti maju pracovny zosit (nie kiisok papiera), do ktorého v priebehu cvienia zapisujt
vlastné pozorovania, vysledky, hodnoty merania a pod. Po skonceni ulohy predlozia vedu-
cemu cvicenia tieto poznamky s vysledkami svojej prace a potom vypracuju protokol.

6. Na nasledujucom cvic¢eni odovzdaju protokol o praci minulého cvicenia. Protokol (oby-
¢ajne dvojharok) mé na titulnej strane nazov a Cislo tlohy (v strede), meno posluchaca, za
menom cislo krizku a datum cvicenia (v pravom dolnom rohu). Protokol sa robi z kazde;j
ulohy a musi obsahovat’:

a) stru¢ny princip ulohy, spocivajuci predovsetkym v chemickej rovnici, pripadne schema-
tického znazornenia sledovaného deja,

b) struény pracovny postup (neopisovat’ z navodov na cvicenie!), uviest’ len pravy pocas
pracovného postupu (riedenie vzorky, mnozstvo vzorky pouzité pri praci),

¢) namerané hodnoty (ktoré st zakladom protokolu), grafy, tabul’ky,

d) vypocet (spracovanie nameranych hodnot — uviest’ vzdy jeden vzorovy vypocet),

e) zaver (struéné zhodnotenie dosiahnutych vysledkov — uviest’ pric¢inu, ak dosiahnuty vy-
sledok nezodpoveda skutocnosti).

7. Pred odchodom je kazdy Student povinny odovzdat’ pracovny stdl prislusnému technikovi,
ktory skontroluje jeho obsah a Cistotu.
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VsSeobecné pravidla

Pri praci v chemickom laboratoriu sa musia bezpodmiene¢ne dodrziavat pravidla o hy-
giene a bezpecnosti prace.
Zakladom bezpecnej experimentalnej prace je:
* poriadok a disciplina;
* dokladna teoreticka priprava;
* sustredenost’ pri praci;
* osvojenie si a dodrziavanie spravnych pracovnych technik.

Znalost’ zasad bezpecnej prace:

1. Do chemického laboratoria vstupujeme v pracovnom plasti a nosime so sebou len potrebné
pomocky (pracovné zoSity, kalkulacky, pisacie potreby). Podl'a povahy prace (manipulacia
s koncentrovanymi kyselinami a ldhmi, prace s vybusnymi latkami, prace za znizen¢ho
alebo zvySeného tlaku) pouzivame osobné ochranné prostriedky (ochranny $tit, rukavice,
vhodnu pracovnu obuv, ochranné okuliare a i.).

2. V chemickom laboratériu sa nesmie jest, prechovavat’ potraviny, pit’ z laboratérnych na-
dob, faj¢it’. Nadoby na pitie musia byt pre tieto ucely zvlast’ oznacené! Po skonéeni prace,
si pred odchodom z laboratoria umyjeme ruky mydlom.

3. Pre pracu pouzivame len bezpe¢ne zname, riadne oznacené chemikalie, neposkodené che-
mické nadoby a pomocky, ktoré po skonceni prace oCistime a ukladdime na urcené miesta.

4. Pri praci so sklom sa chranime pred porezanim:

m sklenené rarky, ty€inky, teplomery a pod. zastivame do otvoru zatky alebo hadice bez
nasilia, vzdy vopred zvlh¢ené glycerolom alebo vodou. Trubicu drzime pri zatke (nie v
ohybe!) a zastivame krazivym pohybom. Ruky si chranime tkaninou!

m tesnost’ a zaroven pohyblivost’ zabrisenych sklenych ploch (kohuty, zabrusové Casti apa-
ratir) zabezpecujeme vhodnym mazadlom (napr. Ramsayov tuk), ktoré sa nanasa vzdy len
v malom mnozZstve na ¢ast’ zabrusenej plochy a pozornym otacanim sa rozotrie po celom
zabruse vo vel'mi tenkej vrstve.

m zatky reagencnych flia§ nekladieme zabrisenou Cast'ou na stdl. Pri nalievani kvapaliny
drzime reagen¢nu fl'asu tak, aby sme §titok s ozna¢enim mali na dlani. Stekajicu kvapalinu
¢inidla otrieme o zatku reagencnej fl'ase.

m zvySky rozbitého skla odstrafiujeme zo stola kefkou (nie rukou) do odpadového kosa s
pevnym dnom.

5. Pre pracu s chemikaliami st nevyhnutné odborné vedomosti o ich vlastnostiach
m chemikalie nikdy neochutndvame, zépach zistujeme usmernenym pohybom ruky. Pre-
chovavaju sa zasadne v uzavretych nadobach.

m pri riedeni kyselin lejeme vzdy opatrne kyselinu tenkym prudom za staleho mieSania a
chladenia do vody (nie naopak!).

m pri rozpustani tuhych hydroxidov sypeme tieto postupne do vody za staleho mieSania a
chladenia.

m vSetky manipulacie s prchavymi, zapachajicimi, vybuSnymi, horlavymi latkami a jedo-
vatymi plynmi robime za dobrého vetrania v digestoriu s dostatoénym odt’ahom. S horl’a-
vymi latkami sa nesmie pracovat’ v blizkosti otvoreného plamena! Pri rozliati horlaviny
treba okamzite zhasnut' kahany, vypnut elektricky prad a postarat’ sa o dokonalé vy-
vetranie miestnosti.

m zieraviny, jedovaté a prchavé latky odmeriavame odmernym valcom, alebo bezpecnost-
nou pipetou s baldénikom.

6. Pri zahrievani, vareni vody, alebo inych kvapalin pridavame do varnych nadob porovité
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telieska, tzv. varné kamienky (kusky porcelanovych criepkov, llomky nepolievaného por-
celanu, sklené gulicky, frity a pod.), aby sa zabranilo utajenému varu, ktory méze vzniknat
miestnym prehriatim kvapaliny o niekol’ko stupniov nad jej teplotu varu. Nahodny popud
potom vyvolava prudky, niekedy az explozivny var. Nad zahrievanu kvapalinu sa nikdy
nenakldname! Ked’ nemozno pouzit’ varné telieska, mieSame kvapalinu sklenenou tycin-
kou. Pri zahrievani v skimavke upeviiujeme skimavku do drziaka, pridrziavame ju Sikmo,
otvorom od seba a od spolupracujucich. Skiimavkou pohybujeme tak, aby sa kvapalina
rovnomerne zahrievala.

7. Pre pripad poziaru ma byt nablizku T'ahko dostupné dostatocné mnozstvo vody, piesok,
stary plast’ (platno, prikryvka), hasiaci pristroj.

8. ReSpektujte vzdy pokyny veduceho cviCenia pri konkrétnych tlohéach, pri likvidacii od-
padu, bezdévodne neopustajte pracovné miesto a nenechavajte aparatury, v ktorych pre-
biehaju chemické reakcie bez dozoru. Vyhnete sa zbytoénému riziku nebezpecéenstva, ktoré
so sebou prinasa povaha prace v chemickom laboratoriu.

9. Prislusné pokyny pre pracu v chemickom laboratériu a vystrazna obrazova symbolika st v
laboratériu umiestnené na viditel'nom mieste. OBOZNAMTE SA S NIMI!

Zakladné zasady poskytovania prvej pomoci

Pri nehodach poskytujeme v laboratdriu len prvii pomoc. Kazdy uraz je vSak potrebné brat’
vaznejSie ako sa javi, pretoze neuvazeny zdsah moéze postihnutému viac poskodit’ ako pro-
spiet’. Preto, okrem okamzitého oSetrenia, zabezpecujeme postihnutému odborné lekarske
osetrenie.

O kazdom, i Uplne nepatrnom uraze informujte veduceho cvicenia!

Pri experimentalnej praci sa moézu najcastejsie vyskytnut’:

m mechanické urazy (rezné, trzné a bodné rany);

m poleptania (kyselinami a [ihmi);

m popéleniny (horticim predmetom);

m otravy pozitim jedovanych latok;

m Urazy spdsobené exploziou,

m urazy elektrickym pradom.

Mechanické drazy su spdsobené obycajne neopatrnost’ou pri zaobchédzani so sklom, ale-
bo nespravnym odhadom jeho mechanickej pevnosti. MenSie poranenia a odreniny (ak nezos-
talo v ranach sklo!) oSetrime priamo v laboratoriu. Okolie ran umyjeme alkoholom, alebo
1,5 -3 %-nym roztokom peroxidu vodika. Pri vicSich poraneniach predbezne obviazeme
suchym sterilnym obvdzom (neprikladat’ vatu!) a vyhl'addme odborné oSetrenie.

Poleptania pokozky alebo sliznice dychacieho tustrojenstva spdsobuju Zieraviny. Polep-
tané miesta oplachneme o najskor silnym pradom vody, potom postihnuté miesto omyvame
gazou namocenou do:

3 %-ného roztoku NaHCOs pri poleptani kyselinami

3 — 10 %-ného roztoku kyseliny citrénovej alebo octovej pri poleptani [ihmi.

Pri poleptani oka okamzite vyplachujeme tecticou vodou 15 az 20 minut (tlak vody nesmie
byt prili$ silny, aby neposkodil zrak). Kazdé, aj najmenSie zasiahnutie oka musi byt’ vySetrené
lekarom!

Ak pri poleptani dychacieho ustrojenstva zieravymi plynmi (NHs, H2S, HCI, SO2) trva draz-
divy kaSel’ po opusteni zamoreného priestoru dlhsie ako 10 minut, musime postihnutého oka-
mzite dopravit’ k lekarovi.

Pri popaleninach malé zranenia ochladime te¢icou vodou, alebo na postihnuté miesto
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prilozime I'ad a prikryjeme suchym sterilnym obvidzom. Pri rozsiahlejSom zasiahnuti popélené
(alebo ohorené) miesto len prikryjeme suchym sterilnym obvédzovym materialom pre ochranu
pred infekciou a zraneného dopravime ¢o najskoér do nemocnice.

Pri otravach jedovatymi latkami alebo plynmi je potrebné ihned’ vyhl'adat’ alebo privo-
lat’ lekarsku pomoc a informovat’ lekara, ktord latka otravu sposobila.

Pri otravach kyselinami alebo Ilihmi je vhodné bezprostredne po poziti vyvolat’ zvraca-
nie. Neskor (po 10 — 15 min) by to mohlo vyvolat’ zhorSenie stavu. Ako neutralizaéné pro-
striedky podavame:

* pri kyselinach suspenziu MgO v ladovej vode, (pitie vody resp. mlieka posobi priaznivo, i

ked’ neutralizacny ucinok nema),

* pri hydroxidoch ddvame postihnutému vypit zriedenu (1 %) kyselinu octovu, alebo zrie-

denu citronovii Stavu.

Pri otravach vdychnutim jedovatych latok zabezpecime prenos postihnutého na Cerstvy
vzduch a urychleny prevoz do nemocnice.

Pri kazdom uraze musime pocitat’ s tym, Ze Grazy a zl'aknutia s sprevadzané Sokom. Ne-
lieCeny Sok mdze mat’ vel'mi vazne nasledky, preto kazdému urazu venujeme starostlivost’ i

vtedy, ked’ sa Gi¢inok zjavne v Case Urazu neprejavuje.

Prehlad Skodlivych chemikalii a prva pomoc pri praci s nimi:

Latka Prva pomoc

Aceton cerstvy vzduch, inhalacia kyslika

Acetylén Cerstvy vzduch, umelé dychanie

Acetylchlorid Cerstvy vzduch, o¢i vyplachnut’ zriedenym hydrogénuhli¢itanom sodnym

Akrolein a derivaty cerstvy vzduch, inhalacia kyslika

Akridin a derivaty Cerstvy vzduch, inhalacia kyslika

Aldehydy Cerstvy vzduch, splachnut’ zriedenym amoniakom, pit’ roztok amonnych soli,
surové vajce, vyplach zaludka

Alkalické kovy splachnut’ silnym alkoholom

Alkaloidy zvracanie, lekar

Alkoholy vyplach zaludka, ¢ierna kava, inhalécia kyslika, lekar

Alkylestery inhalacia kyslika

Alkylhalogenidy Cerstvy vzduch, pokoj, vymenit’ $atstvo, umelé dychanie, inhalacia kyslika a
oxidu uhli¢itého

Aminy (anilin a iné) cerstvy vzduch, telo umyt’ teplou vodou a mydlom, vyplach zaludka, Zivo-

¢iSne uhlie, prehanadlo, silna kava, inhalacia kyslika, vitamin C, lekar, Zia-
den alkohol alebo tuk, nevystavovat’ sa sinku

Amoniak cerstvy vzduch, vdychovat’ pary kyseliny octovej, zaviest’ umelé dychanie,
o¢i vymyt roztokom hydrogénuhli¢itanu sodného

Antimon a zlaéeniny vyplach Zalidka oxidom hore¢natym a zivo¢isnym uhlim

Arzén a zlGCeniny vyplach zaludka oxidom hore¢natym a Zivo¢isnym uhlim, lekar

Arzénovodik cerstvy vzduch, roztok uhli¢itanu sodného, lekar

Atropin vyplach Zaladka, Zivo¢isne uhlie, lekar

Barbituraty zvracanie, vyplach zaludka, ¢ierna kava, dostatok tekutin, lekar

Bérium a zluceniny vyplach zaludka siranom sodnym alebo horecnatym, lekar

Benzén telo umyt’ vodou a mydlom, inhalacia kyslika, vyplach zalidka roztokom

oxidu hore¢natého, Zivoc¢isne uhlie
Benzylchlorid(bromid) cerstvy vzduch
Dialkylsulfaty Cerstvy vzduch, teplo, o¢i a poleptané miesta vyplachovat’ hydrogénuhliita-
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Dusi¢nany, dusitany
Dusic¢nan draselny
Eter

Etylénoxid

Fenol
Fenylhydrazin
Fosfor

Glykol a homolégy
Hexachlorcyklohexan

Chlor
Chlorid uhli¢ity

Chlorid zino¢naty
Chlorecnany
Chloroform
Chlérové vapno
Chrom a zluceniny

Kadmium a zla¢eniny
Kyén a zluceniny

Kyseliny

Luhy

Mangén a zltceniny
Med’ a zluceniny
Nitrobenzén
Nitrozne plyny
Olovo a zlt¢eniny
Ortut’ a zluCeniny
Oxid siri€ity

Oxid uhlicity
Oxid uholnaty
Pyridin

Salicylaty
Sirouhlik

Sulfan
Trichloretylén
Uhl'ovodiky
Zinok a zlu€eniny

nom sodnym

vyplach zaltidka, zivociSne uhlie, kofein, kyslik, lekar

vyplach zaliidka mliekom, vajecny bielok, voda

cerstvy vzduch, vyplach zaludka

cerstvy vzduch, inhaldcia kyslika, v pripade potreby umelé dychanie, oci
vyplachnut’ hydrogénuhli¢itanom sodnym

mlieko, vyplach zaludka oxidom hore¢natym, Zivocisne uhlie, pokozku umyt
alkoholom

cerstvy vzduch, vymena odevu,
kozku zmyt’ alkoholom

umyt 5 % siranom mednatym, pit' 1 % peroxid vodika, umelé dychanie,
inhalacia kyslika, nedavat’ mlieko ani tuk

pit alkalické vody

umyt’ telo vodou a mydlom, vyplach zaludka, zivocisne uhlie, prehanadlo
alebo 100 az 200 ml parafinového oleja, nedavat’ iny olej, mlieko alebo al-
kohol, lekar

inhalécia aerosolu hydrogénuhli¢itanu sodného, kyslik, lekar

Cerstvy vzduch, umelé dychanie, silnd kava, nedavat’ mlieko, tuk, ani alko-
holické napoje, o¢i vyplachnut’ vodou, lekar

silna kéva, pit roztok tiosiranu sodného

roztok hydrogénuhlicitanu sodného, prehanadla, nedavat’ alkohol, lekar
umelé dychanie, inhalécia kyslika

pokozku oplachnut’, neutralizovat’, krémovat’

poranené miesta umyt sirnatanom sodnym, pit’ mlieko, bielkoviny, oxid
horecnaty, zivo¢iSne uhlie

inhalacia aerosélu hydrogénuhli¢itanu sodného, kyslik, lekar

vyplach zalidka, zivoc¢isne uhlie, inhalacia kyslika, umelé dychanie, 3 %
peroxid vodika, lekar

vyplach ust studenou vodou, roztok hydrogénuhli¢itanu sodného, vyplach
zaludka, mlieko, vajecny bielok, lekar

vyplach Ust studenou vodou, zriedeny ocot, vyplach Zaludka, mlieko

vyplach zaludka, zivocisne uhlie, lekar

vyplach zaludka, mlieko, bielok, oxid hore¢naty

kyslik, lekar, nedat’ alkohol, nenechat’ na slnku

kyslik, pokoj, teplo, vdychovanie zriedeného amoniaku, vel'a tekutin
davenie, siran sodny, citran sodny, mlieko, bielok, lekar

mlieko, bielok, 5 % tiosiran sodny, zvracanie

inhalacia aerosélu hydrogénuhli¢itanu sodného

cerstvy vzduch, kyslik

cerstvy vzduch, kyslik s 5 az 7 % oxidu uhlicitého

vyplach zalidka, Zivoc¢isne uhlie, ricinovy olej, inhalacia kyslika s oxidom
uhli¢itym

vyplach zaludka 5 % hydrogénuhlic¢itanom sodnym, zivo¢isne uhlie, lekar
Cerstvy vzduch, kyslik, lekar

Cerstvy vzduch, umelé dychanie, kyslik, vyplach o¢i vodou, lekar

umelé dychanie, vyplach zaludka, zivoc¢isne uhlie, nepodéavat’ tuky

cerstvy vzduch, kyslik s oxidom uhli¢itym, nepodavat’ alkohol

vyplach zZaludka, Zivoc¢isne uhlie, hydrogénuhlic¢itan sodny

silnd kava, neddvat’ alkohol ani tuk, po-
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Materialy v chemickom laboratériu

Na vyrobu pomdcok, ktoré sa pri beznej praci v laboratériu pouzivaji, sa najéastejsie vyu-
ziva chemické sklo, porcelan, kovy, drevo, rézne plasty, papier a pod.

Chemické sklo a jeho viastnosti

Vo vSeobecnosti sklom nazyvame amorfné (nekrystalické) stuhnuté taveniny. Sklo, z kto-
rého sa vyrabaju laboratérne pomocky, musi byt odolné proti nahlym zmenam teploty a che-
mickym vplyvom. Chemické sklo je tuhy roztok kremicitanov, ktory obsahuje v nadbytku
Si02. Cim je obsah SiO2 vyssi, tym je kvalita skla vys§ia. Okrem SiO, obsahuje sklo oxid
bority, oxid hlinity, oxidy alkalickych kovov a kovov alkalickych zemin, oxid fosfore¢ny a
oxidy roznych kovov podla funkéného vyuzitia skla. Chemickym zlozenim a kombinaciou
pomeru zloziek sa ziskava sklo r6znej kvality, najmé z hl'adiska tepelnej odolnosti a odolnosti
voc¢i chemickym vplyvom. Tepelnti odolnost” skla vyjadruje koeficient tepelnej rozt'aznosti a,
ktory &iselne vyjadruje dizkové roztiahnutie skla pri zmene o 1 °C. Cim je koeficient roztaz-
nosti skla o nizsi, tym ma sklo vacsiu odolnost’ vo¢i ndhlym zmenam teploty (napr. pri che-
mickom skle je a.=32—50 - 107, kym pri oby&ajnom tabulovom skle a =100 — 130 - 107).
Odolnost’ chemického skla sa zvySuje so zmenSovanim hrubky stien, hrubostenné nadoby
pouzivame len tam, kde nedochddza k velkym alebo ndhlym zmenam teploty.

Pre laboratérne pomdcky sa pouziva:

a) mikké sklo (sodno-vapenaté), ktoré ma premenlivé zlozenie a neznasa prudké zmeny tep-
loty (valce, hodinové skla, lieviky, exikatory a pod.)

b) tvrdé sklo (borosilikatové), ktoré ma mala tepelnu rozt'aznost, dobre znasa zmeny teploty
(skamavky, banky, kadi¢ky a pod.)

c) kremenné sklo, ktoré vznika rychlym ochladenim roztaveného SiO2 ako sklovita amorfna
latka, ma vysoku teplotn1 odolnost’ (znaSa kratSie zohriatie az na 140 °C), maly koeficient
roztaznosti (5,5 - 107). Nadoby z kremenného skla sa mézu rozpélit do ervena a ponorit
do studenej vody bez prasknutia. Z kremenného skla sa vyrabaju napr. spal’ovacie trubice,
alebo nadoby pouzivané pri fotochemickych reakciach.

Chemické sklo sa vyznacuje odolnost'ou voci chemickym vplyvom, najmi voc¢i kyselindm.
Len HF (pri vyssich teplotach aj HsPOy) sklo rychlo rozrusuje:

SiO2 + 4 HF — SiF4+ 2 H20

Koncentrované hydroxidy poruSuju sklo pri zvySenej teplote a pri alkalickom taveni sa
moZe sklo celkom rozlozit:

SiO2 + 2 NaOH — NazSiOs + H20
SiO2 + Na,CO3 — NazSiOs3 + CO»

Podl’a ur€enia a charakteru prace sa pomdcky zo skla delia do troch skupin:

m chemické varné sklo (obrazok 1)

m chemické odmerné sklo (obrazok 2)

m chemické technické sklo (obrdzok 3)

11
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Obrazok 1 Chemické varné sklo

1 —kadi¢ka, 2 — Erlenmayerova banka, 3 — tit-
racna banka, 4 — varna banka s gulatym dnom,
5—reagencna skumavka, 6 — destilatny nasta-
vec, alonz, 7 — guli¢kovy chladi¢, 8 — Soxhletov
pristroj, 9 — Liebigov chladi¢

Obrazok 2 Chemické odmerné sklo
1—odmerné¢ banky, 2 —odmerné valce, 3-—
pyknometer, 4 — pipety, 5—byreta s rovaym a
bo¢nym kohutikom

Obrazok 3 Chemické technické sklo

1 — prachovnica, 2 —reagenéna fTasa, 3 — odsa-
vacia banka, 4 —premyvacka, 5 — exikator, 6 —
trecia miska, 7 — Biichnerov lievik, 8 — filtra¢né
lieviky, 9 — kvapadla, 10 —navazovacka s vrch-
nacikom, 11 —navazovacia lodi¢ka, 13 — hodi-
nové skli¢ka, 14 — Petriho miska, 15— oddel’o-
vaci lievik
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Sklenené zabrusy

Pri zostavovani a spajani jednotlivych sklenych cCasti aparatar sa pouzivaju sklenené za-
brusy. Zabrus tvoria dve zabrtsené, tesne k sebe priliehajuce plochy, tzv. jadro, s vonkajSou
brusenou plochou a tzv. plast’ s vnitornym brasenim. Mo6zu byt rovinné, kuzelovité, valco-
vité, gulovité. Pre laboratdérne ucely sa najcastejSie pouzivaju kuzelovité zabrusy. Aby sa
jednotlivé Casti aparatir mohli vzdjomne vymienat, musia mat zabrusy obidvoch dielov ur-
Cité a presné rozmery, tzv. normalizované zabrusy (NZ). Zabrus ozna¢eny napr. NZ 29/32 je
kuzelovity zabrus s hornym (va¢sim) priemerom 29 mm a vyskou 32 mm.

Nenormalizované zabrusy maju I'ubovolné rozmery a vyskytuji sa napr. na zatkach rea-
gen¢nych flia$, na prietokovych kohutoch, na odmernych bankach a pod. Zabrusy pred pouzi-
tim natierame vhodnym mazadlom (napr. Ramsayov tuk), ktoré v malom mnoZstve nanesieme
na zabrus a obidve Casti zl'ahka pritlacime. Pooto¢enim sa mazadlo rovnomerne rozotrie.

Cistenie skla

Pri experimentalnej praci musime pouzivat’ vSetky nddoby zo skla vzdy cisté, preto ich
zasadne Cistime hned’ po pouziti. Postup €istenia mdze byt mechanicky, alebo chemicky.

Pri mechanickom spdsobe davame pozor, aby sa neposkodil hladky povrch skla. Pri che-
mickom ¢isteni pouzivame rozpustadla (benzin, benzol, alkohol a pod.), alebo oxidacné zme-
si, vzdy podl'a charakteru znecistenia. Po odstraneni necistot je potrebné nadoby niekol'’kokrat
oplachnut’ vodou, nakoniec malym mnozstvom destilovanej vody a nechame uschnit’ vol'ne,
alebo v susiarni (odmerné nadoby nesmieme vkladat’ do susiarne).

Porcelan
Porcelan pouzivany v chemickom laboratoriu ma vysokt mechanicki a chemicku odol-

nost’ (je vSak citlivy na narazy a l'ahko sa triesti), je vhodny na vyrobu nadob na Zihanie, od-
parovanie a vazenie (obrazok 4), pretoze povrchové viazanie vody je prakticky nulové.

\
|\

2 Obrazok 4 Laboratérne pomécky z porcelanu
1 —roztieracky s roztieradlom, 2 —navazovacia lodic-
ka, 3 — porcelanovy téglik, 4 — odparovacia miska

13
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Kovové materialy

Kovy a zliatiny kovov sa pouzivaji v chemickom laboratoriu ako vseobecny konstrukény
materidl. V porovnani so sklom maji kovy vysokt mechanickt pevnost’, nie su krehké, maju
podstatne vyssiu tepelnt a elektricka vodivost’ a tepelnt roztaznost’. Kovové nadoby a apara-
tary sa pouzivaju vsade tam, kde nemdzeme pouzit’ sklo, porcelan, pripadne kremenné sklo. Z
kovov a ich zliatin sa vyrabaju podstavce a tyCe na stojany, svorky, lapaky, kruhy, trojnozky,
tégliky, pinzety, tlacky, kahany a pod. (obrazok 5). Pre Specialne ucely sa pouzivaji nadoby a
pomdcky z rdéznych kovov (napr. zo zlata, platiny, striebra, niklu, medi, chrému a pod.).

Obrazok 5 Kovové laboratérne pomocky

1 —stojan, 2 — téglikové klieste, 3 — pinzeta, 4 — Zelezny
kruh, 5 — filtra¢ny kruh s drevenou vlozkou, 6 — $pachtle,
7 — drziak na skumavku, 8, 9, 10 — drziaky, 11 — krizova
svorka, 12 — azbestova sietka

Nekovové materialy

Z ostatnych materidlov sa v chemickom laboratoriu pouziva najmaé:

korok — (zatky, podlozky, tesnenia, tepelne izola¢ny material)

guma— (spojovaci a tesniaci material, hadice, vzdu$né baloniky). U¢inkom silnejsich kyselin
a vplyvom slne¢ného ziarenia guma tvrdne, vo va¢sine organickych rozpustadiel na-
puciava, straca pevnost’, alebo sa celkom rozpusti.

plastické hmoty — pre svoje vyhodné vlastnosti nasli v laboratornej praxi Siroké uplatnenie.

drevo - tvrdé drevo sa pouziva na zhotovenie niektorych ¢asti laboratérneho zariadenia (napr.
drevend vlozka filtratného kruhu, drevené stojany na skimavky, drzadlo na skua-
mavky, a pod.). Povrch je obyc¢ajne impregnovany, alebo natrety ochrannym naterom.

papier — pouziva sa v chemickom laboratériu ako filtrany material.

14
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Chemikalie

Vicsina chemikalii, s ktorymi v laboratoriu pracujeme, je viac ¢i menej nebezpecna. K
preventivnej ochrane zdravia a bezpe¢nosti pri praci preto nevyhnutne patri bezpe¢né zaob-
chadzanie a uskladnovanie chemikalii. Pre pracu s chemikaliami platia ur¢ité normy a naria-
denia, s ktorymi sa musi kazdy chemik oboznamit’ pred zacatim prace.

Na zaklade Nariadenia Europskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 1272/2008 boli vypracova-
né kritéria pre klasifikaciu, ozna¢ovanie a balenie chemickych latok, v skratke CLP (Classifi-
cation, Labelling and Packaging of substances). CLP vychadza z globalneho harmonizované-
ho systému klasifikacie a ozna¢ovania chemickych latok (GHS, Globally Harmonized System)
pripraven¢ho Organizaciou spojenych narodov (OSN). Ciel'om je identifikacia nebezpecnych
chemikalii a informovanie pouzivatel'ov o tychto nebezpecenstvach prostrednictvom symbo-
lov (tabulka 1) a viet na Stitkoch obalov a prostrednictvom kariet bezpe¢nostnych udajov.
GHS zabezpecuje vysoku troven ochrany 'udského zdravia a Zivotného prostredia.

TABULKA 1 Vystrazné piktogramy na ozna¢ovanie chemikalii podla OSN (GHS/CLP)

Piktogram Vystrazné upozornenie

— nestabilnd vybusnina

— vybusnina; nebezpecenstvo rozsiahleho vybuchu

— vybusnina; zavazné nebezpecenstvo rozletenia ulomkov

— vybusnina; nebezpecenstvo poziaru, vybuchu alebo rozletenia tilomkov
— nebezpecenstvo poziaru alebo rozletenia tlomkov

GHSO1 — zahrievanie mdze spdsobit’ vybuch

— mimoriadne horlavy plyn
— mimoriadne horlavy aerosol
— horlavy aerosoél

— mimoriadne horl'ava kvapalina a pary

— vel'mi horl'ava kvapalina a pary

— horl'ava kvapalina a pary

— horl’ava tuha latka

— zahrievanie moze sposobit’ poziar

— pri kontakte so vzduchom sa spontidnne vznieti

GHS02 — samovol'ne sa zahrieva; moZe sa vznietit’

— vo velkych mnozstvach sa samovol'ne zahrieva; moZe sa vznietit’

— pri kontakte s vodou uvolfiuje horl'avé plyny, ktoré sa mézu spontanne zapalit’
— pri kontakte s vodou uvolfiuje horl'avé plyny

—moze sposobit’ alebo prispiet’ k rozvoju poziaru; oxida¢né ¢inidlo
—moze sposobit’ poziar alebo vybuch; silné oxida¢né ¢inidlo
— moze prispiet’ k rozvoju poziaru; oxidacné ¢inidlo

GHS03

— obsahuje plyn pod tlakom; pri zahriati mdéze vybuchnut’
— obsahuje schladeny plyn; mdze spdsobit’ kryogénne popaleniny alebo porane-
nia

O

GHS04
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TABULKA 1 (pokracovanie)

;ﬁﬂ NG —moze byt korozivna pre kovy
— spdsobuje vazne poleptanie koze a poskodenie oci
— spdsobuje vazne poskodenie oci

GHS05

— smrtel'ny po poziti, pri kontakte s pokozkou, pri vdychnuti
— toxicky po poziti, pri kontakte s pokozkou, pri vdychnuti

®

GHS06

— Skodlivy po poziti, pri kontakte s pokozkou, pri vdychnuti

— drazdi kozu

— spdsobuje vazne podrazdenie oci

—moze vyvolat alergicku koznt reakciu

— moze sposobit’ podrazdenie dychacich ciest alebo moze sposobit’ ospalost’ a

GHSO07 zavraty

— pri vdychnuti méze vyvolat’ alergiu alebo priznaky astmy, alebo dychacie t'az-
kosti

— moze sposobovat’ genetické poskodenie

— podozrivy, Ze sposobuje genetické poskodenie

— moze sposobit’ rakovinu

— podozrenie, Ze spdsobuje rakovinu

— moze sposobit’ poSkodenie plodnosti alebo nenarodeného dietat’a

— podozrenie, ze sposobuje poskodenie plodnosti alebo nenarodeného diet'at’a
GHSO08 — sposobuje poskodenie organov

— moze sposobit’ poskodenie organov

— moZze byt smrtel'ny po poziti a vniknuti do dychacich ciest

%

"%

— vel'mi toxicky pre vodné organizmy
— vel'mi toxicky pre vodné organizmy, s dlhodobymi u¢inkami
— toxicky pre vodné organizmy, s dlhodobymi uc¢inkami

©

GHS09
zdroj: Uradny vestnik Eurépskej unie, L 353, zviizok 51, 31.12.2008, slovenské vydanie

Cistota chemikalii

Chemikalie sa vyskytuja v niekol’kych stupnioch Cistoty. Oznacuju sa ako chemikalie tech-
nicke, cisté a chemicky cisté. Chemikalie zvlast’ ¢isté su takmer chemické individua, uréené
pre osobitné vedecké ucely (napr. pre spektralne ucely).

Niektoré chemikalie su kryStalické latky s roznym poc¢tom molekul vody (CuSOs - 5 H20,
CaClz - 6 H20, NaxCOs - 10 H20), alebo st bezvodé. Tieto udaje su doblezité pri priprave
presnych koncentracii, aby sme pri analyzach nedospeli k chybnym vysledkom.
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TABULKA 2 Rozdelenie chemikalii z hfadiska €istoty v zmysle platnej normy
Skupina a podskupina | Oznacenie | Skratka | Latinské oznacdenie Skratka
.1 zvlast Cisty zv.C. purum speciale pur.sp.
. 2 chemicky ¢isty | ch.c. purissimum puriss.
3 pre analyzu p.a. pro analysi p.a.
4 Cisty ¢. purum pur.
. 5 Cisteny Cisteny | depuratum depur.
6 technicky techn. technicum techn.
7 surovy sur. crudum crud.

Cisté lekarenské chemikélie sa dodavaji v akosti, ktoré vyhovujii poziadavkam liekopisov
a obsah primieSanin sa neposudzuje len podl'a mnozZstva, ale aj podla Skodlivosti l'udskému
zdraviu. V takych pripadoch sa pri nazve chemikalie uvadza skratka prislusného liekopisu.

Toxicita chemikalii

V minulosti boli podl'a skodlivosti pre zdravie ¢loveka chemikalie rozdel'ované na:

m zV1ast nebezpecné jedy (ZN jedy),
m ostatné jedy,

m omamné latky,

m Zieraviny.

Jedy su latky, spdsobujtce otravy uz v malych davkach. Zaobchadzat' s nimi mézu len
pracovnici, ktori dovf$ili 18 rokov a maju na to zdravotnu a odbornti spdsobilost’.

Vsetky jedy musia byt bezpe¢ne uzamknuté, presne evidované a prisne kontrolované, aby
k nim nemali pristup nepovolané osoby.

Omamné latky a psychotropné latky su také, pri ktorych vznika nebezpecenstvo chorob-
ného navyku, alebo psychickych zmien. Ich nékup a spotreba podliehaji evidencii (zodpo-
vednou osobou je lekar, zverolekar alebo farmaceut) a $tvrtroénému hlaseniu RUVZ.

Zieraviny su latky, ktoré tazko poskodzuju tkaniva, ak s nimi pridu do priameho styku. K
najsilnej$im zieravinam patri brom, H202, AgNOs, vsetky silné kyseliny a silné hydroxidy,
fenol, formaldehyd a pod. Jedy a chemické karcinogény, alebo latky podozrivé z chemickej
karcinogenity sa nesmu dostat’ do Zivotného prostredia ako odpad (chemické karcinogény sa
nesmu pouzivat’, ak ich mozno nahradit’ menej nebezpecnymi latkami).

Horlaviny

Horlaviny su latky 'ahko zdpalné. M6zu byt skupenstva:
m ruhého (biely fosfor, sodik, draslik, praskové kovy)
m kvapalného (éter, sirouhlik, aceton, metanol)
m plynného (svietiplyn, vodik, acetylén, pary niektorych horl'avin v zmesi so vzduchom st vy-
busné!)
Horl'avé kvapaliny sa podl'a bodu vzplanutia triedia do $tyroch tried:
I.trieda do 21°C

Il. trieda 21 -55°C
I11. trieda 55 -100°C
V. trieda 100 — 250 °C

V blizkosti horlavin nesmu byt uskladnené latky s oxida¢nymi t¢inkami (HNOs, pero-
xidy, dusi¢nany, chlore¢nany a pod.).
Chemikalie (pri ich uskladnovani a prechovavani) chrdnime pred priamym slne¢nym
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osvetlenim a pred inym ohrevom.

Latky, ktoré sa svetlom rozkladaju, prechovavame v nadobach z neprehl'adného materialu,
alebo v nadobach z tmavého skla.

Alkalické kovy (sodik, draslik) musia byt uloZzené pod ochrannou vrstvou inertného vyso-
kovriaceho rozpustadla (petrolej, parafinovy olej). Samozapalny biely fosfor uschovavame
pod ochrannou vrstvou vody.

Eter sa nesmie uchovavat' v poloprazdnych a svetlych flasiach, pretoZe za pristupu vzdu-
chu a svetla vznika dietylperoxid, ktory je ve'mi explozivny. K vybuchu moéze dojst’ uz pri
samotnom prelievani éteru s pouzitim lievika, ked’ virivy pohyb v stopke lievika strhuje kys-
lik zo vzduchu a éter sa zapali.

Vybusniny

Najvicsie nebezpefenstvo hrozi pri vyslovene explozivnych latkach, tzv. vybuSninach. V
beznych laboratoriach je zakazané pracovat’ s vybusninami. Pre pracu s vybusninami st $pe-
cialne zariadené pracoviska.

Za ur¢itych okolnosti v§ak moézu explodovat’ aj in¢ latky, napr. KClO3 znecisteny organic-
kou latkou pri prudkom zahriati vybuchuje.

V chemickom laboratériu dochadza k explozii najcastejsie pri vzniku zmesi plynov alebo
par so vzduchom (vybus$nd, tzv. traskava zmes). Ak vo vnutri aparatury vznikne traskava
zmes, alebo ak je reakcia spojend s uvolnovanim plynov a tlak v aparatire prudko stupne,
moze I'ahko nastat’ explozia (aparatura musi byt odvzdusnena!).

Pri praci za znizeného tlaku mo6Zze vo véakuovych aparatirach nastat’ pri prudkom vyrovna-
vani tlakov implézia, ktorej u¢inky byvaji casto horsie ako explozie.

18



Praktické cvicenia z biochémie Sedlak, Danko, Varha¢, Paulikova, Podhradsky, 2020

1 BIELKOVINY

Bielkoviny (proteiny, z gréckeho prota =prvotny vyznam) st nevyhnutnou sucastou
prakticky vSetkych biologickych procesov. Vyznam a obrovsky rozsah ich aktivity je ukazany
na niektorych nasledujucich prikladoch:

1. Enzymova katalyza. Takmer vSetky chemické reakcie v biologickych systémoch st
katalyzované Specifickymi makromolekulami — enzymami. Niektoré z nich, ako hydratacia
oxidu uhli¢itého, st relativne jednoduché. Iné, ako replikacia celého chromozdému, st naopak
extrémne komplikované. Chemické transformacie in vivo prebiehaju bez pritomnosti enzy-
mov zanedbatel'nou rychlostou. Enzymy st enormne efektivne katalyzatory. Zvycajne zvy-
$uji rychlost’ reakcii viac ako 105-krat. Bolo charakterizovanych niekolko tisic enzymov
a mnoh¢ z nich boli aj krystalizované. Je pozoruhodné, Ze takmer vSetky zndme enzymy su
proteiny. Proteiny su preto centralnym objektom pri Stidiu chemickych transformacii
Vv biologickych systémoch.

2. Transport a skladovanie. Mnozstvo malych molekul a idnov je transportovanych Spe-
cifickymi proteinmi. Napriklad, hemoglobin prenasa kyslik v erytrocytoch, zatial’ ¢o myoglo-
bin, pribuzny protein, prenasa kyslik vo svaloch. Zelezo je prenasané v krvnej plazme pomo-
cou transferinu a je skladované v peceni v komplexe s feritinom, nepribuznym proteinom.

3. Koordinovany pohyb. Proteiny st hlavnym komponentom vo svaloch. Svalova kon-
trakcia je uskutoétiovana kizavym pohybom 2 druhov proteinovych filamentov. Podobne,
koordinované pohyby — ako pohyb chromozémov pocas mitézy a pohon spermii pomocou
flagel, st tieZ uskuto¢inované kontraktilnym sitborom pozostavajiucim z proteinov.

4. Mechanicka podpora. Vysoka t'ahova sila koze a kosti je dosledkom pritomnosti kola-
génu, fibrilarneho proteinu.

5. Imunitna ochrana. Protilaitky su vysoko Specifické proteiny, ktoré spozndvaji
a interaguju s cudzimi substanciami ako su virusy, baktérie a bunky z inych organizmov. Pro-
teiny takto hraji podstatna tlohu v rozliSovani medzi vlastnym a cudzim.

6. Tvorba a prenos nervovych impulzov. Odpoved’ nervovych buniek na Specifické sti-
muly je sprostredkovana receptorovymi proteinmi. Receptorové proteiny, ktoré mozu byt
aktivované Specifickymi malymi molekulami, ako napr. acetylcholin, st zodpovedné za pre-
nos nervovych impulzov na synapsiach — spojeniach medzi nervovymi bunkami.

7. Kontrola rastu a diferenciacia. Kontrolovana sekvencéna expresia genetickej informa-
cie je zakladom riadeného rastu a diferenciacie buniek. Iba mala frakcia genomu v bunke je
exprimovana v danom ur¢itom case. V baktériach st represorové proteiny dolezitym kontrol-
nym elementom, ktory utlmuje Specifické segmenty v DNA bunky. Vo vysSich organizmoch
st rast a diferencidcia kontrolované proteinovymi rastovymi faktormi. Napr. nervovy rastovy
faktor riadi tvorbu neurdénovych sieti. Aktivita v rozliénych bunkach mnohobunkovych orga-
nizmov je koordinovana horménmi, ako napr. tyreotropin (glykoprotein), inzulin (peptidovy
hormon). Proteiny sluzia vo vSetkych bunkach ako senzory, ktoré kontroluju tok energie
a latok.

Proteiny su tvorené z 20 aminokyselin
Aminokyseliny st zakladnymi Struktarnymi  jednotkami kazdého proteinu. -
aminokyselina pozostava z amino skupiny (—-NH.), karboxylovej skupiny (-COOH), vodiko-

vého atomu a rozdielnych tzv. R-skupin viazanych na o-uhlikovy atom (R-skupina oznacuje
bocny ret'azec).
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H3C—(|ZH—COOH
NH,

alanin, Ala

H,C— CH;—CH—CH—COOH
I
CH, NH,
izoleucin, lle

HN—C—COOH
H

prolin, Pro

HO—CH2—C|:H—COOH
NH,

serin, Ser

HS— CH;—CH—COOH
I
NH,

cystein, Cys

3

1y P o
HN \—CHZ—(l.‘,H—COOH
g &\ )8, NH,
& N

histidin, His

Prehlad kédovanych aminokyselin

(04
H—(|:H—COOH

NH,

glycin, Gly

Nepolarne aminokyseliny

H,C— CH—CH—COOH H,C— CH— CH;—CH—COOH

I
CH, NH,

CH, NH,
valin, Val leucin, Leu
CH;—CH—COOH
CHZ—(liH—COOH |
NH
NH, N 2

fenylalanin, Phe tryptofan, Trp

H,C—S— CHZ—CHz—CllH—COOH
NH
metionin, Met

2

Polarne aminokyseliny

H,C—CH—CH—COOH

HO@CHZ—?H—COOH

I
OH NH, U

treonin, Thr 2

tyrozin, Tyr
H2N—|(|:—CH2—CH—COOH H2N—ﬁi— (CH2)2—C|:H—COOH
o} NH, o) NH,

asparagin, Asn glutamin, Gin

Bazické aminokyseliny
HZN—CHZ—(CH2)3—(|3H—COOH HITI—(CHZ)Q,—(liH—COOH
NH, H,N—C=NH
lyzin, Lys

NH,

arginin, Arg
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Kyslé aminokyseliny

HOOC— CH;—CH—COOH HOOC—(CHz)Z—(llH—COOH
I
NH, NH,
kyselina asparagova, Asp kyselina glutamova, Glu

* Sedou farbou su zvyraznené esencialne aminokyseliny (pre ¢loveka)

V roku 1986 bola objavend 21. a v roku 2002 aj 22. kédovana aminokyselina, ktorymi st:

—N
NH (e} H |

2 H.C NH,
’ 3
selenocystein, Sec (U) pyrrolyzin, Pyl (O)

Aminokyseliny v roztoku

Aminokyseliny sa v roztoku pri neutralnom pH vyskytuju vo forme dipolarnych iénov —
zwitteriénov (amfotérny ion, amfion, obojaky ion). V dipolarnej forme aminokyseliny je
aminoskupina protonizovana (-NHs") a karboxylova skupina je disociovana (-COO):

Il\IH2 NH,*
I
H—|C—COOH H—C— coo-
I
R R
neionizovana forma aminokyseliny ionizovana forma aminokyseliny

Ionizovany stav aminokyseliny sa meni s pH:

ll\lH3+ ||\|H3+ Il\IH2
H — C— COOH H—?—COO' H—?—COO'
I
R R R
prevladajuca forma prevladajica forma prevladajuca forma
pripH1 pri pH7 pri pH 11
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TABULKA 1.1 pKa hodnoty ionizovatelnych skupin v proteinoch *
Skupina Pozorovana pKa

a-amino 6,8-8,0

o -karboxylova 35-43

B-karboxylova (Asp) 3,9-4,0

y-karboxylova (Glu) 4,3-45

d-guanido (Arg) 12,0

g-amino (Lys) 10,4-111

Imidazolova (His) 6,0-7,0

Tiolova (Cys) 9,0-95

Fenolova (Tyr) 10,0-10,3

* prebrané z Proteins: Structures and Molecular Properties/ Thomas E. Creig-

hton, 2. vydanie (1993)

Tetrahedralne usporiadanie Styroch rozdielnych skupin na a-uhlikovom atome sposobuje
opticku aktivitu aminokyselin. Dva optické obrazy aminokyselin sa nazyvaju L-izomér a D-
izomér. Iba L-aminokyseliny st su¢ast’ou proteinov. 20 druhov bo¢nych retazcov, ktoré sa
lisia vel'kost'ou, tvarom, nabojom, chemickou reaktivitou, sa bezne nachadzaju v proteinoch.
Vsetky proteiny vo vSetkych druhoch, od baktérie po Cloveka, su konstruované z rovnakého
suboru tychto 20 aminokyselin. Tato zdkladna abeceda proteinov je stara viac ako 2 miliardy
rokov. Pozoruhodny rozsah funkcii proteinov je vysledkom rozdielnych vlastnosti tychto 20
stavebnych blokov (tabul’ka 1.1 a 1.2).

TABULKA 1.2 Vlastnosti jednotlivych aminokyselinovych zvySkov *

ZvySok Molekulova Van der Waalsov Frekvencia
hmotnost’ (g/mol) objem (A%) Vv proteinoch (%)

Ala (A)** 71,09 67 8,3

Arg (R) 156,19 148 57

Asn (N) 114,11 96 4.4

Asp (D) 115,09 91 53

Cys (C) 103,15 86 1,7

GIn (Q) 128,14 114 4,0

Glu (E) 129,12 109 6,2

Gly (G) 57,05 48 7,2

His (H) 137,14 118 2,2

le (1) 113,16 124 5,2

Leu (L) 113,16 124 9,0

Lys (K) 128,17 135 57

Met (M) 131,19 124 2,4

Phe (F) 147,18 135 3,9

Pro (P) 97,12 90 51

Ser (S) 87,08 73 6,9

Thr (T) 101,11 93 5,8

Trp (W) 186,21 163 1,3

Tyr (Y) 163,18 141 3,2

Val (V) 99,14 105 6,6

Vazeny priemer 119,40 161

* prebrané z Proteins: Structures and Molecular Properties, Thomas E. Creighton,

2. vydanie (1993)

** v zatvorkach st uvedené jednopismenové skratky aminokyselin
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Peptidova vazba

Aminokyseliny st v proteinoch pospajané peptidovou véizbou, vznik ktorej je ilustrovany
na kondenzacii dvoch aminokyselin:

R! R?2
I I
H,N—CH—CO,H + H,N—CH—CO,H

|

R! O R2
I Il I
HN —CH—C —NH—CH —COZH + H20
peptidova
vazba

Peptidova vizba mé charakter ¢iastocne dvojitej viazby v dosledku rezonancie:

O\ P Ce Oi\ / Co
C—N — /C = N+\
C H Ce H

Dizka peptidovej vizby je iba 1,33 A, teda je kratsia ako vizba C-N, ktord ma dizku
1,45 A, avsak je dlhsia ako vizba C=N s dizkou 1,25 A. Peptidova vizba ma priblizne 40 %
charakter dvojitej vazby. Dosledkom toho je, Ze rotacia tejto vazby je obmedzena s velkou
tendenciou nadobudat’ planarny charakter. St mozné dve konfiguracie peptidovej vizby: jed-
na, pri ktorej s atdomy C* v trans a druha, pri ktorej su v cis polohe:

LN —
Cot o
trans cis

Forma trans je energeticky vyhodnejsia zo sterickych dévodov.

Aminokyseliny je mozné rozdelit’ aj podl'a reaktivity. Zatial' co nepolarne aminokyseliny
ako Gly, Ala, Val, Leu, Ile je tazké modifikovat, iné¢ ako Asp, Glu, Cys, Lys, Arg davaju
rozne reakcie typické pre zliceniny, ktoré obsahuji karboxylovi, sulthydrylovd, amino,
guanidinovt skupinu. Tieto reakcie sa mdézu vyuzivat' na relativne selektivnu modifikaciu
aminokyselinovych zvyskov v proteine — predovsetkym cysteinylovy zvySok obsahujuci
sulfhydrylova skupinu sa I'ahko alkyluje, ¢o sa ¢asto vyuZziva pri znaceni proteinov réznymi
"reportérovymi™ skupinami.

Vicsina aminokyselin, okrem Phe, Tyr, Trp, neabsorbuju nad 250 nm. Optické vlastnosti
tychto aminokyselin sa vyuZivaja pri stanoveni koncentracie proteinov (vid strana 27) ako aj
pri $tadiu konforma¢nych zmien proteinov. Zmena ich optickych vlastnosti — Millonova, xan-
toproteinovda, Ehrlichova reakcia, resp. modifikacia reaktivnych skupin boc¢nych amino-
kyselinovych zvySkov aromatickymi skupinami (Sakaguchiho reakcia) — sa vyuziva aj pri
kvalitativnom urceni pritomnosti tychto aminokyselin v Studovanych proteinoch (dloha 1).
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DERIVATY AMINOKYSELIN V PROTEINOCH

Univerzalny geneticky kod, ktory je takmer totozny pre vSetky zname formy zivota, $peci-
fikuje iba 20 zakladnych ("Standardnych", kodovanych) aminokyselin. V urcitych proteinoch
boli najdené mnohé d’alSie aminokyseliny, z ktorych s niektoré uvedené na obrazku 1.1.
Tieto neobvyklé aminokyseliny, s vynimkou selenocysteinu, vznikli Specifickymi modifi-
kaciami aminokyselinovych zvySkov v uZ syntetizovanom polypeptidovom ret’azci. Me-
dzi najznamejSie modifikované aminokyselinové zvySky patri 4-hydroxyprolin a 5-
hydroxyprolin. Oba tieto aminokyselinové zvysky st dolezitymi Struktirnymi zlozkami
vlaknitého proteinu kolagénu, ktory je najrozsirenej$im proteinom u cicavcov. Casto modifi-
kované st tiez aminokyseliny obsiahnuté v proteinoch, tvoriacich komplexy s nukleovymi
kyselinami. Napriklad ribozomalne proteiny a chromozomalne proteiny histony moézu byt
Specificky metylované, acetylované a popripade i fosforylované alebo sulfurylované. N-
formylmetionin je obycajne zaciatocnym N-koncovym zvySkom pri syntéze vsetkych pro-
karyotnych proteinov, ale va¢Sinou je neskorsie odstraneny pocas tzv. maturacie (dozrievania)
proteinu. Kyselina y—karboxyglutamova (kyselina 2-amino-4,4-dikarboxymaslova) je ob-
siahnutd v niekol’kych proteinoch pdsobiacich pri zrazani krvi.

+
'l\l(CH3)3 /CH3 ||\]H;
s<|3Hz 7. N 6cle2
H. OH 5§ Ng 2 SCH—oH
4 CH
5 3 Y | 2 CH2 4C|:H2
N—CH G ! CH,
AN I — NH— CH—CO— 3
oo NH—CH—CO —NH—CH—CO—
4-hydroxyprolin &-N,N,N-trimetyllyzin 3-metylhistidin 5-hydroxylyzin
0 HN NH
i H 7 —CH,
||\|H —C—CH, |C
e |CH2 TH
) CH CH
2 ooc.__Coo 5 e -
(|)—P03 ¥ ?H Y $H2 |CH2
|CH2 Bcl:Hz [3(|:H2 Cl:Hz
— NH—CH—CO — —NH— CH—CO— — NH—CH—CO— NH—CH —CO —
O-fosforein Y -karboxyglutamat &-N-acetyllyzin o-N-metylarginin
|S—CH3
T
o} CH, —OH
! | CH, @ CH,
CH,—C—NH —CH —CO — + | |
(CHy;N—CH—CO HC —NH—CH —CO —
N-acetylserin N,N,N-trimetylalanin N-formylmetionin

24



Praktické cvicenia z biochémie Sedlak, Danko, Varha¢, Paulikova, Podhradsky, 2020

Obrazok 1.1 (predchddzajiica strana) Niekol’ko menej beznych zvyskov aminokyselin
pritomnych v proteinoch. VSetky vznikli modifikdciou niektorej z 20 zikladnych ami-
nokyselin v uz hotovom polypeptidovom retazci. Tie zvysky, ktoré su pozmenené na a-
aminoskupine, sa vyskytuji na N-konci proteinu.

ZVLASTNE ULOHY AMINOKYSELIN

Okrem tvorby proteinov maji aminokyseliny a ich derivaty mnoho biologicky ddlezitych
funkcii. Niekol’ko prikladov je na obrazku 1.2. Toto alternativne pouzitic aminokyselin je ty-
pickym prikladom biologického oportunizmu. Priroda sa snazi prisposobovat’ uz existujuce
latky a pochody novym funkciam.

Aminokyseliny a ich derivaty ¢asto posobia ako chemicki poslovia v komunikacii medzi
bunkami. Napriklad glycin, y-aminomaslova Kkyselina (GABA, produkt dekarboxylacie glu-
tamatu) a dopamin (odvodeny od tyrozinu) st nervové mediatory, teda latky uvoltiované
nervovou bunkou k ovplyvneniu spravania sa susednych buniek. Histamin (produkt dekarbo-
xylacie histidinu) je sprostredkovatel'om v alergickych reakciach a tyroxin (derivat tyrozinu)
je hormonom §titnej Zl'azy, obsahuje jod a vSeobecne stimuluje metabolizmus stavovcov.

Niektoré aminokyseliny st dolezitymi medziproduktmi réznych metabolickych pochodov.
Patria k nim medziprodukty biosyntézy mocoviny citrulin a ornitin, d’alej homocystein, vy-
skytujuci sa v metabolizme aminokyselin a S-adenozylmetionin, podielajici sa na mety-
la¢nych reakciach.

Rozmanitost’ prirody je naozaj pozoruhodna. Dodnes bolo objavenych v rozlicnych rastli-
nach a hubach asi 250 roéznych aminokyselin. Biologicky vyznam vicSiny z nich je zédhadny,
aj ked’ zistena toxicita mnohych sved¢i o ich tlohe pri ochrane organizmu. Mnohé z tychto
aminokyselin st jednoduchymi derivatmi zakladnych 20 ami- NH,
nokyselin, ale napr. azaserin (pouzivany ako antibiotikum) ¢i
B-kyanoalanin maju neobvyklu Struktaru.

Napriek tomu, Ze sa v proteinoch vyskytujo len L-
aminokyseliny, boli v mnohych organizmoch objavené i D-
aminokyseliny. Tie su priamo syntetizované a Casto sa podiela-
ju na stavbe bunkovych stien baktérii. MoZno je to tiez sucas-
tou ochrany bunky, pretoZze vd’aka D-aminokyselinam je bun-
kova stena menej ohrozena ttokom peptidaz (enzymami hyd-
rolyzujicimi peptidové vizby), ktoré rdzne organizmy pouzi-

2 OH OH
vaji k natraveniu bunkovych stien baktérii. D-aminokyseliny HN—cH—coo

st tiez sicastou mnohych antibiotik, ako valinomycinu, akti-
nomycinu D a gramicidinu S.

S-adenozylmetionin

HO

i o B N
00C—CH,—CH, | \

+ Q CH, HO CH,

HN—CH, N, | s

H H,C—NH, H,C—NH,

kyselina y-aminomaslova

(GABA) histamin dopamin
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HN—C—NH, s
! ! | CH,
[ |CH
HO 0 |CH2 CH, ik
' CH
| | CH—COO" CH, . ]
+ -
- H,N— CH—COO
NH’; H,N— CH—CO0O 3
tyroxin citrulin ornitin
I
+ -
CH;—C=N CH;—CH,—SH CH,—O—C—CH=N=N
. _ + _ . _
H;N— CH—COO H,N— CH—COO H,N— CH—CO0O0
B-kyanoalanin homocystein azaserin

Obrazok 1.2 Nickol'ko prirodzenych derivatov zakladnych aminokyselin a niekol’ko ami-
nokyselin, ktoré sa nevyskytuji v proteinoch.

IZOLACIA PROTEINOV

Na charakterizaciu proteinov z biochemického a biofyzikalneho hl'adiska je potrebné rela-
tivne vel'ké mnoZstvo tychto biomakromolekul — radovo 1 — 10 mg.

Tieto sa ziskavaju izolaciou bud’ priamo z tkaniv, kde sa nachadzaju vo vi¢Som mnozstve
— tyka sa to predovsSetkym eukaryotickych proteinov, napr. proteiny dychacieho retazca sa
izoluji zo srdca kona. V pripade prokaryotickych proteinov sa vyuzivaju techniky rekombi-
nantnej DNA — vloZenim génu pre dany protein do vhodného organizmu je mozné efektivne
ziskat’ relativne vel'ké mnozstva, Castokrat problematicky dostupného proteinu. Ako priklad je
mozné uviest’ proteiny z termofilnych organizmov, ktoré sa s tspechom ziskavaju pomocou
nadprodukcie z mezofilného prokaryota Escherichia coli (E. coli).

Zakladny postup pri izolacii proteinov je nasledujtci:
1. UvoPnenie proteinov z bunky

Narus$enie buniek tkaniv sa uskutocnuje predovsetkym mechanickou cestou pomocou ho-
mogenizatorov.

U prokaryotov sa oslabuje bunkova stena natrdvenim polysacharidov speviiujucich bun-
kova stenu pomocou lyzozymu. Na skvapalnenie viskdzneho roztoku, ktory je sposobeny
polysacharidmi a deoxyribonukleovymi kyselinami, sa pridava DNaza l. V tejto faze sa
pridavaju do roztoku aj inhibitory proteaz, ktoré by po uvolneni z bunky mohli nastiepit’
izolovany protein. RozruSenie membrany sa uskuto¢iiuje metddou zmrazovania
arozmrazovania (freeze and thaw), ktorej podstatou je, ze vznikajuce krystaliky roztoku
pocas fazy zmrazovania mechanicky narasaji bunkovl stenu. Inou metdédou je inkubécia
bunkovej pasty v tlakovej fT'asi (30 — 60 min) pod tlakom 150 atmosfér. Nasledné vytlacenie
tejto suspenzie cez uzky otvor spdsobi v dosledku striznych sil, pdsobiacich na bunkovu
stenu, jej narusenie.

Zvysky membran a nerozpustné Castice sa odstrania centrifugaciou. Protein, ktory nas za-
Ujima, sa nachadza vacSinou v supernatante. Supernatant — kvapalnd cast’ v centrifugacnej
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skimavke sa odlozi pre d’alSie spracovanie a pelet — tuha ¢ast’ nachadzajica sa na dne centri-
fugaénej skimavky — sa vyhodi.

2. Dal3i postup v izolacii zavisi od vlastnosti izolovaného proteinu. Najbeznejsie metody sa
zakladaju na principe:

a) rozli¢nej rozpustnosti proteinovych zlozZiek zmesi,

b) roznej stability proteinov,

C) interakcie proteinov so Specifickymi zrazacimi ¢inidlami,

d) poutzitia Specifickych adsorbentov.

Tymito metodami sa vdcSinou neziska homogénna proteinova frakcia, ale su iba hrubym
sposobom rozdelenia zakladnej zmesi.

2a Delenie proteinov na zaklade ich rozli€nej rozpustnosti

Rozpustnost’ proteinov ovplyviluju Styri zakladné faktory. Je to pritomnost’ soli, orga-
nickych rozpust’adiel, pH a teplota. Vsetky ticto faktory sa mézu vyuzit' pri deleni protei-
nov na zaklade ich rozpustnosti.

Rozpustnost’ globularnych proteinov zavisi od iénovej sily roztoku. Na zédklade minimal-
nej koncentracie roznych neutralnych soli potrebnych na precipitaciu daného proteinu, boli
aniony a kationy usporiadané do tzv. Hofmeisterovej série (Hofmeister, 1888).

Hofmeisterova séria
kozmotropné (vysolovanie) chaotropné (vsolovanie)
aniény: F > PO4* > S04 > CH3COO > ClI" > Br > I > SCN" > ClO«
katiény: (CHs)aN* > (CHz)2N2* > NH4*, K*, Na*, Cs* > Li* > Mg?* > Ca?* > Ba?*

Obrazok 1.3 Usporiadanie i6nov podla ich schopnosti vysolovat' proteiny. Po-
znamka: Uvedena Hofmeisterova séria nie je absolitna — efektivnost (poradie
v Hofmeisterovej sérii) jednotlivych soli ovplyviiovat’ rozpustnost’ a iné vlastnosti protei-
nov sa mozu pripad od pripadu mierne odliSovat’.

Len malo proteinov je rozpustnych v destilovanej vode, nizka koncentracia elektrolytu
zvySuje ich rozpustnost’. ZvySenie rozpustnosti pridanim nizkej koncentracie soli sa nazyva
vsoPovanie (salting-in effect). Efekt vsol'ovania mozno vyuzit' pri deleni proteinov tak, ze sa
zmes proteinov postupne extrahuje roztokmi s narastajucou koncentraciou soli, pripadne sa
roztok proteinov podrobi dialyze a precipitat (zrazenina) sa oddeli odstredenim (scentrifu-
govanim). Takto mozno delit’ napr. albuminy od globulinov (aloha 5).

Pri deleni proteinov zmenou koncentracie elektrolytu sa v ovel'a vdcsej miere uplatiuje
vysol’ovanie (salting-out effect), pri ktorom sa pouziva vysoka koncentracia soli. Najvyssi
vysolovaci efekt maju multivalentné i6ny, predovsetkym fosfat a siran. Siran sa najcastejsie
pouziva vo forme amonnej alebo sodnej soli. Sol’ sa mdze pridavat’ ako nasyteny roztok, ale-
bo ako tuha substancia. Postupnym zvySovanim koncentracie soli a naslednym odstredenim
vyzrazanej frakcie mozno rozdelit’ zmes na niekol’ko frakcii. Pri vysolovani vSak treba dodr-
ziavat’ dve zéasady:

1. Sol’ sa musi pridavat’ pomaly, bez vzniku vysokej lokalnej koncentracie soli, pri ktorej sa
pred¢asne vyzraza Cast’ niektorej frakcie.
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2. Po pridani celého mnozstva soli treba zmes eSte 15 az 30 mintt premieSavat’, ¢im sa do-
siahne kompletna precipitacia.

Frakcionacia proteinov vysolovanim mé vel'ka vyhodu v tom, Ze sa moze pouzit’ neob-
medzeny objem vzorky.

Proteiny sa daju zroztoku vyzrazat organickymi rozpusStadlami, ktoré sa mieSaju
s vodou, napr. aceton a etanol. Pri tomto spdsobe zrazania proteinov vznikd nebezpecenstvo
ich denaturécie, preto sa obycajne pracuje pri nizkych teplotach. Zmenou koncentracie orga-
nického rozpustadla v roztoku od 0 do 80 % mozZno ziskat nickolko proteinovych frakcii.
Prikladom pouzitia etanolu na takato frakcionaciu je delenie plazmatickych proteinov alko-
holovou frakcionaciou. Acetdon sa pouziva napr. pri deleni proteinov kostrového svalu, amy-
lazy a pod.

Rozpustnost’ proteinov ovplyviiuje aj pH prostredia. Vyplyva to z amfotérnej Struktury
proteinov. Celkovy naboj ich molekuly je sucet nabojov jednotlivych nabitych skupin. Pri
ur¢itom pH sa dosiahne taka disociacia polarnych skupin, ze celkovy naboj molekuly je nu-
lovy (izoelektricky bod). Rozpustnost’ proteinu Vv izoelektrickom bode je nizka, a preto 'ahko
precipituje. Len malo proteinov sa vyzraza z roztoku v izoelektrickom bode bez akéhokol'vek
vedlajsicho zasahu, napr. kazein z mlieka pri pH 4,5. Treba pouzit’ eSte nejaky iny zrazaci
faktor, napr. neutralne soli, organické rozpustadlo apod. Pri deleni proteinov zraZanim
Vv izoelektrickom bode treba brat’ do tvahy aj to, ze niektoré proteiny v izoelektrickom bode
l'ahko podliehaju denaturacii.

2b Delenie proteinov na zaklade ich rozli¢nej stability

Proteiny sa liSia v citlivosti na tepelnt denaturaciu. Niektoré z nich sa rychlo denaturuji uz
pri laboratornej teplote, iné zasa vydrzia aj kratky var. Tato vlastnost’ sa mdze vyuzit’ pri
frakcionacii, ked’ je izolovany protein tepelne stabilny. Zahriatim roztoku delenej zmesi sa
kontaminujuce proteiny denaturuju a mézu sa oddelit. Delenie sa Casto robi v pritomnosti
stabilizatora, ktory zvySuje stabilitu izolovaného proteinu. Prikladom je izolacia a-amylazy,
kedy sa ako stabilizator pouzivaju iony vapnika, priCom proteazy a f-amylaza sa teplom
denaturuju.

Inym prikladom je izoldcia elongacného
faktora Ts z Thermus thermophilus (fyziolo-
gicka teplota 70 — 75 °C) po jeho nadpro-
dukcii v Escherichia coli (fyziologicka tep-
lota 37 °C).

Pri  frakcionacii  proteinov  tepelnou
denaturdciou treba ratat stym, Ze
denaturované proteiny moézu po vychladnuti
renaturovat’ (spitne sa zbal'ovat’), preto treba
koagulat o najrychlejsie oddelit. Dalej pri
zahrievani je ¢as vyhriatia roztoku rozdielny
podra toho, €i sa pracuje s malym, alebo vel-
kym objemom. Kedze stupen denaturacie —

Obrazok 1.4 Kontrola ¢istoty proteinu po jednotlivych krokoch pri izolacii EF-Ts z T. thermophi-
lus nadprodukovaného v E. coli pomocou SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate PolyAcrylamide
Gel Electrophoresis). Stipec:

1 — standardy s danou molekulovou hmotnostou,

2 — supernatant po rozbiti buniek a scentrifugovani nerozpustnych casti,

3 — po zahriati supernatantu na 70 °C pocas 10 min (vyrazny ubytok pasov zodpoveda tbytku "zne-
¢istujucich" proteinov),

4 — po anion-vymennej chromatografii,

5 — po katién-vymennej chromatografii,

6 — koncovy produkt — ¢isty protein.
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zavisi aj od Casu zahrievania, je vhodné pracovat’ so Standardnym objemom vzorky.

Druhy sposob diferencialnej inaktivacie je spracovanie zmesi proteinov V extrémnych
podmienkach pH, v ktorych nastava selektivna denaturacia kontaminujucich proteinov. lzolo-
vany protein v8ak musi byt v tychto podmienkach staly. Prikladom je izolacia ribonukleazy
z pankreasu roztokom H;SO;s s koncentraciou 0,12 mol/dm3, kedy sa podstatna ast’ sprie-
vodnych proteinov denaturuje.

2c Delenie proteinov interakciou so Specifickymi proteinovymi zrazadlami

Vela proteinov sa vyzraza sol’ami tazkych kovov. Vyzrazany protein moze zostat’ aktiv-
ny, alebo sa moze denaturovat’, ¢o sa vyuziva pri ich deleni. Ak sa protein, ktory sa ma izolo-
vat’ takouto solou zrdZa a nedenaturuje sa, postupuje sa tak, Ze sa protein zo zmesi po vyzra-
zani oddeli a sol’ tazkého kovu sa odstrani dialyzou, cheldtovym c¢inidlom, pripadne ionexom.
V pripade, ze sa izolovany protein sol'ou t'azkého kovu nezraza, moze sa takto oddelit’ Cast’
balastovych (nechcenych) proteinov, vyzrazanych pouzitou sol'ou. Tento spdsob frakcionacie
je dost’ obmedzeny pre enzymy, pretoze soli tazkych kovov s vo vSeobecnosti inhibitormi
enzymov.

Zmes proteinov sa moZze frakcionovat’ aj niektorymi kyselinami, napr. kyselinou trichl6-
roctovou, sulfosalicylovou a pod. Niektoré proteiny, napr. glykoproteiny u¢inkom tychto ky-
selin precipituji tazko, ¢im sa mézu oddelit’ od vyzrazanych proteinov.

2d Delenie proteinov adsorpénou chromatografiou

Proteiny sa daju delit’ aj na povrchoch niektorych tuhych latok, ktoré st schopné rever-
zibilne viazat’ urcité molekuly proteinov. Medzi takéto adsorbenty patria hydratovany oxid
hlinity, kalciumfosfatovy gél (hydroxyapatit), aktivne uhlie, kremicity gél, niektoré¢ zeminy
a pod. Z nich najéastejsie pouzivanym je hydroxyapatit. Delenie sa robi tak, Ze sa adsorbent
miesa s roztokom proteinov, ¢im dochadza k ich adsorpcii. Ked’ sa na adsorbent viaze protein,
ktory sa ma pripravit’ v Cistom stave, adsorbent sa odstredi a naviazany protein sa vytesni
vhodnym tlmivym roztokom. Ak sa na adsorbent viazu iba balastové proteiny, po odstredeni
adsorbentu zostava protein v roztoku.

Adsorpciu proteinov ovplyviuju viaceré faktory, napr. pH, iénova sila, teplota a pod. Preto
pri pouziti tejto deliacej metddy sa musia empiricky zistit’ vhodné podmienky pre jednotlivé
pouzité adsorbenty a delené proteiny. Plati to aj pre desorpciu proteinu z adsorbentu. Pri de-
sorpcii sa naj¢astejSie pouziva zmena pH a ionovej sily roztoku.

Dalsie metody delenia proteinov

Modernejsie/jemnejSie metddy pouzivané pri izolécii Cistych proteinov, vyuzivaju viaceré
fyzikalno-chemické a biologické vlastnosti tychto makromolekul. Patria sem chromatogra-
fické a elektroforetické metody. Chromatografické metédy vyuzivaji rozdielny naboj
proteinovych molekul (ionexovéd chromatografia), réznu velkost’ molekual (gélova filtratna
chromatografia), rozdielne izoelektrické body (chromatofokuséacia), schopnost’ Specificky
reagovat’ s niektorymi latkami (afinitnd chromatografia), rozlicna rozpustnost’ (upravena roz-
delovacia chromatografia), ako aj rozlicné mnozstvo nepolarnych hydroféobnych skupin (hyd-
rofobna chromatografia).
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Elektroforetické metédy vyuzivaju rozdielny elektricky néboj molekul proteinov na ich
rozdelenie v elektrickom poli. Napriklad elektroforéza na nosicoch, izoelektricka fokusacia,
izotachoforéza a metody, ktoré kombinuji chromatografické a elektroforetické delenia.

SDS PAGE
15
B .
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«
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Obrazok 1.5 Ukazka/porovnanie dvoch metod pri analyze zlozenia 13-subjednotkového (I,
I, 11, 1V, Va, Vb, Vla, VIb, Vic, VIIa, VIIb, VIIc, VIII) membranového proteinu Cytochrom
¢ oxidazy z hovédzich stdc (Prof. Neal C. Robinson, The University of Texas Health Science
Center at San Antonio).
Vlavo:. SDS-PAGE — ukazka ,,zviditeI'nenia® proteinov pomocou farbiva Coomassie Brilliant
Blue (modré prizky) a pomocou farbenia striebrom (hnedé prazky).
Vyhoda — v principe moznost’ detekcie vsetkych subjednotiek.
Nevyhoda — prekryvajlice sa pasy; pracna, u niektorych subjednotiek prakticky ne-
mozna kvantitativna analyza.
Vpravo: chromatografické delenie (reversed phase HPLC).
Vyhoda — rychla a kvantitativna analyza subjednotiek.
Nevyhoda — neschopnost’ analyzovat’ niektoré subjednotky (v danom pripade subjed-
notky | az III).

METODY URCOVANIA MNOZSTVA (KONCENTRACIE) PROTEINOV

Je uzitocné, ¢asto vsak nie nevyhnutné, urcit’ celkové mnozstvo proteinov v kazdom stupni
izolacie proteinu. V praxi je zvycajne dolezitejSia biologicka alebo biochemicka aktivita frak-
cii. Avsak, za istych okolnosti je nevyhnutné poznat’ obsah proteinu, napriklad, pri urceni
stupna Cistoty daného proteinu po uréitom kroku jeho izolacie, alebo pri uréeni $pecifickej
koncentracie finalneho produktu. Navyse, isté kroky izolacie su vel'mi citlivé na koncentracie
proteinu.

Pocas mnohych rokov $tudia proteinov boli popisané viaceré¢ metddy na ur€ovanie mnoz-
stva proteinov. Zo starSich metdd je najvyznamnejSia metoda ur¢enia dusika pomocou Kjel-
dahlovej metoédy. K novsim metdédam patria infracervena spektroskopia, turbidimetria, fluo-
rimetria, refraktometria a polarografia. Ak je znama primarna sekvencia $tudovaného prote-
inu, tak z analyzy aminokyselinového zloZenia je mozné ziskat’ presné kvantitativne udaje.
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Treba vSak mat’ na pamiti, Ze niektoré aminokyseliny, Specialne Trp, Cys a cystin (Cys—Cys),
su zvlast’ citlivé na kysla hydrolyzu, ¢o je ddlezité brat’ do tivahy pri spracovani udajov. Na-
vyse, Gln a Asn sa pri kyslej hydrolyze menia na zodpovedajuce kyseliny Glu a Asp. V praxi
vsak cCastokrat, predovSetkym V pripade prvykrat izolovanych proteinov, nie je znama pri-
marna sekvencia aminokyselin izolovaného proteinu.

Najbeznejsie sticasné metddy na urcovanie koncentracie proteinov s zalozené na ich ab-
sorpcii ziarenia vV UV oblasti alebo vo viditeI'nej oblasti spektra po chemickej reakcii za vzni-
ku chromoférov (iloha 3 a 7).

Je dolezité si zapamitat’, ze vSetky tieto metody st semikvantitativne, ak nie su Standardi-
zované na protein, ktorého koncentraciu urujeme. Je taktiez dolezité si uvedomit’, ze reakcia
proteinu s pritomnym farbivom zavisi od aminokyselinového zlozenia proteinu a méze byt
ovplyvnena pritomnostou neproteinovej prostetickej skupiny, napr. sacharidovej zlozky.
Preto, takmer univerzalne pouzitie hovddzieho sérového albuminu (BSA - bovine serum
albumin) ako Standardného proteinu nie je uplne uspokojujice a je Ziaduce, kde je to mozné,
kalibrovat’ danii metodu pouzijic protein, ktorého koncentraciu urujeme.

UV spektrofotometria
Meranie v dalekej UV oblasti

Peptidova vizba v proteinoch a peptidoch ma dobre definované absorpéné maximum pri
191 — 194 nm. Tato metoda je dostatoc¢ne citliva — vyzaduje cca 0,01 — 0,05 mg proteinu
a relativne nezavisla na aminokyselinovom zlozeni proteinu. Problém je, Ze v tejto oblasti
vlnovych dizok absorbuje uz aj kyslik, preto sa pouziva vinovéa dizka 205 nm. Absorbancia
proteinového roztoku s koncentraciou 1 mg/ml pri 205 nm je okolo 30. Isté odchylky od
tejto hodnoty sposobuje Tyr a Trp, preto je nutné urobit’ korekciu extinkéného koeficientu
(molového absorpéného koeficientu, €) na pritomnost’ Tyr a Trp v proteine podl'a vztahu:

£205MY™ = 27 0 + 120 - Azgo/Azos
Pri tejto metdde je nevyhnutné pouzivat kremenné (quartz) kyvety atlmivé roztoky

S minimalnou absorbanciou pri tejto vinovej dizke (pozri
http://kosice.upjs.sk/~kbch/document.php?name=Ilabsamples&lang=sk).

Meranie pri 280 nm

Vicésina proteinov absorbuje pri 280 nm v dosledku pritomnosti fenolovej skupiny Tyr
aindolovej skupiny Trp. Extinkény koeficient sa zvycajne vyjadruje v tvare g2g0'”
(2801™9™) prip. €280'MYM (£280"1") a predstavuje $pecificky absorpény koeficient. Inymi
slovami, ide o absorbanciu jednopercentného roztoku v jednocentimetrovej kyvete pri
danej vinovej dizke (v tomto pripade 280 nm).

Hodnoty 280™™¥™ lezia pre vacsinu proteinov v rozmedzi 0,4 — 1,5, ale napriklad pre par-
valbumin a Ca?*-pribuzné proteiny e250'™¥™ = 0,0 a lyzozym 2,65. Metéda je dost’ nepresn,
ak protein nie je v relativne Cistej forme a ak samotna metdda nie je kalibrovana na tento pro-
tein. Tato metdda je relativne necitliva a na zmysluplné ur¢enie absorbancie vyzaduje 0,05 az
2 mg proteinu. Je vSak vel'mi citliva na komponenty, ktoré absorbujt pri 280 nm, $pecialne na
latky obsahujice purinovy alebo pyrimidinovy kruh (nukleové kyseliny, nukleozidy).
V takom pripade je potrebné absorbanciu pri 280 nm korigovat’ podl'a nasledujicej rovnice:

protein(mg/ml) = 1,55 - Azgo— 0,76 - Azeo
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Ak samotny roztok bez proteinu absorbuje Ziarenie s vinovou diZkou 280 nm, je potrebné
odc¢itat hodnotu absorbancie tohto roztoku od absorbancie vzorky obsahujucej merany
protein. Vo vSeobecnosti roztok bez analyzovanej latky (v tomto pripade bez proteinu)
nazyvame porovnavaci roztok, prip. blank (z angl. prazdny). Zvykom je tiez pouzivat’ vyrazy
referencia alebo pozadie.

Velka vyhoda tejto metddy je jej rychlost’ a to, Ze je nedestruktivna, teda merand vzorka
moze byt vyuzita na d’alSie experimenty. Pri tejto metode je taktiez nevyhnutné pouzivat
kremenné kyvety.

Edelhochova metéda

Je ovela presnejsSia ako predchadzajuce, avsak je potrebné poznat mnozstvo Tyr, Trp
a cystinov v proteine. Metodda je zaloZzena na tom, Ze nezndmy parameter, teda blizke okolie
Tyr a Trp v nativnom proteine, ktoré ovplyviuje extinkéné koeficienty tychto chromoférov st
"normalizované"” na jednotné prostredie — 6 M guanidium HCI (GdmHCI), v ktorom st prote-
iny rozbalené a tyrozinylové a tryptofanylové zvysky su vystavené solventu.

Postup uréenia mnoZzstva proteinu spociva v nasledujicich krokoch:

(i) ur¢i sa teoreticky extinkény koeficient proteinu v 6 M guanidin HCI pri 280 nm na za-
klade znameho poctu #Tyr, #Trp a #cystinov v proteine a extikénych koeficientov €280(Tyr),
£280(Trp) a e280(cystinov) v 6 M GdmHCI, ktoré sa 1 285 Mt-cm™?, 5685 M*-cm™ a 125 M-
L.em?, podla vztahu:

€280v6M GdmHel (Mt-ecm™) =5 685 - #Trp + 1 285 - #Tyr + 125 - #cystin

(i) urci sa absorpcia proteinu pri 280 nm v 6 M GAmHCI, A2gov 6 M GdmHcl,
(iii) koncentracia proteinu € sa ur¢i z pomeru:

C280 v 6 M GdmHCI = A280 v 6M deHCI/ €280 v 6 M GdmHCI

(iv) nasledne mozeme urdit’ extinkény koeficient pre nativny protein €20 v purri (M™*-cm™)
tak, ze ur¢ime absorpciu Azgov pufri Pre to isté mnozstvo proteinu v rovnakom objeme tlmivého
roztoku ako bol v bode (ii) pouzity pri merani extinkéného koeficientu v 6 M GdmHCI podla
vzt'ahu:

€280 v pufri = A280 v pufri/C280 v 6 M GdmHCI

Pre presné meranie je dolezité merat’ absorpéné spektrum v tlmivom roztoku av 6 M
GdmHCI nie iba pri 280 nm, ale minimalne v oblasti 250 az 350 nm, aby sme odhalili pripad-
nu agregaciu, ktora sa prejavuje rozptylom svetla a zvySuje zdanliva absorpciu v oblasti
280 nm. Ak sa v tychto roztokoch pozoruje absorbancia nad ~ 325 nm, potom absorbancia
urcend pri 280 nm musi byt korigovana na rozptyl svetla niektorym z nasledujtcich spdso-
bov:

(l) A280nm korigovana = AZSOnm namerana — 1,929 : A330nm namerana
(“) A280nm korigovana = A280nm namerana — 210 : A333nm namerana
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Metoda podla Pace a kol. (1995)

Na zaklade vzorky 116 extinkénych koeficientov nameranych pre 80 proteinov vo vode
bol urCeny empiricky vztah na urCenie extinkéné¢ho koeficientu nativneho proteinu pri
280 nm iba na zaklade poctu #Tyr, #Trp a #cystinov v proteine:

€280 (M-ecm™) = 5500 - #Trp + 1 490 - #Tyr + 125 - #cystin

Takto uréeny €280 (M™*-cm™) je spolahlivy pre proteiny, ktoré obsahuju Trp zvysky a menej
spol'ahlivy pre tie proteiny, ktoré¢ tryptofany neobsahuj.

Biuretova metoda

V alkalickom prostredi sa med’naty kation viaze na dusik peptidov a proteinov za vzniku
komplexu s absorpénym maximom pri 540 — 560 nm. Nedochadza k interferencii s volnymi
aminokyselinami a existuje iba mala zavislost’ na primarnej Struktare proteinu, ked’ze med’
reaguje s peptidovym retazcom a nie s bo¢nymi skupinami. Odporacany postup je uvedeny
Vv tabul’ke 1.3.

TABULKA 1.3 Biuretova metdéda

1. Pripravime Biuretovo ¢inidlo tak, Ze rozpustime 1,5 g CuSO4-5H20 a 6 g vinanu sodno-draselného
v 500 ml vody. Pridame 10 % w/v hydroxidu sodného a doplnime vodou do 1 litra.

2. Uskladnime ¢inidlo v plastovej fTasi na tmavom mieste. Cinidlo vydrzi velmi dlho (t—0), ak
k nemu pridame 1 g jodidu draselného, ktory zabrani redukcii med’natych i6nov.

3. K vzorke s objemom 0,5 ml, ktora obsahuje aZ do 3 mg proteinu, pridame 2,5 ml Biuretovho ¢inid-
la.

4. Nechame stat’ 30 mint.

5. Meriame absorbanciu pri 540 nm. Porovnavaci roztok obsahuje 0,5 ml tlmivého roztoku a 2,5 ml
Biuretovho ¢inidla.

NajvicSou nevyhodou tejto metddy, ktora vyrazne obmedzuje jej pouZiteInost’ je nizka
citlivost’ (1 — 6 mg proteinu/ml). Citlivost metody moze byt zvySena: (i) separaciou komple-
xu med-protein gélovou filtraciou s naslednym uvolnenim medi z komplexu a jej kolorimet-
rickym uréenim, (i) meranim absorbancie Standardnej Biuretovej reakcie v blizkej UV oblasti
pri 310 nm. Niektoré tlmivé roztoky predovSetkym tie na baze Tris-u mozu interferovat
s Biuretovou reakciou, ako aj tie, ktoré¢ obsahujii améniovy kation, ¢o znacne komplikuje me-
ranie frakcii ziskanych po precipitécii siranom amoénnym.

Lowryho metéda

Patri k najbeznejsSie pouZivanym metddam na stanovenie koncentracie proteinu. Zakladom
metddy je Biuretova reakcia proteinu s med’ou v alkalickom prostredi a redukcia Folin-Cio-
calteau fosfomolybdenofosfowolframovej kyseliny na heteropolymolybdénovi modra,
v dosledku med’ou katalyzovanej oxidacie aromatickych aminokyselinovych zvyskov. Reak-
cia ma za nasledok vznik intenzivnej modrej farby a je citlivejsia (0,1 — 1 mg proteinu/ml)
V porovnani s Biuretovou metdédou. Odporacany postup je uvedeny v tabul’ke 1.4.
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TABULKA 1.4 Lowryho metéda

1. Zasobné roztoky ¢inidiel: A, 1 % CuSOa4-5H,0; B, 2 % w/v vinan sodno-draselny; C, 0,2 M hydro-
xid sodny; D, 4 % w/v uhli¢itan sodny. Tieto ¢inidla st stabilné pri izbovej teplote.

. D0 49 ml ¢inidla C pridaj 49 ml ¢inidla D. Potom pridaj 1 ml ¢inidla A a nasledne 1 ml ¢inidla B.
Tento med’nato-alkalicky roztok (¢inidlo E) musi byt pripravované vzdy cerstvé.

. Do 10 ml Folin-Ciocalteau ¢inidla pridaj 10 ml vody. Toto je ¢inidlo F.

. D0 0,5 ml vzorky obsahujucej az do 0,5 mg proteinu pridaj 2,5 ml ¢inidla E.

. Zmie§aj a nechaj reagovat’ 10 minat.

. Pridaj 0,25 ml ¢inidla F.

. Zmiesaj a nechaj reagovat’ 30 minut.

. Zmeraj absorbanciu pri 750 nm. Porovnavaci roztok obsahuje 0,5 ml tlmivého roztoku opracova-
ného podl'a bodov 4 az 7.

N

0O~NO O1Th W

Treba poznamenat’, Ze reakcia je vel'mi citliva na pH prostredia — je preto potrebné udrzat
pH v rozmedzi 10,0 — 10,5. V dosledku variability zdsobného roztoku Folin-Ciocalteau ¢inid-
la je dolezité pre kazdy zasobny roztok ndjst’ vhodné riedenie na dosiahnutie finalneho pH.
Navyse, na dosiahnutie reprodukovatelnych vysledkov je dblezité dodrziavat’ jednotlivé ¢a-
sov¢ intervaly priddvania a zmieSavania jednotlivych ¢inidiel.

Reakcia iba mierne zavisi na aminokyselinovom zlozeni proteinu. Na druhej strane vSak
s danou reakciou moéze interferovat’ viacero latok. K tymto zli¢enindm patria amino derivaty,
aminokyseliny, tlmivé roztoky, detergenty, lipidy, sacharidy, nukleové kyseliny, soli
a sulthydrylové zlu€eniny (existuju zoznamy testovanych latok a ich mnozstva tolerovatel'né
pre pouzitie tejto metddy). Specidlnym problémom je pritomnost’ detergentov (aniénovych,
zwitterionovych a neidonovych) kvoli ich astému pouZzitiu pri rozpisStani proteinov. Pre roz-
toky, ktoré obsahujii detergenty s vyvinuté rozne variacie Lowryho metody. Dalsim &asto
prehliadanym problémom tejto metddy je nelinearita kalibracnej krivky.

BCA (bicinchoninic acid) metéda

MnozZstvo problémov spojenych s Lowryho metddou spociva vo vlastnostiach detekéného
¢inidla (Folin-Ciocalteau). Preto bola vyvinutd metdda zalozena na alternativnom detekénom
¢inidle, kyseline bicinchoninovej (BCA). Princip metody:

+ OH-
1. krok: protein + Cu?* ——— > Cu*

2.krok: Ccut + 2BCA —>  _ -
oocC N, N COO
N\ /AN

“00C / N N \ COO~
BCA-Cu* komplex
Reakcia dava intenzivne fialové sfarbenie s maximom absorbancie pri 562 nm. Citlivost BCA

metddy (0,1 — 1,2 mg proteinu/ml) je podobna ako v pripade Lowryho metddy. Odporucany
postup je uvedeny v tabul’ke 1.5A. Bola taktieZ vyvinuta presnejSia metoda, tzv. BCA micro-
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assay metoda (0,5 — 10 ug proteinu/ml), ktorej postup je uvedeny v tabul’ke 1.5B.

TABULKA 1.5A BCA metdda

1. Zasobné roztoky ¢inidiel: A, 1 % w/v BCA-Na,, 2 % w/v Na,COs, 0,16 % w/v vinan sodny, 0,4 %
w/v NaOH a 0,95 % NaHCOs. Ak je potrebné, 50 % w/v NaOH alebo pevny NaHCOs3 na tpravu pH
na hodnotu 11,25. B, 4 % w/v CuSO,-5H,0. Cinidla A a B su stabilné pri izbovej teplote.

2. Cinidlo C sa pripravi zmie$anim 100 objemovych dielov ¢inidla A a 2 obj. dielov ¢inidla B. Cinidlo
C je jablkovo zelené a je stabilné 1 tyzden pri izbovej teplote.

3. Do 100 pl vzorky obsahujucej 10 — 120 pg proteinu (0,1 — 1,2 mg proteinu/ml) pridaj 2 ml ¢inidla
C.

4. Zmiesaj a nechaj stat’ 30 min pri 37 °C.

5. Zmeraj absorbanciu pri 562 nm. Porovnavaci roztok obsahuje 100 pl timivého roztoku opracované-
ho podl'a bodov 3 a 4.

TABULKA 1.5B BCA microassay metdda

1. Zasobné roztoky Cinidiel: A, 8 % w/v Na,COs, 1,6% w/v NaOH, 1,5 % w/v vinan sodny a dosta-
to¢né mnozstvo pevného NaHCO3 na upravu pH na hodnotu 11,25. B, 4 % w/v BCA-Na,. Cinidla A
a B su stabilné pri izbovej teplote. Cinidlo C, 4 obj. diely CuSO4-5H,0 zmiesané so 100 obj. dielmi
¢inidla B. Toto ¢inidlo by malo byt pripravené vzdy Cerstvé.

2. Zasobny roztok ¢inidla D sa pripravi v ¢ase potreby zmieSanim 1 obj. dielu ¢inidla C s 1 obj. dielom
Cinidla A.

3. Do 1 obj. dielu vzorky (0,5 — 10 pg proteinu/ml) pridaj 1 obj. diel ¢inidla D.

4. Zmie$aj a nechaj stat’ 60 min pri 60 °C.

5. Ochlad’ na izbovu teplotu.

6. Zmeraj absorbanciu pri 562 nm. Porovnavaci roztok obsahuje 100 ul timivého roztoku opracované-
ho podl'a bodov 3 az 5.

Pretoze mechanizmus BCA metddy je v blizkom vztahu s Lowryho metddou, da sa oca-
kavat’ podobna citlivost’ obidvoch metod na aminokyselinové zloZenie proteinu. Specialnou
vyhodou BCA metddy je vo vSeobecnosti jej vacsia tolerancia voci zluceninam, ktoré interfe-
ruju s Lowryho metéodou. BCA metdda je menej citliva na pritomnost’ roznych detergentov
(anidnovych, neidonovych a zwiterionovych), ktoré sa casto pouzivaju pri rozpustani protei-
nov. Denatura¢né ¢inidld — ako GdmHCI a mocovina su tiez dobre tolerované, avSak BCA
metdda je citlivejSia na pritomnost’ redukujucich cukrov. Samozrejme, med-chelatujuce Ci-
nidld ako napr. EDTA, st vaznym problémom pre obidve metddy, podobne ako aj ¢inidla,
ktoré ovplyviiuju pH ¢inidiel pouzivanych v BCA a Lowryho metdde, a tym ovplyviiuji op-
timalne pH danych metod.

Bradfordova metéda — viazanie farbiva

Za vhodnych podmienok, kyslé a bazické skupiny proteinov interaguju s disociovanymi
skupinami organickych farbiv za vzniku farebnych zrazenin. Tento jav moze byt vyuzity pri
kvantitativnej analyze, ale mnoho farbiv (napr. Orange G) su necitlivé, zatial' ¢o iné (napr.
Amidocernt 10-B) ma iné nevyhody. Tento pristup sa stal popularnym vd’aka Bradfordom
vyvinutej metode, ktora vyuziva farbivo Coomasie Brilliant Blue G 250 alebo R 250. Jeho
viazanie do proteinu sposobuje posun absorpéného maxima z0 465 nm (Cervena forma) na
595 nm (modra forma). Farbivo sa pripravuje ako zasobny roztok rozpustenim vo fosforecnej
alebo chloristej (stabilnejsi roztok) kyseline. Metdda popisana v tabul’ke 1.6 je rychla, jed-
noducha jednokrokova procedura, pri ktorej je ¢inidlo pridané ku vzorke a absorbancia je me-
rana pri 595 nm. Problémom danej metddy je tendencia komplexu protein-farbivo viazat’ sa
na povrch skla. Je preto vhodné pouzivat’ jednorazové kyvety, ale na druhej strane je relativne
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jednoduché odstranit’ farbivo zo skla ponorenim kyvety do roztoku 0,1 M HCI alebo umytim
koncentrovanym detergentom a nasledne vodou alebo acetonom.

Metoda je vel'mi citliva, pracuje v rozmedzi 0,2 — 1,4 mg proteinu/ml — Standardna metoda
— aVvrozmedzi 5 — 100 pg proteinu/ml v pripade microassay procedury. Je vel'mi zavisla od
primarnej struktiry proteinov v dosledku preferen¢nej interakcie farbiva s bazickymi (predo-
vSetkym argininovymi) aminokyselinovymi zvyskami. Vysledok mdze byt ovplyvneny pri-
tomnostou detergentov, niektorymi tlmivymi roztokmi (napr. Tris) a polyolmi, podobne, av-
Sak v menSom rozsahu, ako Lowryho metoda. Navyse, niektoré proteiny mozu byt relativne
nerozpustné v takom kyslom prostredi.

TABULKA 1.6 Bradfordova metdda — viazanie farbiva

1. Cinidl4: intenzivnym mie$anim rozpustime 100 mg Coomassie Brilliant Blue G 250 v 50 ml 95 %
etanolu. Tento roztok sa zmie$a so 100 ml 85 % w/v kyseliny fosfore¢ne;j, zriedi sa s vodou na 1 liter
a prefiltruje sa. Cinidlo je stabilné pri izbovej teplote po dobu minimélne 2 tyzdiiov.

2. Standardna metéda: pridaj 5 ml &nidla do 0,1 ml vzorky s proteinom obsahujucej 20 — 140 pg
proteinu (0,2 — 1,4 mg proteinu/ml),

alebo
Microassay metéda: pridaj 0,2 ml ¢inidla do 0,8 ml vzorky obsahujicej 1 — 20 pg proteinu (5 —

100 pg proteinu/ml).

3. Zmiesaj a nechaj stat’ po dobu 5 — 30 min.

4. Zmeraj absorbanciu pri 595 nm. Porovnavaci roztok obsahuje 0,1 ml (0,8 ml v pripade microassay)
timivého roztoku a 5 ml (0,2 ml pre microassay) ¢inidla.

Coomassie Brilliant Blue

/@\ C,Hg C,Hg /©\ _
HO,S <:H2\’1l | S

CH
N/ 2 3

R250: R = H
G250: R = CH,

OC,H

Farbenie striebrom

Metody popisané doteraz su dostatocné pre stanovenie koncentracie proteinov pre vacsinu
beznych purifika¢nych (Cistiacich) metod. Avsak, v sucasnosti s v centre zaujmu proteiny,
ktoré sprostredkuju procesy proliferacie a diferenciacie, ktoré su aktivne pri koncentraciach
10° — 10™® M. Izol4cia takychto proteinov je znaéne komplikovana a proteiny sa ziskavaju
iba vo vel'mi malych koncentraciach (napriklad zo 150 litrov média je mozné ziskat’ iba 2 —
10 g interleukinu 3). Bezné metddy by spotrebovali zna¢nu ¢ast’ tohto proteinu. V sucasnosti
bola preto vyvinuta vysoko-citliva metdda, zalozend na schopnosti viazat’ striebro, schopnost’,
ktora sa uz bezne efektivne vyuziva na citlivi detekciu proteinov separovanych polyakryla-
midovou gélovou elektroforézou (obrazok 1.5, strana 27).
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Touto metdédou je mozné urcit’ protein v mnozstve 15 ng az 2 pg (150 ng az 20 pg prote-
inu/ml), ¢o reprezentuje priblizne 100-krat vacsiu citlivost’ ako predchadzajuce metody. Me-
toda je popisana v tabul’ke 1.7.

TABULKA 1.7 Farbenie striebrom

1. Zasobné roztoky ¢inidiel: A, 7,5 % w/v Tween 20, 100 mM Tris, 100 mM Na,CO:s. B, 2,5 % roztok
glutaraldehydu denne Cerstvo pripraveny zo zasobného roztoku 25 % glutaraldehydu uchovavaného
pri 4°C. C, Amoniakalny roztok striebra denne Cerstvo pripraveny pridanim 20 % w/v NaOH
a koncentrovaného NH1OH (19 %) do 18,2 ml destilovanej vody, s naslednym pridanim po kvap-
kach 0,2 ml 20 % w/v dusi¢nanu strieborného. D, 3 % w/v tiosulfatu sodného denne Cerstvo pripra-
veného.

2. Pridaj 11 pl ¢inidla A do 100 pl vzorky obsahujicej protein od 15 ng do 2 ug (150 ng az 20 pg pro-
teinu/ml).

3. Centrifuguj pri 450 g poc¢as 5 minuat cez 2-ml Bio-Gel P-2 kolénu pre-ekvilibrovana v 10-krat zrie-
denom Cinidle A.

4. Pridaj 0,9 ml destilovanej vody ku vzorke na vysledny objem 1 ml.

5. Pridaj 20 pl ¢inidla B a zamieSaj vortexom 2 sekundy.

6. Pridaj 200 pl ¢inidla C a zamieSaj vortexom 2 sekundy.

7. Nechaj stat’ presne 10 mintt pri izbovej teplote.

8. Pridaj 40 pl ¢inidla D.

9. Zmeraj absorbanciu pri 420 nm. Porovnavaci roztok obsahuje 100 ul pouzitého tlmivého rozto-
ku opracovaného podl'a bodov 2 az 8.

Farbenie striebrom vykazuje rozdielnu citlivost’ na primarne zlozenie proteinov obdobne
ako v pripade Bradfordovej metody. Vaznym problémom pri takejto microassay metode je
strata proteinu v dosledku jeho adsorbcie na sklenenych a plastovych povrchoch. Tato adsor-
pcia moze byt minimalizovana pridanim detergentu (Tween 20) ku vzorke pred jej opracova-
nim. Dal§im vaznym problémom je interferencia viacerych zloZiek bezne pritomnych vo
vzorke a tlmivych roztokoch s danou metddou, vratane aniénov (napr. CI°), ktoré tvoria ne-
rozpustné strieborné soli, EDTA, SDS v koncentraciach nad 0,01 % a redukéné ¢inidla ako
ditiotreitol a 2-merkaptoetanol. Je preto zvyc€ajne potrebné nevyhnutne odstranit’ akékol'vek
potencialne interferujice reagencie zo vzorky gélovou filtraciou cez mala Bio-Gel P-2 ko-
l6nu. Treba poznamenat’, Ze striebrom opracovana vzorka ponechana v kyvete niekol’ko mi-
nut, sposobi vytvorenie strieborného skla na stenach kyvety. To mdze byt 'ahko odstranené
kyselinou dusi¢nou. Tato metoda je vel'mi citliva, ale mala by sa vyuzivat’ iba v pripade ne-
dostatku materialu, ked’ nie je mozné pouzit’ alternativne metody.

Vzhl'adom na mnoZstvo metdd pre urCovanie koncentracie proteinov moze byt pri jej vy-
bere ndpomocna schéma uvedena na nasledujtce;j strane.
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Schéma pre vyber vhodnej metody na zistenie koncentracie proteinu (Noble a Bailey, 2009):

Stanovovany protein zbaveny necistot

\ 4

Pouzi vhodny $tandard, napr. hovédzi
sérovy albumin alebo IgG.
Nepouzivaj Bradfordovu metédu.

Je k dispozicii Standard proteinu Nie
zhodny so stanovovanym proteinom?

\ 4

Ano
) 4

Je stanovovany protein posttranslacne Ano Nepouzivaj Bradfordovu a Lowryho
modifikovany, napr. glykozylovany? metddu pre glykozylované proteiny.

\ 4

Nie
A 4
Je molekulova hmotnost' stanovované- . Nepouzivaj Bradfordovu metodu a
ho proteinu/peptidu vicsia ako 8 KDa Nie »| metodu merania absorbancie pri
a obsahuje viacero Tyr a Trp? 280 nm.
Ano

\ 4

Vhodna je akékol'vek z metdd. Jej
vyber zavisi na kritériach uvedenych
Vv texte a na dostupnosti zariadeni.

Obsahuje roztok stanovovaného prote- | Nie
inu interferujuce zluceniny?

\ 4

Ano

Su v roztoku tioly alebo redukujice Ano
c¢inidld, napr. ditiotreitol?

A 4

” Voo . ’ ] A )
‘;%Yr;?)zn)ku chelatacné cinidld, napr o Nepouzivaj BCA a Lowryho metodu.

A 4

Su v roztoku aminy alebo amoniové /
iony? Ano

A 4

Pouzitie Lowryho a Bradfordovej
y| metody je obmedzené do 0,1% kon-
centracie viacerych detergentov.

Su v roztoku detergenty pouzité na Ano
rozpustenie proteinu?

A 4

Su v roztoku kvoli precipitdcii protei- Ano Nepouzivaj BCA a Bradfordovu me-
nu vysoké koncentrdacie kyselin? todu.

A 4
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TEMA BIELKOVINY
Uloha 1: Reakcie na dokaz aminokyselin a bielkovin

1. Ninhydrinova reakcia
Princip: Reakcia, ktora sluzi na dokaz -NH2 (amino) skupin aminokyselin, peptidov a

bielkovin. V prvej faze reakcie sa vytvori Schiffova baza (ketimin), ktord sa po-
tom oxidacne dekarboxyluje za vzniku aldiminu. Ten hydrolyzuje na nestalu
formu aminu, ktora reaguje s dalsou molekulou ninhydrinu a vznikd (zvycajne)

intenziVne sfarbend tzv. Ruhemanova violet’:
o

0
OH
- O + H,0 + R—C|:H—COO'
OH NHY
¢

aminokyselina
ninhydrin Y

o 0
i i
N=(|3 + co, N—Clt—COO' + H,0*
R
o o)
aldimin ketimin
‘ +H,0
o
NH2 + R—C—H
o}
o aldehyd
o 0 o 0
HO
D X ) — (L
HO
0 o} 0 o)

Ruhemanova violet
* Sedou farbou su zvyraznené tie atomy a molekuly, ktoré pochddzaju z pévod-
nej aminokyseliny.
Prehlad farebnych produktov v zavislosti od pouzitej aminokyseliny a bielko-
Viny je zndzorneny na obrdazku 1.6.
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Obrazok 1.6 Ninhydrinova reakcia (nesSpecificka reakcia
na aminokyseliny, peptidy a bielkoviny)

2. Biuretova reakcia

Princip:

Biuretova reakcia je vseobecny test na dokaz peptidov a bielkovin, teda latok
obsahujucich peptidové vizby (-CO-NH-). Je pomenovana podla zluceniny
biuret, ktora dava rovnaké fialové sfarbenie ako bielkoviny a peptidy. Fialova
farba je dosledkom vzniku komplexnej zluceniny medzi mednatymi ionmi a
amidovymi skupinami v peptidoch a bielkovinach:

Podobné sfarbenie davaju aj zluceniny, ktoré obsahuju dve alebo viac z tychto
skupin:

[l Il II\IH-|

—C—NH—  —C—NH, —C—NH, —CH—CHNH, —CH,~NH,
OH

Z toho je zrejmé, Ze aj roztoky aminokyselin obsahujucich niektoriu z uvedenych
skupin mézu davat pozitivnu reakciu.
Farebné produkty v zavislosti od skumanej latky su zndzornené na obrazku 1.7,
kde pozitivnu reakciu ddavaju albumin, Zelatina a pepton (reakcia s Cys a vodou
je negativna).

Obrazok 1.7 Biuretova reakcia

3. Precipitacné reakcie bielkovin

Princip:

Bielkoviny mézu precipitovat’ (zrdzat sa) ucinkom tepla, alkoholu, anorga-
nickych kyselin alebo soli tazkych kovov. Pri tomto procese prechadzaji z tzv.
nativneho stavu (funkcna forma bielkoviny s charakteristickou sekundarnou a
terciarnou Strukturou) do denaturovaného stavu, kedy dochddza k poruseniu
nekovalentnych interakcii, ktoré stabilizujii sekunddrnu a tercidrnu Struktiru
bielkoviny. V mnohych pripadoch takéto denaturované bielkoviny v dosledku
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Zmeny rozpustnosti precipituju.

4. Xanthoproteinova reakcia

Princip:

Nitraciou aromatickych aminokyselin (Phe, Tyr, Trp) koncentrovanou kyse-
linou dusicnou vznikaju Zlto sfarbené produkty (gréc. xanthos = ZIty).

R@—OH + HNO, — RQ—OH + H,O

Obrazok 1.8 Xanthoproteinova reakcia

5. Ehrlichova reakcia

Princip:

Latky s imidazolovou alebo fenolovou skupinou (His, Tyr, histamin, tyramin,
adrenalin) sa vyznacuju kopulaciou s diazotovanou kyselinou sulfanilovou za

vzniku cerveného diazofarbiva:
N=N@SOsH
ROOH + 2NENL©—SOS' — R OH
NZNOSO3H

Obrazok 1.9 Ehrlichova reakcia

6. S—Pb reakcia

Princip:

Cys a bielkoviny obsahujice Cys uvoliuju pésobenim hydroxidov za tepla
sirovodik, ktory mozno dokdzat reakciou s octanom olovnatym, pricom vznika
Cierna zrazenina sulfidu olovnatého:

H,S + Pb(CH,C00), —= PbS + 2 CH,COOH

Obrazok 1.10 S—Pb reakcia
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7. Sakaguchiho reakcia

Princip:

Guanidinoveé derivaty (Arg, metylguanidin, agmatin) sa oxiduju bromnanom
sodnym v pritomnosti o-naftolu za vzniku ruzovo prip. cerveno sfarbeného pro-

duktu:
OH 0

/NH2 NaBroO
R—N—C_ + T + NH, + NaBr
H ~NH OH

I
C—NH,

I
NHR

Obrézok 1.11 Sakaguchiho reakcia

Reagencie:

1.0,1 % roztoky aminokyselin Arg, Cys, Pro, Trp, Tyr

2.1 % roztok l'udského albuminu

3.1 % roztok zelatiny (tepelne upravena forma kolagénu)

4.1 % ninhydrinové ¢inidlo (2 g ninhydrinu rozpustime v 20 ml 96 % eta-
nolu a doplnime destilovanou vodou na objem 200 ml)

5. biuretové ¢€inidlo (9 g vinanu sodnodraselného rozpustime v 40 ml 0,2 M
roztoku hydroxidu sodného, pridame 1 g CuSO4 a 1 g KI. Roztok doplnime
roztokom hydroxidu sodného na objem 200 ml.)

6. koncentrovana kyselina dusi¢na

7.0,5 % roztok kyseliny sulfanilovej v 2 % kyseline chlorovodikovej

8.0,5 % roztok dusitanu sodného

9.10 % roztok hydroxidu sodného

10. 5 % roztok octanu olovnatého
11. bromova voda
12. 0,02 % etanolovy roztok a-naftolu

Material:

sada hrubostennych skumaviek, stojan na skimavky, mikropipety, vodny kupel’
(hrniec s vodou), vari¢, laboratorna trepacka

Postup:

Kazda z 6smich ocislovanych skumaviek v stojane obsahuje zasobny roztok
jednej z nasledujucich latok: Arg, Cys, Pro, Trp, Tyr, albumin, Zelatina a
destilovana voda.

Do prvych dsmich prazdnych skiimaviek (nezabudneme si ich ocislovat)
napipetujeme po 2 ml z uvedenych zasobnych roztokov. Do kazdého z nich pri-
dame 0,5 ml ninhydrinového ¢inidla. Roztoky v skimavkach premiesame (opa-
trnym pretrepanim pomocou laboratornej trepacky) a ponorime na 5 —10 min
do horuceho vodného kupela. Po vybrati a vychladnuti skimaviek zazname-
name jednotlivé zafarbenia roztokov. Vysledkom ninhydrinovej reakcie je
vznik farebného produktu, a to v Sirokom rozmedzi farieb od Zltej cez hnedu az
po fialovl v zavislosti od skimanej latky. Ninhydrinova reakcia je negativna
pre vodu, ktorii mozno tymto sposobom odlisit’ od ostatnych roztokov.

Do dalsich ésmich skimaviek znova napipetujeme po 1 ml zo zasobnych
roztokov skiimanych latok. Do kazdej z nich pridame 1 ml biuretového ¢inidla,
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premieSame a zaznamename zafarbenia roztokov. Biuretovou reakciou odli-
Sime roztok albuminu a Zelatiny od roztokov aminokyselin.

Na jednoznaéné odlisenie albuminu (bielkovina s nativnou Struktiurou) od
zelatiny (hydrolyzovana bielkovina kolagén) vyuZijeme test na precipitaciu
bielkoviny ucinkom vysokej teploty. Do dvoch skiimaviek napipetujeme po
1ml zo zasobnych roztokov, ktoré boli pozitivne na biuretova reakciu
a ponorime na 5 — 10 min do horuceho vodného kupela. V roztoku s albumi-
nom pozorujeme bielu zrazeninu. Roztok Zelatiny zostava Ciry.

Do dalsich piatich skamaviek napipetujeme po 2 ml z roztokov, ktoré zatial
neboli priradené. Do kazdého z nich pridame 0,5 ml koncentrovanej HNOs3,
zamieSame a zaznamename farebné zmeny. V pripade, ze nedochddza k Ziadnej
farebnej zmene, ponorime skimavky na 2 — 4 min do vodného kupela. Pozitiv-
nu xanthoproteinovu reakciu davaju aminokyseliny Tyr a Trp.

Ich dokaz nam potvrdi Ehrlichova reakcia. Do dvoch skumaviek na-
pipetujeme po 1 ml zo zasobnych roztokov, ktoré boli pozitivne na xanthoprote-
inovl reakciu. Do osobitnej skimavky napipetujeme 2 ml 0,5 % kyseliny sul-
fanilovej a2ml 0,5% dusitanu sodného. Roztok dobre premiesame
a odpipetujeme po 1 ml do pripravenych dvoch skamaviek s aminokyselinami.
Obe skimavky premiesame a pridame po 1 ml 10 % NaOH. V skiamavke s Tyr
pozorujeme vznik ¢erveno sfarbeného produktu. Roztok s Trp sa sfarbi na
ZIto aZ oranZovo. Ak ani v jednej zo skiimaviek nevznika Cervené sfarbenie,
pridime do oboch este po 1 ml 10 % NaOH.

Na dokaz Cys vyuzijeme S—Pb reakciu. Do troch skamaviek napipetujeme
po 1 ml zo zasobnych roztokov, ktoré zatial’ neboli uréené. Do kazdej z nich
pridame po 2 ml 10 % NaOH a 2 — 4 kvapky 5 % octanu olovnatého. Premie-
Same a ponorime na 5— 10 min do horuceho vodného kupela. Pozorujeme
vznik sivého produktu v jednom z roztokov, ¢o dokazuje pritomnost’ Cys.

Na rozlisenie Arg od Pro vyuzijeme Sakaguchiho reakciu. Do dvoch sku-
maviek odpipetujeme po 2 ml z poslednych dvoch neur¢enych zasobnych roz-
tokov a pridame k nim po 0,5 ml 10 % NaOH, 4 — 6 kvapiek a-naftolu a 2 —4
kvapky bromovej vody. Roztok s Arg sa sfarbi na ruzovo.

Pozorova- , . L. . .o, .
nie- Zaznamename zafarbenia roztokov v zavislosti od pouzitej reakcie.
Zaver: Ku kazdej ocislovanej skiimavke s prislusnym roztokom priradime ami-

nokyselinu, resp. bielkovinu.
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TEMA

BIELKOVINY

Uloha 2:

Izolacia kazeinu 7 mlieka

Princip:

Kazein je hlavnou bielkovinovou zlozkou mlieka (tvori az 80 % mliecnych
proteinov), kde sa nachadza vo forme vapenatej soli. Patri do skupiny fosfopro-
teinov a Vyznacuje sa velmi nizkym zastupenim prvkov sekundarnej Struktury.
V mlieku vytvara suspenziu Castic (tzv. kazeinové micely), v ktorych su jednotli-
ve makromolekuly kazeinu stabilizované hydrofobnymi interakciami a ionmi
vapnika. Okyslenim silnou kyselinou (napr. HCI) na hodnotu svojho izoelektric-
kého bodu (pl 4,6) dochadza k destabilizacii kazeinovych miciel, vysledkom co-
ho je precipitdcia kazeinu.

Reagencie:

1. mlieko
2. 10 % roztok kyseliny chlorovodikovej
3. 96 % etanol (denaturovany)

Material:

centrifiiga, centrifuga¢né skimavky, gaza alebo obviz, sklenena ty¢inka, mik-
ropipety, kadicka s objemom 100 ml

Postup:

50 ml mlieka centrifugujeme 10 minut pri 3000 ota¢kach za minutu (ot/min),
¢o pri nami pouzitom rotore odpoveda 1000 g (RCF = relative centrifugal for-
ce). Vylaceny tuk odstranime prefiltrovanim mlieka cez ktsok gazy do kadicky
s objemom 100 ml. Nasledne k mlicku pridavame 10 % HCI, a to po kvapkach
za staleho mieSania sklenenou ty¢inkou do vytvorenia vlockovitej zrazeniny
(spotreba je priblizne 1 ml HCI, ak pouzijeme nadbytok HCI, zrazenina sa za¢ne
znova rozpustat). Suspenziu prelejeme do centrifugaénej sktimavky
a odstred’'ujeme 10 minut pri 3000 ot/min (1000 g). Supernatant (roztok nad
zrazeninou) zlejeme, zrazeninu premyjeme priamo Vv centrifuga¢nej skimavke
destilovanou vodou (25 ml) a opét’ odstred’ujeme. Vodu zlejeme, zrazeninu ka-
zeinu rozmiesame s 25 ml 96 % etanolu, vacsie kasky rozdrobime a znova cen-
trifugujeme. Po odstredeni zlejeme etanol a kazein nechame volne schnit’ na
filtratnom papieri. Na d’alSom cvi€eni kazein odvazime a jeho hmotnost’ zapi-
Seme do protokolu.

Zaver:

Uvedieme mnozstvo vyizolovaného kazeinu (v gramoch na 50 ml mlieka).

Uloha 3:

Stanovenie koncentrdcie bielkoviny Lowryho metodou

Princip:

Lowryho metdda je jeden z najcastejsie vyuzivanych sposobov stanovenia
koncentrdacie bielkovin. V prvom kroku bielkovina reaguje s mednatymi ionmi
V alkalickom prostredi, pricom dochadza k ich redukcii na medné iony. Nasled-
ne dochdadza ucinkom mednych ionov kredukcii kyseliny fosfomolybdeno-
fosfovolframovej, ktora je sucastou Folinovho cinidla. Finalny produkt tejto
reakcie ma modré sfarbenie. Jeho intenzita zavisi od koncentracie bielkoviny v
roztoku. Mnozstvo bielkoviny vo vzorke sa urci na zaklade hodnoty nameranej
absorbancie pri 750 nm.

Reagencie:

1. roztok A: 2 % uhlicitan sodny v 0,1 M hydroxide sodnom

2. roztok B: 0,5 % pentahydrat siranu med’natého v 1 % tetrahydrate vinanu
sodnodraselného (roztoky A, B zmiesame max. 4 hod. pred cvicenim v pO-
mere 50:1)

Folinovo ¢inidlo (kyselina fosfomolybdeno-fosfovolframova)

Standardny roztok bielkoviny (hovddzi albumin) s koncentraciou
50 mg/100 ml

5. vzorka bielkoviny s neznamou koncentraciou

How
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Material: sada skiimaviek, stojan na skimavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpcny
spektrofotometer, plastové kyvety, laboratorna trepacka

Postup: Do siestich oznacenych skimaviek pipetujeme sklenenymi pipetami $tan-
dardny roztok hovidzieho albuminu podla tabulky 1.8 a postupujeme podla
pokynov v nej uvedenych. Do siedmej skumavky pipetujeme namiesto Stan-
dardu 1 ml roztoku bielkoviny s neznamou koncentraciou (do zoSita nezabud-
neme zapisat’ ¢islo vzorky).

TABULKA 1.8 0 1 2 3 4 5 vzorka
Standard albuminu [ml] - 0,05 0,10 0,25 0,50 0,75 -
neznama vzorka [ml] — — — — — — 1
destilovana H,O [mI] 1 0,95 0,90 0,75 0,50 0,25 -

A + B (50:1) [mi] 5 5 5 5 5 5 5

premiesat’
nechat’ 10 min reagovat’
Folinovo &inidlo [ml] 05 | 05 | 05 | 05 05 | 05 | 05
premiesat’
nechat’ 30 min reagovat’
ur¢it’ absorbanciu pri 750 nm

mnozstvo bielkoviny v sku-

mavke [ma] y 0 0,025 | 0,050 | 0,125 | 0,250 | 0,375 X

absorbancia pri 750 nm —

Vyhodnote- Pomocou kalibracnych roztokov (skimavky 1 az5) zostrojime kalibracny

nie: graf (zavislost' absorbancie Standardného roztoku hovéddzieho albuminu pri
750 nm od jeho mnozstva v roztoku). Na tento Gcel je vhodny bezne dostupny
program MS Excel. Body na grafe prelozime priamkou v tvare y = ax, kde X
predstavuje mnozstvo bielkoviny v skimavke, y je namerana hodnota absorban-
cie pri 750 nm a¢len a je konstanta. MnozZstvo bielkoviny X (v mg na 1 ml
vzorky) vypocitame dosadenim hodnoty absorbancie vzorky za y v uvedengj
rovnici. Zistené mnozstvo porovname so skuto¢nou hodnotou a vypocitame
relativnu chybu (v %).

Zaver: Uvedieme koncentraciu bielkoviny vo vzorke (v mg/ml) spolu s relativnou

chybou.
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TEMA BIELKOVINY
Uloha 4: Stanovenie izoelektrického bodu Pudského albuminu
Princip: Jednym z moznych sposobov stanovenia izoelektrického bodu bielkovin (pl)
Jje zistit hodnotu pH, pri ktorej je bielkovina najmenej rozpustna vo vode. Pri
tomto pH sa celkovy naboj bielkoviny rovna nule a lahko sa vyzraza, co sa pre-
javi zvySenim turbidity (zakalenia) roztoku. Vyzrazanie bielkoviny sa urychli
pridanim vhodnych dehydratacnych prostriedkov, napr. etanolu alebo acetonu.
Vzniknuty zakal je mozZné kvantifikovat meranim optickej hustoty roztoku pri
urcitej vinovej dizke. Cim viac je roztok zakaleny, tym vyssia je hodnota optic-
kej hustoty. Dovodom je rozptyl Ziarenia na vyzrdazanych bielkovinovych casti-
ciach.
Reagencie: 1. 0,1 M octan sodny
2.0,4 % roztok I'udského albuminu (0,4 g 'udského albuminu rozpustime za
tepla v 10 ml 0,1 M CH3COONa a doplnime na objem 100 ml destilova-
nou vodou)
3.0,1 M kyselina octova
4.1 M kyselina octova
5.96 % etanol
Material: sada skiimaviek, stojan na skimavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpcny
spektrofotometer, plastové kyvety, laboratorna trepacka
Postup: Do série Siestich skimaviek pipetujeme roztoky podla nasledujicej tabulky:
TABULKA 1.9 1 2 3 4 5 6
0,1 M CH3COONa [mI] 1 1 1 1 1 1
0,1 M CH3;COOH [mi] 0,12 0,25 0,5 1 2 -
destilovana H.O [mI] 1,88 1,75 15 1 - 1,6
1 M CH3;COOH [mI] - — - - - 0,4
premiesat’
0,4 % albumin [mI] 1 1 1 1 1 1
etanol [ml] 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
premieSat’
nechat’ 10 min stat’
urcit’ optickt hustotu pri 540 nm
referencnd kyveta obsahuje destilovani vodu
pH 5,6 5,3 50 4,7 4.4 4,1
opticka hustota pri 540 nm

Za izoelektricky bod albuminu sa povazuje pH hodnota, pri ktorej ma roztok
najvyssiu hodnotu optickej hustoty.

Vyhodnote-

nie:

Zostrojime zavislost’ optickej hustoty pri 540 nm od pH. Body na grafe pre-
loZzime polyndmom druhého, prip. treticho stupiia.

Zaver:

Uvedieme nami zistenl hodnotu izoelektrického bodu 'udského albuminu.

47




Praktické cvicenia z biochémie Sedlak, Danko, Varha¢, Paulikova, Podhradsky, 2020

TEMA

BIELKOVINY

Uloha 5:

Frakcionacia bielkovin vajecného bielka

Princip:

Jednou z najcastejsie pouzivanych metod na frakciondaciu zmesi bielkovin je
ich postupné zrazanie zvySovanim ionovej sily roztoku pridavanim neutralnych
anorganickych soli pri vhodnom pH. Tento postup je vyhodny najmd pre velké
objemy a bielkoviny sa nedenaturuji pri vysokych koncentrdcidach soli. Ziskana
zrazenina bielkoviny vsak obsahuje vysoké percento soli, ktord sa musi odstra-
fiovat zdlhavou dialyzou. Na zrdzanie (vysolovanie) bielkovin sa takmer vylucne
pouziva dobre rozpustny siran amonny. Iné soli (chlorid sodny, siran sodny,
fosfaty, atd’) sa pouzivaju len v zvidstnych pripadoch. Koncentrdcia siranu
amonneho sa vyjadruje stupfiom nasytenia (satUrdcia) roztoku, nasyteny roztok
md stupen sytenia 1. Vyjadrovanie saturdcie v percentach moze viest k zamene s
hmotnostnym zlomkom (w), ktoré vyjadruje mnozstvo latky v gramoch na 100 g
roztoku.

Koncentrdcia siranu amonneho sa zvysuje pridanim bud’ nasyteného roztoku,
alebo pevnej soli. Prvy sposob je jednoduchsi a zarucuje rovnomernejsie zvyso-
vanie koncentracie, ale da sa pouzit len pre nizsie stupne nasytenia. Druhy Spo-
sob dovoluje dosiahnut vyssSie stupne nasytenia. Sol je potrebné priddavat’ po
malych mnozstvach a vyckat, az sa rozpusti, aby sa roztok sytil rovnomerne. Po
pridani celého vyrdtaného mnoZstva siranu amonneho nechame roztok vzdy
urcitu dobu postat, aby zrazZanie prebehlo kvantitativne. Len potom zrazeninu
odcentrifugujeme alebo odfiltrujeme. Jednoduchym prikladom popisanej me-
tody je frakciondacia ovoglobulinov a ovoalbuminu vajcového bielka. Nasyte-
nim roztoku bielka do stupiia 0,5 sa vyzraZa globulinova frakcia, albumin os-
tava v roztoku. Albumin sa vyzrdaza nasytenim filtrdatu do stupiia 0,9.

Reagencie:

1. vajecny bielok

2. nasyteny roztok siranu amonneho (536,34 g siranu na 1000 ml roztoku
pri 20 °C, ¢o predstavuje 4,06 M roztok)

3. krystalicky siran amonny

4. Kkoncentrovana kyselina octova

Material:

univerzalne indikatorové papieriky pre pH 0 — 12, kadicka s objemom 100 ml,
odmerny valec s objemom 50 ml, pinzeta, lyzicka, sklenend tycinka, centrifu-
gacné skimavky, centrifiiga, gdza

Postup:

Bielko oddelime od Zitka a pinzetou z neho odstranime hrubé Gastice. Od-
mernym valcom odmeriame 25 ml bielka a prelejeme do kadicky. Po malych
davkach a za neustaleho mie$ania k nemu pridavame rovnaky objem (25 ml)
nasyteného roztoku siranu aménneho a mieSame d’alSich 5 minat. Roztok so
zrazeninou  (ovoglobuliny) prelejeme do centrifugacnej skiimavky
a centrifugujeme 10 minat pri 3000 ot/min (1000 g). Supernatant obsahujtci
ovoalbumin prelejeme cez gazu do odmerného valca a stanovime jeho objem.
Zrazeninu ovoglobulinov odstranime.

Pokracujeme tym, Ze upravime pH supernatantu (ovoalbumin) koncentrova-
nou kyselinou octovou na hodnotu priblizne 5 (4 — 6 kvapiek kyseliny na 40 —
45 ml supernatantu). Potom do tohto roztoku pridame za stdleho mieSania vypo-
Citané a navazené mnozstvo krystalického siranu amoénneho (30 g siranu na
100 ml supernatantu). Po jeho Uplnom rozpusteni nechdme suspenziu stat’ naj-
menej 30 minat. Vytvorenu zrazeninu ovoalbuminu centrifugujeme 10 minat
pri 6000 ot/min (4000 g). Supernatant zlejeme a zrazeninu rozpustime v 30 ml

48




Praktické cvicenia z biochémie Sedlak, Danko, Varha¢, Paulikova, Podhradsky, 2020

destilovanej vody. Odmeriame celkovy objem tohto roztoku a hodnotu zapiSeme
do zosita. V pripade potreby roztok prefiltrujeme a maximalne 15 ml z neho
prelejeme do dialyzacnej trubice s membranou, ktort ponorime do kadicky s
objemom 600 ml obsahujucej destilovant vodu (vid’ wloha 6).

Uloha 6:

Dialyza bielkovin

Princip:

Dialyza patri k najjednoduchsim biochemickym metodam separdcie latok na
zdklade roznej velkosti ich molekul. VyuZiva difuziu nizkomolekulovych latok
cez polopriepustnii membrdanu (nepriepustnu pre velké molekuly) z roztoku
S wsSou koncentrdaciou do roztoku s nizSou koncentraciou. Molekuly bielkovin,
ktorych Ccastice maju rozmery od niekolko nanometrov do 200 nm, maju
v roztoku niektoré vlastnosti koloidov, tj. ich Castice neprechdadzaju pre svoju
velkost otvormi dialyzacnych membran. Dialyza umoznuje v biochémii napr.
jednoduché oddelenie soli od roztoku bielkovin (pri vysolovani bielkovin sira-
nom amonnym). NajcastejSie sa vyuziva tam, kde chceme vysokomolekulové
latky zbavit' nizkomolekulovych necistot. V minulosti sa k priprave membran
vyuzivali koloidum, celofan alebo membrany zvieracieho povodu (creva, vajec-
na blanka, mechury). V sucasnej dobe su komercne dostupné umelé membrany
v tvare dlhej trubice rézneho priemeru a s vhodnou vel'kostou porov.

Reagencie:

1.1 M dusi¢nan barnaty
2. roztok ovoalbuminu z ilohy 5

Material:

dialyza¢nd trubica s membranou, kadicka s objemom 600 ml, magnetické mie-
Sadlo, stojan

Postup:

15 ml roztoku ovoalbuminu z ulohy 5 prenesieme do dialyzacnej trubice,
ktor upevnime k laboratérnemu stojanu a ponorime do kadi¢ky s destilovanou
vodou. Rychlost’ dialyzy zavisi od koncentracného spadu (na zaciatku je naj-
rychlejsia, postupne sa spomal’uje), po€tu a velkosti pérov v membrane, hrubky
membrany, elektrickych vztahov medzi membranou a difundujiucimi ¢asticami,
d’alej od velkosti plochy membrany a objemu roztoku, od teploty. Pocas dialyzy
vodu Vv kadicke mieSame pomocou magnetického miesadla, ¢im dialyzu urych-
I'ujeme. Priebeh dialyzy mézeme sledovat’ zraZanim siranovych anidénov dusic-
nanom barnatym vo vode:

SO4% + Ba?" — BaS0s(s)
Asi po hodinovej dialyze roztok pouzijeme na stanovenie koncentracie bielko-
vin biuretovou metddou (vid’ iloha 7).

Uloha 7:

Stanovenie koncentrdcie bielkovin biuretovou metodou

Princip:

Biuretovu reakciu davaju peptidy a bielkoviny v désledku pritomnosti pepti-
dovych vizieb (-CO-NH-). Je pomenovana podla zluceniny biuret, ktora dava
rovnakée fialové sfarbenie ako bielkoviny a peptidy. Reakcia je zaloZend na tvor-
be tetraamoniovej soli s komplexne viazanou medou. Metdda je rychla
a spolahliva. Vysledky pre jednoduché roztoky bielkovin su v dobrej zhode
s vysledkami inych metod. V pripade skumania vzoriek s vyssim obsahom lipi-
dov su namerané hodnoty o nieco vyssie ako hodnoty zodpovedajuce skutocné-
mu stavu. V ftom pripade sa odporuca vzorku precistit napr. vyzrazanim.

Reagencie:

1. biuretové ¢inidlo

2.Standardny roztok sérovej bielkoviny (T'udsky albumin) s koncentraciou
1 g/100 ml

3. dialyzovana vzorka vaje¢nej bielkoviny

Material:

sada skumaviek, stojan na skimavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpény
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spektrofotometer, plastové kyvety, laboratorna trepacka

Postup: Do Siestich oznafenych sktimaviek pipetujeme sklenenymi pipetami Stan-
dardny roztok Tudského albuminu podl'a tabul’ky 1.10 a postupujeme podl'a
pokynov v nej uvedenych. Do siedmej skiimavky pipetujeme namiesto Stan-
dardu 1 ml roztoku dialyzovanej bielkoviny z aulohy 6. V pripade vysokej hod-
noty absorbancie mézeme vzorku primerane riedit’.

TABUL’KA 1.10 0 1 2 3 4 5 vzorka
Standard albuminu [ml] — 0,2 0,6 1 1,5 2 —
dialyzovana vzorka [ml] - - - - - - 1
destilovana H,O [ml] 2 1,8 1.4 1 0,5 - 1
biuretové ¢inidlo [ml] 4 4 4 4 4 4 4

premiesat’
nechat’ 20 min reagovat’
urcit’ absorbanciu pri 540 nm
mnozstvo bielkoviny v sku-
mavke [l y 0 2 6 10 15 20 X
absorbancia pri 540 nm -

Vyhodno-
tenie:

Pomocou kalibraénych roztokov (skimavky 1 az5) zostrojime kalibracny
graf (zavislost absorbancie Standardného roztoku Tudského albuminu pri
540 nm od mnozstva) a Z neho ur¢ime mnoZstvo ovoalbuminu v mg na 1 ml
dialyzovanej vzorky (x). Vypocitame celkové mnozstvo ovoalbuminu (v mg)
vo vaje¢nom bielku (vynasobenim hodnoty od¢itanej z grafu objemom roztoku
ovoalbuminu po pridani destilovanej vody na rozpustenie zrazeniny pred dialy-
zou). Tuto hodnotu vydelime objemom pouzitého bielka (25 ml), ¢im ziskame
koncentraciu ovoalbuminu v bielku (v mg/ml).

Zaver:

Uvedieme koncentraciu ovoalbuminu vo vaje¢nom bielku (v mg/ml).
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TEMA

BIELKOVINY

Uloha 8:

Kvalitativna analyza aminokyselin papierovou chromatografiou

Princip:

Chromatografia patri medzi separacné postupy, kde sa na delenie pouziva
systéem dvoch fdaz — staciondrna a mobilna. Mobilnou fdazou sa zlozky delenegj
zmesi postupne vymyvaju (eluuju) zo staciondrnej fazy na zdklade svojich
schopnosti rozdelit' sa medzi zloZky pouZitej sustavy.

Reagencie:

1. Standardné 0,1 % roztoky aminokyselin (Arg, Asp, Cys, Leu, Lys, Pro,
Trp, Tyr)

2.zmes 1-butanolu, kyseliny octovej a vody v pomere 60:15:25 (mobilna fa-
za)

3.1 % roztok ninhydrinu v rozprasovaci

4.nezndma vzorka (zmes troch aminokyselin)

Material:

filtracny papier, automatické pipety, susi¢ na vlasy, ceruzka, pravitko, termo-
stat, kadicka s objemom 600 ml (vysoka), vrchnak (Petriho miska, prip. dos-
tatoCne Siroka kadicka)

Postup:

Na filtraény papier (16 X 14 cm) si 2 cm od jej spodného okraja ceruzkou
(nie perom) nakreslime Startovaciu Ciaru. Na fiu zakreslime devit bodov rov-
nomerne od seba (vzdialenost’ medzi bodmi 1,5 cm). Na prvych osem z nich
nanesieme po 5 ul standardnych roztokov aminokyselin (Arg, Asp, Cys, Leu,
Lys, Pro, Trp, Tyr). Deviaty bod je urCeny pre 5 ul vzorky (do zoSita nezabud-
neme zapisat’ ¢islo vzorky). Roztoky nanasame opatrne automatickou pipetou.
Pri nanasani Skvrnu susime suSiCom na vlasy. Poziciu tej-ktorej aminokyseliny,
resp. vzorky zaznamename ceruzkou priamo na papieri pod prislusnou Skvrnou.
Papier s nanesenymi roztokmi sto¢ime do valca tak, aby sa okraje neprekryvali.
Okraje zaistime zosivackou a papier vlozime do kadicky (objem 600 ml), ktora
obsahuje mobilnu fazu, prikryjeme vrchndkom a nechdme vyvijat’ vzostupne
(30 — 40 min). Pozor, hladina mobilnej fazy nesmie byt’ vyssie ako 1 cm nad
spodnym okrajom platne. V opa¢nom pripade by doslo k vyplaveniu ami-
nokyselin do mobilnej fazy. Ked’ je ¢elo mobilnej fazy 1 az 2 cm pod hornym
okrajom, papier (chromatogram) vyberieme, ceruzkou oznacime ¢elo mobilnej
fazy achromatogram vysuSime. Detekciu aminokyselin vykondme tak, Ze
chromatogram rovnomerne postrieckame roztokom ninhydrinu a vlozime na 5 —
10 min do termostatu na 90 °C. Nakoniec ceruzkou oznadime stredy vsetkych
viditenych skvin.

Vyhodno-
tenie:

Ur¢ime hodnoty Rt (retencny faktor) pre jednotlivé Standardy ako aj pre
zlozky neznamej vzorky a porovname ich navzajom. Rf hodnoty vypocitame
ako podiel vzdialenosti stredu Skvrny od Startu (A) a vzdialenosti ¢ela mobilnej
fazy od startu (B): Rf = A/B. Rt je funkciou adsorpénej schopnosti stacionarnej
fazy a pre danu latku zavisi od systému, v ktorom je merany, t.j. od teploty,
druhu adsorbentu a od zlozenia mobilnej fazy.

Zaver:

Uvedieme, ktoré tri aminokyseliny obsahovala naSa vzorka. K protokolu
priloZime aj chromatogram, prip. ho méZeme prekreslit’ do vyhodnotenia.
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2 LIPIDY

Lipidy (z gréckeho lipos = tuk) predstavuju pestru skupinu latok nerozpustnych vo vode,
ale dobre sa rozpustajucich v nepolarnych rozpustadlach (chloroform, éter, benzén). Z hladi-
ska zlozitosti ich rozdel'ujeme na:

m jednoduché, kam patria acylglyceroly (tuky a oleje) a vosky,
m zloZené, kam zarad’ujeme polarne lipidy fosfoacylglyceroly (fosfatidaty) a sfingolipidy, ako
aj lipoproteiny (lipid + protein alebo peptid) a glykolipidy (lipid + sacharid).

Lipidy plnia v organizmoch viaceré funkcie, z ktorych najdélezitejSie su:

1. Zdroj a rezerva energie. V zavislosti od ¢loveka, 20 az 60 % vsetkych kalorii (Joulov)
pochadza z konzumacie tukov a olejov. Tuky a oleje su najkoncentrovanej$ou formou energie
v potravinach — produkujia 35 000 — 40 000 Joulov (8 000 — 9 000 kalérii) energie na gram, ¢o
je viac ako dvojnasobok energie obsiahnutej v 1 grame sacharidov a bielkovin (~ 15 000 Jou-
lov, t.j. 3700 kalorii). Redukcia prijmu tukov a olejov v strave je preto velmi efektivnym
sposobom, ako schudnut’. Tuky a oleje robia jedlo chutnej$im a st dolezité v strave kvoli ich
pomalému traveniu. Pomalé Stiepenie tukov zabranuje pocitom hladu pocas dlhSej doby, ako
po poziti stravy bez tukov. Travenie neprebicha v zaludku, ale v tenkom ¢reve. Nadbytocné
mnozstvo jedla v stravovani sa premiena v tele na tuk, ktory slizi ako rezervny zdroj energie.

2. Struktiirne funkcie. Polarne lipidy sa spontanne orientujii do mono- a dvojvrstiev, ¢im
vytvaraju Struktirne jadro biomembran. Polarne lipidy st tiez nevyhnutné pre prenos pod-
netov, preto nervové tkanivo obsahuje az 40 % lipidov.

3. Ochranné funkcie. Cast’ acylglycerolov obal'uje niektoré organy (napr. oblicky) a
chréni ich pred mechanickym poskodenim. PodkoZzny tuk funguje ako izola¢na bariéra zabra-
fujica nadmernej strate tepla do okolia a tiez strate vody. Analogické funkcie plnia aj
ochranné vrstvy voskov na listoch a plodoch rastlin, peri vtakov, srsti cicavcov, pancieri
hmyzu.

Tuky a oleje

Tuky a oleje su v r6znych formach zname kazdému z nds, najmi ako sucast’ stravy (tuk v
masovych a maslo v mlie¢nych produktoch, margarin, majonéza, dressingy, pecené jedla
obsahujuce olej). Pouzivame mydla, ktoré su vyrobené z tukov a olejov, a tiez farby. Vo vse-
obecnosti sa vyrazy "tuk" a "olej" pouzivaju ako synonyma. Z technického hl’adiska vSak
"tuk" oznacuje tuk v pevnej forme (zvicsa zivocisSneho povodu), zatial’ ¢o "olej" ozna-
¢uje kvapalny tuk (predovsetkym z rastlin). Dnes sa pojmom "tuk" oznacuje cela skupina
acylglycerolov, bez ohl'adu na konzistenciu.

Niektoré tuky a oleje su nevyhnutnou sucast'ou nasej potravy, lebo poskytuju esencialne
mastné kyseliny a absorbuju a transportuju v tukoch rozpustné vitaminy A, D, E a K. Speci-
ficka funkcia esencidlnych mastnych kyselin nie je stale znama, avSak deti a mlad’atd maju
spomaleny rast v pripade ich nedostatku v strave. Dal§imi symptomami st riedke vlasy, Supi-
nata koza, zI¢ hojenie sa ran.

Chemicky charakter tukov a olejov bol prvykrat Studovany v rokoch 1810 — 1820 francuz-
skym chemikom Michel-Eugene Chevreul. Zistil, Ze hydrolyza tukov a olejov vedie k tvorbe
mastnych kyselin a glycerolu. Tuky a oleje ako estery glycerolu a vy$sich mastnych kyselin
st Casto nazyvané aj acylglyceroly alebo triacylglyceroly. Starsi nazov glyceridy, prip. tri-
glyceridy sa uz v stiéasnej dobe nepouziva. Strukturny vztah medzi mastnymi kyselinami,
glycerolom a triacylglycerolom je zobrazeny v nasledujucej schéme:
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glycerol

triacylglycerol

* R, R,, R, predstavuju retazce mastnych kyselin, najcastejSie roznych,
ale moéze ist aj o jednu a tu istu mastnu kyselinu

V tukoch a olejoch bolo najdenych viac ako 100 mastnych kyselin, davajic tak teoreticky
moznost existencie viac ako 500 000 roznych triacylglycerolov. VacSina mastnych kyselin sa
vSak nachadza v organizme iba v stopovych mnozstvach a iba priblizne 10 z nich je délezitou
sucastou triacylglycerolov. Nazvy a Struktiry tychto mastnych kyselin su uvedené
Vv tabul’ke 2.1.

TABULKA 2.1 Prehlad beznych mastnych kyselin

Poéet C | Nazov Struktiira Kyseliny Poznamky #
Cop laurova CH3(CH3)10COOH nasytena
Cus myristova CH3(CH,)1,COOH nasytena
palmitova CH3(CH3)14COOH nasytena
Cis mononenasytena:
. .y _ ytena:
palmitolejova | CH3(CH2)sCH=CH(CH,);COOH 1 cis-dvojité vazba (9)
stearova CH3(CH3)16COOH nasytena
., _ mononenasytena:
olejova CH3(CH2)7CH—CH(CH2)7COOH 1 CiS-dVOjité vizba (9)
mononenasytena: obsahuje
ricinolejova CH3(CH3)sCH(OH)CH,CH=CH(CH_);COOH OH + 1 cis-dvojith vizbu
9)
. - _ _ polynenasytena:
linolova CH3(CH2)4CH—CHCH2CH—CH(CH2)7COOH 2 cis dVOjité Vf:iZby (9’ 12)
Cis polynenasyten4:
a-linolenova* | CHsCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH 3 cis dvojité vazby (9, 12,
15)
polynenasytena:
y-linolenova CH3(CH,)4sCH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,)sCOOH | 3 cis dvojité vazby (6, 9,
12)
polynenasytena:
a-eleostearova | CH3(CH2)sCH=CHCH=CHCH=CH(CH,);COOH 1 cis a 2 trans dvojité véizby
(9,11, 13)
polynenasytena:
Ca arachidonova* | CH3z(CH2)4(CH=CHCH;)4sCH,CH,COOH 4 cis dvojité vizby (5, 8, 11,

14)

* esencialne pre Cloveka
# &isla v zatvorke udédvaji pozicie dvojitych viizieb v mastnej kyseline
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Z tabulky 2.1 vyplyva, ze vicsina beznych mastnych kyselin mé 12, 14, 16, 18 alebo 20
uhlikovych atomov a ze vSetky st vytvorené z nerozvetvenych retazcov. Mastné kyseliny s
12 a 14 uhlikmi st nasytené, zatial’ o u mastnych kyselin so 16, 18 a 20 uhlikovymi atomami
sa Castokrat vyskytuju aj dvojité viazby. Vacsina dvojitych vézieb (mdzu sa vyskytovat’ az 4
V jednom ret’azci) je v Cis konformacii. Zaujimavy fakt, Ze ticto mastné kyseliny obsahuju
parny pocet uhlikovych atémov poukazuje na spdsob ich biosyntézy, a to pridavanim dvo-
juhlikového zvysSku pomocou acetylkoenzymu A. Tvorbu dvojitych vézieb zabezpecuju
d’alSie enzymy, a to odstranenim vodikovych atomov.

CH, y
I I I | I I < |
H{CCrS—CH;~CH~NH—C—CH;~CH;NH— C—CH—C—CH;-0—P—0—P—0—CH, \ _

N
acetyl OH CH, OH OH

acetylkoenzym A

V sucasnosti je vSeobecne zndmy vyznam "spravnych" tukov v zdravej vyzive. Vo vSe-
obecnosti, rastlinné tuky su lepSie ako Zivoc¢isSne a polynenasytené tuky st lepSie, ako nasy-
tené. Dovodom je cholesterol, ktorého nadmerné mnoZstvo v krvnom riecisti vedie k ateros-
kleréze — k strate elasticity a zuZeniu artérii v dosledku usadzovania sa cholesterolu. Takato
usadenina moze viest’ k vyraznému obmedzeniu, prip. preruseniu toku krvi k zivotne doleZi-
tym orgdnom ako mozog a srdce, a nasledne spdsobit’ mftvicu alebo srdcovy infarkt.

Rastlinné oleje su povazované za lepSie v porovnani so Zivo¢iSnymi, pretoze neobsahuju
cholesterol. AvSak niektoré vysokonasytené tuky, ako palmovy olej (obsahuje 36 — 59 % na-
sytenych mastnych kyselin) a kokosovy olej (77 — 97 % nasytenych mastnych kyselin), zvy-
Suju hladinu cholesterolu v krvi. Ich konzumacia méZe mat’ preto horSie nasledky pre telo ako
konzumacia niektorych zivociSnych tukov. Palmovy a kokosovy tuk st lacné, preto sa ko-
mercne vyuZzivaju pri vyrobe kolac¢ov a inych pe€enych vyrobkov (ekonomika ma ¢asto prio-
ritu pred zdravou vyzivou).

Pre nenasytené mastné kyseliny je zndme alternativne rozdelenie do skupin, a to na tzv.
omega mastné kyseliny. Na zaklade tohto delenia existuji omega-3 (®-3), omega-6 (w-6)
a omega-9 (w-9) mastné kyseliny. Cislica za omegou predstavuje poziciu prvej dvojitej vizby
pri ¢islovani od metylového konca uhl'ovodikového retazca mastnej kyseliny. Pre zdrava vy-
zivu su dolezité najmi esencidlne polynenasytené mastné kyseliny ako napr. kyselina o-
linolenova (®-3), kyselina linolova a kyselina arachidonova (obe ®-6). Klinické stidie ukaza-
li, Ze omega-6 polynenasytené mastné kyseliny priméarne prispievaji k znizovaniu hladiny
cholesterolu v krvi a maju iba mierny G¢inok na hladinu triacylglycerolov. Na druhej strane,
omega-3 polynenasytené mastné kyseliny vplyvaji na znizovanie hladiny cholesterolu iba
nepatrne, ale pritom vyrazne prispievaju k znizovaniu hladiny triacylglycerolov. Omega-3
mastné kyseliny maju eSte jeden zaujimavy fyziologicky Uc¢inok, ktory pravdepodobne pri-
spieva k znizovaniu rizika srdcovo-cievnych ochoreni — spdsobuji znizent agregaciu krvnych
dosticiek.

Tabul’ka 2.2 uddva percentudlne zastipenie mastnych kyselin v roznych typoch zivocis-
nych a rastlinnych tukov. VSimnite si vacSie mnoZstvo nasytenych mastnych kyselin vo
viacSine zivociSnych tukov v porovnani s ve’kym mnoZstvom nenasytenych mastnych
kyselin v rastlinnych tukoch. Rybacie tuky maju vyssiu tendenciu obsahovat’ viac nenasyte-
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nych mastnych kyselin, z ¢oho vyplyva aj ich popularita v zdravej vyzive. Vysoké percento
mastnych kyselin v rybach obsahuje 3 a viac dvojitych vidzieb. Na druhej strane, ako bolo
spomenuté, kokosovy a palmovy olej obsahuje vysoky podiel nasytenych mastnych kyselin.
Kokosovy olej obsahuje dokonca vysSie percento nasytenych mastnych kyselin, ako vSetky
uvedené zivocisne tuky. Slnecnicovy a sdjovy olej su zase vybornym zdrojom polynenasyte-
nych mastnych kyselin.

TABULKA 2.2 Zastupenie mastnych kyselin v niektorych zivo€iSnych a rastlinnych tukoch

Nasytené mastné Kyseliny (%)

Nenasytené mastné kyseliny (%)

C4-C12 | Myristova | Palmitova | Stearova | Spolu (()lleéf:z;l L(lzngllg?;a ‘Il_;rglgh\?-) Spolu

Zivolisne
Hovidzi tuk 1 6 27 14 48 49 2 0 52
Maslo 9-13 7-9 23-26 10-13 43-52 | 30-40 4-5 0 39-50
Bravéova mast’ 0 1-2 24-30 12-18 41-50 | 41-48 10 0 51-58
Tresdi olej 0 5-7 8-10 0-1 13-18 | 27-33 27-32 0 82-88
Sled’ovy olej 0 5 14 3 22 0 0 30 78
Sardinkovy

olej 0 6-8 10-16 1-2 17-26 6-10 27-11 8-12 78-85
Rastlinné
Kokos 55-73 17-20 4-10 1-5 77-97 2-10 0-2 0 3-13
Kukurica 0 0-2 7-11 3-4 10-17 | 43-50 34-42 0 77-93
Bavilnikové

semeno 0 0-3 17-23 1-3 18-29 | 23-44 34-55 0 71-82
Lanové

semeno 0 0 4-7 2-5 6-12 9-38 3-43 25-58 88-94
Olivy 0 0 5-15 1-4 6-19 69-84 4-12 2 81-94
Palma 0 1-6 32-47 3-6 36-59 | 38-42 5-11 0 43-58
Aragidy 0 0-1 6-9 2-6 8-15 50-70 13-26 2 85-92
Saflor 0 1 3 4 8 15 76 1 92
Slneénica 0 1 6 5 12 21 66 1 88
Soja 0 0-1 10-13 2-5 12-19 | 21-29 50-59 2-10 81-88
Tung — ¢insky 0 0 1-3 1-3 2-6 4-16 0-1 0 94-98

drevny olej*

* priblizne 80 % tvori kyselina a-eleostearova, ¢o v kone¢nom dosledku prispieva k tak vysokému percentu nenasyte-
nych mastnych kyselin
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Vosky

Medzi jednoduché lipidy patria okrem acylglycerolov aj vosky. Su to vo vode nerozpustné
tuhé estery mastnych kyselin s monohydroxylovymi alkoholmi s dlhym linearnym alifatickym
retazcom alebo so sterolmi. Beznymi st¢astami voskov su cetylalkohol (C1s), karnaubylalko-
hol (C2s), cerylalkohol (Cz6) a myricylalkohol (Cso). Priklad molekuly vosku znazoriuje na-
sledujuci vzorec:

oleoylalkohol

kyselina stearova

Vosky st vylu¢ované zivoCichmi a rastlinami obvykle ako heterogénne zmesi esterov,
Casto sprevadzané vol'nymi mastnymi kyselinami a ich hydroxyderivatmi alebo vysokomole-
kulovymi nerozvetvenymi uhl'ovodikmi. V zivociSnych voskoch prevladaji alkoholy so 14 az
18 uhlikovymi atomami, v rastlinnych alkoholy s dlh§im retazcom, s 26 az 30 atdbmami uh-
lika.

Vosky maji ochranné funkcie. Tvoria hydrofobnu vrstvu na vonkajsich castiach rastlin,
listoch aplodoch. Tato vrstva brani stratdm vody, brani nadmernému zmacaniu povrchu
a chrani pred napadnutim mikroorganizmami. U zivo¢ichov sa vosky vylucuji na kozi a srsti
a vcely ich pouZzivaju pri stavbe pléstov.

Vosky su zna¢ne hydrofobne latky, tuhé pri izbovej teplote a mékké az tekuté pri vysSich
teplotach. Vzhl'adom na podobné vlastnosti st aj niektoré mineralne latky nazyvané voskami;
su to napr. pevné uhl'ovodiky (parafinovy vosk), extrakt z lignitu (montdnny vosk), ozocerit
a iné. Tieto produkty, rovnako ako prirodné vosky, sa Siroko uplatiiujii v priemysle. Zo Zivo-
¢isnych voskov sa v praxi pouziva hlavne véeli a spermacetovy vosk (vorvanina) z lebecnej
dutiny vorvana a lanolin (vosk ovéej viny). Z rastlinnych voskov je najpouzivanej$im tzv.
karnaubsky vosk, ktory sa vylucuje v hojnej miere na listoch palmy Copernicia cerifera. Ma
zItu az modrozelent farbu, je vel'mi tvrdy a krehky a topi sa pri 83 az 90 °C. Vosky sa pouzi-
vaju hlavne pri vyrobe sviecok, krémov, mydiel a ro6znych néaplasti.

Fosfoacylglyceroly

Fosfoacylglyceroly (tiez nazyvané fosfatidaty) patria do skupiny polarnych lipidov. Skla-
daju sa z hydrofébnej a hydrofilnej Casti, ¢o urcuje ich amfipaticka (amfifiln) povahu. Fos-
foacylglyceroly st stcastou velkej skupiny fosfolipidov, ktoré su zakladnymi stavebnymi
prvkami v§etkych biomembran a niektoré sa zicastiuju prenosu vzruchu v nervovom tkanive.
Vznikaju esterifikaciou zvySku kyseliny fosforecnej vo fosfatidovej kyseline jednym z nasle-
dujtcich alkoholov alebo aminoalkoholov: cholin, etanolamin, serin, inozitol, glycerol. Hyd-
rofilnu cast’ tychto zlucenin tvori fosfat, hydrofobna Cast’ pozostava zo zvyskov dvoch mast-
nych kyselin:

56



Praktické cvicenia z biochémie Sedlak, Danko, Varha¢, Paulikova, Podhradsky, 2020

[l +
H,C—0—C—R; X:  —CH,CH,—N—(CH,),
[l fq
R;—C—0—CH o cholin
M HO OH
— 0O —P—0O— +
H,C—0 ||:7 O —CH,CH,—NH,
o) ) OH
etanolamin
fosfatidyl- HO OH
—CH,CH—NH, inozitol
I
(|3| COO-
o HMCO—C—Ri serin
[l
R;—C—O—CH (|)|
HZC—O—IT—O—H
o

kyselina fosfatidova

Sfingomyeliny

Podobne ako fosfoacylglyceroly aj sfingomyeliny (tieZ nazyvané sfingofosfolipidy, cera-
mid-1-fosforylcholiny) patria medzi polarne lipidy, fosfolipidy. Zakladom tejto skupiny fos-
folipidov nie je glycerol, ale dlhy nenasyteny aminoalkohol sfingozin. Jeho aminoskupina
tvori amidova vdzbu s mastnou kyselinou (ceramid) a primarny hydroxyl je esterifikovany
fosforylcholinom:

CH;—(CH,) ;— CH=CH—CH—OH
| CH;—(CH,),—CH=CH—CH—OH

H,N—CH
R—C—NH—CH o)
CH;—OH I | I -
sfingozin O CHZ—O—T—O—CHZCHZ—N—(CH3)3
ceramid o fosforylcholin

sfingomyelin

Sfingomyeliny tvoria dblezité zlozky biomembran a vyskytuji sa hojne v mozgu a nervovom
tkanive.

Lipoproteiny

Lipoproteiny vznikaji spojenim lipidov so Specifickymi bielkovinami, apolipoproteinmi.
K vzigjomnému spojeniu dochddza pomocou hydrofébnych interakcii nepolarnych oblasti
oboch zloziek. Vysledkom je, Ze bielkovina robi hydrofobne lipidové Struktury dispergova-
te'né a stabilné vo vodnom prostredi. Lipidové Casti lipoproteinov tvoria najma triacylglyce-
roly, d’alej fosfolipidy (lecitiny, sfingomyeliny), vol'ny a esterifikovany cholesterol. Triacyl-
glyceroly a estery cholesterolu tvoria lipofilné jadro lipoproteinovej Castice. Apolipoproteiny,
fosfolipidy a neesterifikovany cholesterol tvoria jej obal, ktory je hydrofilny.

Lipoproteiny su sucastou bunkovych membran, cytoplazmy buniek, krvnej plazmy a va-
jeéného Zitka. Najprestudovanejsie su plazmové lipoproteiny, ktoré zabezpeduju transport a
distribuciu lipidov (vstrebanych lipidov z potravy, lipidovych horménov a v tukoch rozpust-
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nych vitaminov) prostrednictvom krvi a lymfatického systému. Funguju tiez ako regulatory
metabolizmu lipidov.

Na zéklade zlozenia rozdel'ujeme lipoproteiny do niekol’kych skupin (tabulka 2.3):
m chylomikroény. Tvoria sa v tenkom creve. Z lipoproteinov su najvicsie (viditeI'né aj pod
mikroskopom). Ich primérnou ulohou je transportovat’ triacylglyceroly z tenkého ¢reva do
pecene.
m VLDL (very low-density lipoproteins). Vznikaju v peceni a transportuju triacylglyceroly
Z pecene do tukovych a svalovych buniek.
m IDL (intermediate-density lipoproteins). Obycajne st v krvi nedetegovatel'né.
m LDL (low-density lipoproteins). Tie nie su syntetizované priamo, ale tvoria sa z VLDL.
LDL maju zo vSetkych lipoproteinov najvicsie zastipenie cholesterolu a esterov cholesterolu.
Podielaju sa najvacSou mierou na transporte cholesterolu z pe¢ene do buniek.
m HDL (high-density lipoproteins), ktoré vznikaji primarne v peceni. "Zbieraji" nadbyto¢ny
cholesterol z tkaniv a transportuju ho spét’ do pecene.

TABULKA 2.3 Zlozenie a vlastnosti l'udskych lipoproteinov

. Hustota Priemer ZloZenie (% suchej hmotnosti)
Skupina 3 — -
(g/cm®) (nm) | proteiny | cholesterol | fosfolipidy | triacylglyceroly

chylomikrony | <095 | 100500 | 1 2 8 7 84

VLDL 0,95 - 1,006 30— 80 10 22 18 50

IDL 1,006 - 1,019 25-50 18 29 22 31

LDL 1,019 - 1,063 18 -28 25 50 21 4

HDL 1,063 -1,21 5-15 33 30 29 8
Glykolipidy

Glykolipidy obsahuju jeden alebo viac monosacharidovych zvyskov, ktoré sa viazu glyko-

zidovou vézbou na lipidova cast’. T4 je tvorena bud” mono- alebo diacylglycerolom, prip.
sfingozinom alebo ceramidom. Neobsahuju kyselinu fosforecnt. Podl'a charakteru sacharido-
vej zloZky ich mozeme rozdelit’ na dve skupiny:
m cerebrozidy, ktoré obsahuju ceramid s mastnou kyselinou alebo hydroxymastnou kyselinou
a ako hydrofilnu cast’ jediny zvySok monosacharidu viazaného B-glykozidovou vidzbou na C-
1. Pozname galaktocerebrozidy (obsahuje sacharid D-galaktozu) a glukocerebrozidy (obsa-
huje sacharid D-glukozu).

R—ﬁ—NH—CH O—\OH
0O _ H
CH;— O~ f\H HO

ceramid H | H
OH H

B-D-galakt6za

galaktocerebrozid

Cerebrozidy tvoria 11 % suchej hmoty mozgu, tiez su pritomné v nervovom tkanive, tymuse,
oblickach, nadoblickach, plicach a vajecnom Zltku.
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m glykosfingolipidy. Predstavuju zlozitej$ie derivaty ceramidu, v ktorych sa na primarnu al-
koholovu skupinu sfingozinu glykozidovou vidzbou viaze linearny alebo vetveny oligosacha-
ridovy retazec. Ten pozostava z kombinacie galaktozy, glukdzy a ich N-acetylaminoderiva-
tov. Casto obsahuje aj jeden alebo viac zvyskov sialovych kyselin, nestcich zaporny naboj.
Tieto kyslé sialylglykosfingolipidy nazyvame gangliozidy. Vyskytuju sa hlavne v $edej moz-
govej kore. Podielaju sa tiez na Specificite krvnych skupin a na organovej a tkanivovej Speci-
ficite.

CHEMICKE VLASTNOSTI LIPIDOV

Zvysujuci sa podiel nenasytenych mastnych kyselin vedie k zniZovaniu teploty topenia
tukov. Tato zavislost’ vysvetluje, preco su nenasytené tuky kvapalné, a vicSina nasytenych
tukov tuhé¢ latky.

Margarin sa ziskava z rastlinnych olejov Ciasto¢nou hydrogenaciou az do dosiahnutia
vhodnej konzistencie. Hoci vysledny produkt nie je zo zdravotného hladiska az taky hod-
notny ako pdvodny olej, je stale ovel'a lepsi ako maslo alebo mast’. Margarin sa miesa s 3-ka-
roténom pre ziskanie vhodnej farby, s mlieckom za vzniku emulzie a sol'ou, diacetylom a ace-
toinom kvoli chuti:

T ™o
CH;—C—C—CH, CH;—CH—C—CH,
diacetyl acetoin

Niektoré tuky sa moZu pokazit’ (stuchnit’) — majl neprijemnu chut’ a zapach, ked’ st pone-
chané posobeniu vzduchu a tepla. Jednym z dévodov, ktoré to spdsobuj, je, Ze vlhkost’ zo
vzduchu ma za nasledok hydrolyzu tukov za vzniku neprijemne zapachajtcich a chutiacich
mastnych kyselin, ako napr. kyseliny butylovej z pokazeného masla. Inym dovodom je
oxidacia mastnych Kkyselin za vzniku hydroperoxidov. Tieto hydroperoxidy sa moZzu
rozkladat’ za vzniku nizkomolekulovych aldehydov s neprijemnymi ddsledkami na nase
chutové a ¢uchové bunky:

R— CH=CH—CH,— CH=CH—(CH,);— COOH

102

OOH

|
R— CH=CH—CH—CH=CH—(CH,);—COOH

-

I I
R—CH=CH—C—H 4 H—C—(CH,);7—COOH

Vysokonenasytené tuky ako napr. z 'anového semena a tungu, v doésledku pdsobenia
vzduchu tvrdnl a vytvaraji priehl'adny, hladky povrch (oxidaciou a polymerizaciou dvojitych
viazieb). Tieto oleje sa Casto pouzivaju v priemysle v nateroch a farbach.

Pri charakterizécii tukov a olejov sa pouzivaju dve ¢iselné hodnoty — €islo zmydelnenia a
jodové Cislo.

Cislo zmydelnenia je definované ako mnoZstvo miligramov KOH potrebnych na kom-
pletni premenu 1 gramu tuku na glycerol a mydlo. Vysoké ¢islo zmydelnenia preto indikuje
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nizkomolekulovy tuk. Napriklad kokosovy olej ma vyssie ¢islo zmydelnenia ako olivovy olej,
pretoze kokosovy olej obsahuje vacsie mnozstvo nizkomolekulovych mastnych kyselin.

Jodové cislo je kvantitativna miera mnozstva nenasytenych vézieb pritomnych v danom
tuku. Je definované ako mnozstvo jodu potrebného saturovat’ 100 gramov tuku. Preto vyssie
jodové Cislo znamena viac nenasyteny tuk. Jodové Cislo méze dosahovat’ relativne malé hod-
noty, a to 8 az 10 v pripade vysokonasytené¢ho tuku ako kokosovy olej, alebo hodnoty 175 —
205 pre vysokonenasyteny tuk ako napr. z l'anového semena.

IZOLACIA A STANOVENIE LIPIDOV

Rastlinné tuky a oleje sa izoluju troma zédkladnymi metddami:
m tlakom za studena,
m tlakom za tepla,
m extrakciou z roztoku.
Pri tlaku za studena sa vytlaca olej z rastlin poésobenim hydraulického lisu. Tlak za tepla je
principidlne ta ista metdda ako tlak za studena s tym rozdielom, ze sa uskutociiuje pri vyssej
teplote. Tlak za tepla je efektivnejSia metoda, avSak dava produkt nizsej kvality v dosledku
pritomnosti neziaducich zloziek v ziskanej zmesi. Extrakcia z roztoku je najdrahSia, avSak s
najvacsim vytazkom a produktom vysokej kvality.

Zivodisne tuky sa zvy&ajne ziskavaji vyvarenim tuku z tkaniv pri vysokych teplotach. Al-
ternativne, tukové tkanivo méze byt vyvarené vo vode. Vyvareny tuk takto vytvori vrchnu
plavajucu vrstvu a méze byt 'ahko separovany.

Pri mnohych experimentoch je dolezité urcit’ celkovy obsah lipidov v biologickej vzorke.
Jednymi z najbeZnejsich metdd, ako vyextrahovat’ lipidy z biologického materialu, si metody
podl'a Bligha a Dyera (1959) (tabul’ka 2.4) a metdda podla Folcha (1957). Obidve metody
su zalozené na jednoduchom triku, a to takom, Ze zmes chloroform/metanol/voda v pomere
1:2:0,8 su vel'mi dobre miesatel'né. Takto m6zu preniknut’ do tkaniv a v désledku pritomnosti
lipofilného chloroformu mdézu byt lipidy extrahované. K oddeleniu vodnej a organickej fazy
dojde po zmene uvedeného pomeru na 2:2:1,8 v pripade Bligh a Dyer metody, alebo na 8:4:3
v pripade metody podl'a Folcha. Extrahované lipidy sa nachadzaju v organickej faze, teda v
chloroforme.

TABULKA 2.4 Bligh & Dyer — extrakcia fosfolipidov

1. Ku vzorke s objemom 0,8 ml pridame 3 ml zmesi chloroform/metanol 1/2 (v/v). Vor-
tex.

2. Pridame 1 ml chloroformu. Vortex.

3. Pridame 1 ml 100 mM NaCl. Vortex.

4. Rozdelenie vrstiev urychlime centrifugaciou cca 4 minuty. V spodnej (chloroformovej)
vrstve sa nachddzaju extrahované fosfolipidy.

Vel'mi jednoduchou a rychlou metdodou na kvalitativnu, ale aj kvantitativnu (po mierne;j
modifikacii) analyzu fosfolipidov je metdéda chromatografie na tenkej vrstve (TLC plate
analysis, TLC = thin-layer chromatography). Chromatografia na tenkej vrstve je jednou z
najbeznejsich experimentalnych metéd na odhadnutie ¢istoty organickych zluéenin. Cistota
zlGCeniny sa urcuje na zaklade mnozstva zloziek (Skvin) na platnicke. TLC metoda sa pouziva
na potvrdenie Struktiry neznamej zlaCeniny na zaklade porovnania jej pohyblivosti so zné-
mou vzorkou. TLC analyza sa ¢asto pouziva na sledovanie postupu chemickej reakcie. TLC
vyuziva tenkua vrstvu praskového adsorbentu (zvycajne SiO2 alebo Al2O3) na pevnom podkla-
de (zvycajne sklo, hlinikovéa platnicka alebo plast). Na elu¢ny profil podklad nema vplyv.
Dolezity je charakter adsorbentu a vyvijacej/elucnej zmesi. TLC platnicka sa kladie do takmer
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vertikdlnej polohy. Elu¢nad zmes (mobilna faza) bude na zaklade kapilarnych sil vzlinat’ sme-
rom hore. Zlu¢enina dobre rozpustnd v danej zmesi bude vzlinat' s niou. Naopak zlucenina
slabo rozpustna ostane, resp. sa bude pohybovat’ pomalsie. Inymi slovami, ako d’aleko sa dana
zlucenina dostane zavisi na tom, ako silno je adsorbovana na povrch (stacionarnu fazu) v po-
rovnani s tym, ako dobre sa rozpusta v mobilnej faze. Urcita zli€enina na urcitom povrchu a
v urcitej mobilnej faze je charakterizovana urcitou hodnotou Ry, ktora urcuje vzdialenost’, kto-
ri dana zlucenina presla, delena vzdialenost'ou, ktoru presla mobilna faza. Na zaklade stiboru
vhodnych Standardov a porovnania ich mobility s neznamou zla¢eninou moézete odhadnat
vlastnosti tejto latky.

TLC meranie prebieha tak, ze na pripraventt TLC platnic¢ku sa na jej spodny okraj nanesie
vo forme malej (Co najmensej) Skvrny Studovana zlGcenina, resp. zmes latok. Mobilna faza sa
nechd vzlinat’, az dosiahne opacny koniec platnicky (tento proces prebieha v uzavretej na-
dobe). TLC platnicka sa necha vyschnut’ a na zvidite'nenie zlicenin sa pouzije vhodna roz-
prasovacia metoda s vhodnym cinidlom.

Najbeznejsie mobilné fazy na separaciu lipidov su:

(i) chloroform:metanol:voda (65:25:4) (v/v/v) na separaciu fosfolipidov podla polarity
hlavicky,

(ii) chloroform:metanol:hydroxid aménny (65:25:4) na separaciu fosfolipidov podla po-
larity a naboja hlavicky,

(iii) chloroform:hexan:metanol:Kkyselina octova (50:30:10:5) na separaciu kardiolipinu a
fosfatidylglycerolu,

(iv) toluén:pyridin:voda (60:60:10) na separaciu fosfatidylcholinu a fosfatidyletanolaminu,

(v) cyklohexan:etylacetat (3:2) na separaciu neutralnych lipidov (mastné kyseliny, tria-
cylglyceroly, diacylglyceroly, monoacylglyceroly),

(vi) toluén:chloroform:metanol (85:15:5) na separaciu diacylglycerolov,

(vii) toluén:metanol (7:3) na separaciu ceramidu od ostatnych sfingolipidov.

Najbeznejsie €inidla pouzivané na detekciu §kvin na TLC platnicke su tie, ktorymi moz-
no detegovat’ fosfor (roztok na baze MoQOz), aminy (roztok na baze ninhydrinu) a uhlik (6 M
H2SO4). Po navlhéeni platni¢ky detekénym roztokom sa platnicka zahreje do objavenia Skvin
modrej farby pri detekcii fosforu, fialovej az Ciernej pri detekcii aminovych skupin a Ciernej
pri detekcii uhlikového retazca.

Na nasledujiicom obrazku je vidiet’ vysledok TLC analyzy niektorych typov lipidov:
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Obrazok 2.1 (predchadzajica strana) TLC analyza fosfolipidov v eluénom roztoku
chloroform:metanol:Padova Kyselina octova:aceton:voda Vv objemovom pomere
50:10:10:20:5. Obrazok B a C predstavuje ta isti platni¢ku — v ¢asti B bol pouzity roztok
na detekciu fosforu a v ¢asti C roztok na detekciu uhlika. Analyza v Casti B a C tspesne
potvrdila pritomnost’ pevne viazaného PE v nanomoldrnom mnozstve membranového pro-
teinu v stlade s jeho krystalovou $trukturou. Skratky oznacuju: CL — Kardiolipin, PE —
fosfatidyletanolamin, PC — fosfatidylcholin, DM — dodecylmaltozid (detergent). (Po-
znamka: Farby na B a C nezodpovedaji skuto¢nosti — odrazajt farebné "citenie" autora.)

Pre zaujimavost’ uvadzame aj jednoduchy test na detekciu glycerolu v tuku. Je to tzv. ak-
roleinovy test. Spoc¢iva v tom, ze glycerol je v pritomnosti KHSO4 za mierneho zahrievania
dehydratovany a oxiduje sa na akrolein (propenal) s vel'mi typickym Stiplavym a drazdivym
zapachom. Reakcia prebieha nasledovne:

KHSO,

CH,—CH—CH, ———— CH/=CH—C—H + 2H,0
| | | teplota M
OH OH OH >

glycerol akrolein

Cholesterol

Cholesterol je najcastejSie sa vyskytujuci steroid u zivoc¢ichov. Nachadza sa vo vsetkych
tkanivach, s najvac¢sou koncentraciou v mozgu, mieche a nervoch.

Celkové mnozstvo cholesterolu u priemerného dospelého ¢loveka je 200 — 300 g. Kvoli
mnozstvu a vSade pritomnosti bol cholesterol izolovany a charakterizovany ako prvy steroid.
Kvoli relativne komplikovanej Struktare preslo od jeho izolacie v roku 1775 viac ako 150 ro-
kov, kym sa podarilo urcit’ jeho Struktiru, a to v roku 1932. Ked’Ze cholesterol obsahuje 8
asymetrickych centier a moZe existovat v 256 stereoizomérnych formdach, trvalo d’al§ich
23 rokov do urcenia jeho kompletnej 3D Struktury.

CH, (|3H3
H,C CH— CH,CH,CH,CH— CH,
H,C
HO cholesterol

Cholesterol je vSeobecne rozsireny u eukaryotov, ale nevyskytuje sa u vaésiny prokaryo-
tov. V relativne vysokej koncentracii sa vyskytuje v kazdej ZivociSnej bunke a tvori vyz-
namnu Cast’ jej plazmatickej membrany a moduluje jej tekutost’ a permeabilitu (priepustnost).
Vo vicsej miere je pritomny v mozgu (tvori asi 10 % jeho susiny), v zI¢i, krvnej plazme (asi
2 mg/cm?®), kde je esterifikovany nenasytenymi mastnymi kyselinami a tvori sti¢ast’ plazmo-
vych lipoproteinov, d’alej v nadoblickach, nervovom tkanive, kde je sucastou myelinovych
obalov nervovych buniek, v mieche, vo vaje¢nom Zitku a v tuku z ovéej viny. Ludskd koza
vylucuje az 300 mg cholesterolu denne ako ochrannu latku. Cholesterol tvori hlavnt sucast’
tzv. nezmydelnitel'nych podielov zivoc¢isnych tukov. KIicovy vyznam cholesterolu je dany
tiez tym, ze je vychodzou latkou pre biosyntézu d’alSich ddlezitych steroidov — ZICovych ky-
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selin, pohlavnych horménov, hormoénov kory nadobliciek (glukokortikoidy, mineralokortiko-
idy) a kalciferolov (vitamin D).

Organizmus kryje Cast’ spotreby cholesterolu prijmom z vonku (potravou), vacsinu vSak
syntetizuje (denne vyraba viac nez 1 g cholesterolu). Hladina cholesterolu je udrziavana po-
klesom biosyntézy pri jeho prijme v potrave. Cholesterol sa z vacsej Casti vyluCuje po pre-
mene na zl¢ové kyseliny v peCeni. Nepremenena Cast’ sa odburava ¢innostou ¢revnych bakté-
rii, redukciou na koprostanol (5-B-cholestan-3-p—ol). Patologicky sa cholesterol uklada
v stenach krvnych ciev (ateroskleréza) a v ZI¢ovych kamenoch.

Mydla a detergenty

Vyroba mydla patri k najstar§Sim zndmym organickym syntézam, hned’ druhé v poradi za
vyrobou etanolu. Ako prvi zvladli vyrobu mydla pravdepodobne Fenicania v roku 600 pred
nasim letopoctom a to z kozieho tuku a popola. Mydlo bolo vel'mi rozsirené pocas Rimskej
riSe a ruiny tovarne na mydlo starSie viac ako 2000 rokov boli najdené pri vykopavkach v
Pompejach.

Skuto¢ny vyznam mydla pre umyvanie a Cistotu bol pravdepodobne uvedomeny, mini-
malne zdokumentovany, az ovel'a neskor, priblizne v 2. storo¢i naSho letopoctu. Nasledujice
stovky rokov bolo pouzitie mydla vyrazne obmedzené — pach tela bolo pohodlnejsie prekona-
vat’ parfémami.

K "zl'udoveniu" mydla doslo az po zdokonaleni jeho vyroby v roku 1700 Nicolasom Leb-
lancom. Vyroba mydla predstavuje alkalicki hydrolyzu alebo saponifikaciu tuku alebo oleja,
¢o vedie k vzniku mydla a glycerolu. Ako bolo spomenuté vyssie, tuk pozostdva zo zmesi or-
ganickych molekul — triacylglycerolov — esterov nerozvetvenych dlhych mastnych kyselin,
obsahujtcich 12 az 18 uhlikovych atomov. Mydlo pozostava zo zmesi soli mastnych kyselin,
ktoré vznikaju v dosledku alkalickej hydrolyzy triacylglycerolov:

i
Il R—C—O K*
H,C—O—C—R — 1
g Mo e
R,—C—O—CH o + 3KOH ——— (|:H—OH + R;C—OK*
I
H,C—O0—C—R, CH;,—OH Ml
R;—C—O K
triacylglycerol glycerol

(tuk) mydlo
(soli mastnych kyselin)

Metdda vyroby mydla ostala prakticky nezmenena pocas poslednych niekolko stoviek ro-
kov. Mydla sa mézu liSit’ zloZenim a spdsobom Upravy (pridavky vonavych latok, germici-
dov, atd’.). Pridany alkohol sposobuje spriehl'adnenie mydla. Ak sa pouZije namiesto sodika
draslik, mydlo je méksie.

Napriek tymto variaciam, mydlo ostdva z chemického hl'adiska rovnaké a €isti tym istym
spdsobom. Molekula mydla ma polarnu, vo vode rozpustnud, "hlavicku" —COQ", a dlhy ne-
polarny, vo vode nerozpustny, "chvost", pozostavajuci z nepolarnej Casti mastnej kyseliny.
To im dodava amfipaticka povahu podobne ako v pripade fosfolipidov. Voda a olej maju
tendenciu vytvarat’ separované vrstvy, avSak v pritomnosti mydla dochadza k zmene situacie.
DIha nepolarna ¢ast’ molekuly mydla sa rozpusti (interaguje) s olejovymi kvapockami, zatial’
¢o polarna Cast’ je v styku s vodou. Kazda olejova kvapocka je takto obklopend negativnym
nabojom, ktory spdsobuje vzajomné odpudzovanie takto vytvorenych nabitych sfér, brani tak
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vytvoreniu olejovej fazy a stabilizuje olejové kvapocky vo vode. Ked'ze olej drzi Spinu, prip.
je Cast'ou Spiny, emulzifikacia oleja uvolni "$pinu" a umoznuje jej splachnutie.

Biodegradabilny charakter mydla je vyhodou pre prostredie. D1hé, linearne molekuly myd-
la m6zu byt 'ahko degradovatelné mikroorganizmami na oxid uhli¢ity a vodu, nezatazujuc
tak prostredie jazier a potokov.

Mydla maji nizsiu efektivnost’ v tvrdej vode, v dosledku pritomnosti vapnika, magnézia a
soli zeleza, ktoré reagujii s mydlom za vzniku nerozpustnych precipitatov, zndmych ako
"kruhy" vo vani, v umyvadle. Tieto precipitaty vznikaju v dosledku nasledujucej reakcie:

O O
[ [
2R—C—0 Na* + Ca* —= (R—C—0) ca} + 2Na

mydlo vyzrazané mydlo
alebo pena

a spdsobuju, Ze ¢ast’ mydla ostane nevyuzita vo forme precipitdtu, preto je potrebné pouZzit’
vacsie mnozstvo mydla. Tento problém modze byt Ciastocne odstraneny pridanim zmikcova-
diel ako uhli¢itan sodny, ktory vyzrazava iony vapnika v tvrdej vode:

Na2COs + Ca?* —— CaCOs| + 2 Na*

Nanestastie, tieto vyzrazané i6ny sa usadzuju v latkach a spdsobuju stratu ich farby.

Tento problém nevznikd pri pouziti detergentov. Syntetické detergenty sa moézu vyrazne
lisit v chemickej Struktare, avSak vSetky maji podobnu skladbu: polarnu, vo vode roz-
pustnu hlavic¢ku, zvy¢ajne obsahujicu siran alebo sulfonovu kyselinu, prip. polyéterova sku-
pinu a dlhy, nepolarny chvost.

Typy syntetickych detergentov

R—O—SO0; Na* R— Ar—SO,H R—(O—CH,CH,);—OH

siran kyselina sulfénova polyéter

Polarna hlavicka a dlhy nepolarny chvost pésobia na $pinu tym istym mechanizmom ako
mydlo. AvSak vd’aka polarnej hlavicke iného charakteru, ktori obsahuju detergenty, nevytva-
raju nerozpustné agregaty v tazkej vode. Vysledkom je vicsia Cistiaca efektivnost’ detergen-
tov v tvrdej vode bez potreby pridavania zmékcovadiel.

Prvy synteticky detergent bol vyrobeny v roku 1916 Fritzom Guntherom. Tento produkt sa
pouzival v priemysle, ale nebol pouzitelny v domacnostiach. Prvy synteticky, v domacnos-
tiach pouzite'ny detergent, uviedla na trh firma Procter & Gamble v roku 1933. Tieto pro-
dukty vsak boli relativne drahé a lacnejsi produkt — na baze alkylbenzénsulfonatu — sa dostal
na trh aZ v roku 1950:

CH CH

H,C—CH—(CH;— CH); SO; Na*

rozvetveny alkylbenzénsulfonat

Tento typ detergentu sa stal vel'mi populdrnym a rychlo nahradil mydlo ako Cistiaci pro-
striedok. Rozvetvené ret'azce v molekule vSak spdsobili problém, pretoze bakteridlne enzymy
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v ¢istickach neboli schopné Stiepit’ tieto molekuly. Tymto detergentom boli znecistené mnohé
jazerd a vodné zdroje, dokonca sa nasiel v pitnej vode mnohych miest.

Nast’astie, tento problém bol vyrieSeny néhradou rozvetvenych retazcov za linearne, co
malo za nésledok biodegradabilitu detergentu:

CH

| 3
CH;—(CH)—C SO; Na*

linearny alkylbenzénsulfonat
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TEMA

LIPIDY

Uloha 9:

Izoldcia fosfatidylcholinu a fosfatidyletanolaminu zo 3ltka

Princip:

Vajecné Zltko obsahuje mnozstvo lipidov (fosfatidylcholin, fosfatidyletano-
lamin), steroidy (cholesterol) a karotenoidy. Fosfatidylcholin je bezfarebnd, na
vzduchu hnednuca krystalicka latka, ktora je sucastou biomembran a okrem
vajecného Zltka sa hojne nachddza aj v mozgovom a nervovom tkanive. Fosfati-
dylcholin a fosfatidyletanolamin je mozné extrahovat etanolom.

i
O_C/\/\/\/\/\/\/\/\/
HZC/
9
P N N N
HC—O—C
He f T
O—P—0O—CH,CH, —N—CH,
\

|-
) CH,

fosfatidylcholin (lecitin)

H,C ‘C"

o—leOf(:HZCH2 —NH,+
o _ . ]
fosfatidyletanolamin (kefalin)

Reagencie:

1. vajeény Zitok

2. etanol

3. éter (dietyléter)

4. aceton (dimetylketon)

5. 10 % etanolovy roztok chloridu kademnatého

Material:

sklenena tycinka, centrifuga¢né skimavky, centrifuga, filtracny lievik, filtraény
papier, odparovacia miska, vari¢, miska s vodou, kadicka s objemom 100 ml,
odmerny valec s objemom 25 ml, pinzeta

Postup:

Odmernym valcom zmeriame objem vajeéného Zitka (hodnotu zapiseme do
zoSita) a rozmieSame ho s 10 ml etanolu, ktory priddvame po kvapkach. Potom
priddme 15 ml éteru a rozmieSame. Zrazeninu bielkovin odstredime v centrifi-
ge (10 minut pri 3000 ot/min, 1000 g). Supernatant prelejeme do odparovacej
misky a odparime na vodnom kupeli do sirupovitej konzistencie. Po ochladeni
na laboratornu teplotu k nemu priddme 10 ml acetéonu, rozmieSame a nechame
ustat. Zlto sfarbenu kvapalinu zlejeme, znova pridime 10 ml aceténu a tento
postup opakujeme dovtedy, az je aceton bezfarebny. Potom zrazeninu rozpus-
time v 10 ml etanolu. Do tohto roztoku pridame 5 — 10 ml etanolového roztoku
chloridu kademnatého do vytvorenia novej zrazeniny, ktortl tvoria kademnaté
soli fosfatidylcholinu (lecitinu) a fosfatidyletanolaminu (kefalinu). Nasledne
priddme 5 —10 ml éteru. Cast’ zrazeniny sa rozpusti v dosledku roznych roz-
pustnosti kademnatej soli lecitinu a kademnatej soli kefalinu v éteri: kademna-
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ta sol’ kefalinu sa v éteri rozpust'a a kademnata sol’ lecitinu zostava neroz-
pustena. Zrazeninu (lecitin) prefiltrujeme, vysu$ime a odvazime. Filtrat (kefa-
lin) odparime, odparok vysusime a odvadzime.

Vyhodno- Hmotnost' lecitinu vydelime objemom Zitka, ¢im ziskame jeho koncentraciu
tenie: v zltku (v mg/ml). Rovnako vypocitame aj koncentraciu kefalinu.
Zaver: Uvedieme koncentracie lecitinu a kefalinu vo vaje¢nom zltku (v mg/ml).
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TEMA

LIPIDY

Uloha 10:

Stanovenie jodového Cisla tukov Yasudovou metodou

Princip:

Jodové cislo je mierou nenasytenosti tukov a vyjadruje sa ako mnozstvo jodu

Vv gramoch, ktoré sa viaze na 100 ¢ tuku.

Pri typickom experimente reaguje tuk s roztokom bromidu jodneho (1Br v kyse-

line octovej, Hanusov roztok), ktory sa aduje na dvojité vizby mastnych kyselin:
I Br
I |

—CH=CH— + IBr ——> —CH—CH—
Nezreagovany bromid jodny reaguje s jodidom draselnym, pricom vznika jod:
IBr+ KI —= KBr + I,

I2 sa ndsledne stanovuje titrdaciou s tiosiranom sodnym (Na2S:03) podla nasle-
dujiicej rovnice:

2Na,S,0, + I, Na,S,0, + 2 Nal

tetrationat sodny

Reagencie:

1. 10 % roztok jodidu draselného

2.0,005 M roztok tiosiranu sodného

3.adi¢né ¢inidlo:

1. roztok pripravime zo 40 ml Tadovej kyseliny octovej a 16 g Cistého py-
ridinu.

2. roztok pripravime zo 40 ml Tadovej kyseliny octovej a 10,9 ml kon-
centrovanej kyseliny sirove;.

Obidva roztoky zlejeme a ochladime. Pridame 5 ml brému rozpusteného
v 40 ml Tadovej kyseliny octovej. Objem roztoku zriedime I'adovou kyse-
linou octovou do 2000 ml. Pri mikrometode (v naSom pripade) riedime
tento roztok kyselinou octovou v pomere 1:4.

4.chloroform

5.1 % skrobovy maz

6.vzorky tukov rozpustené v chloroforme (0,6 g/50 ml)

Material:

kuzelové banky so zabrusnou zatkou (3 ks), byreta s objemom 10 ml, sklenené
pipety s nadstavcom

Postup:

Pripravime si tri kuzel'ové banky so zdbrusnou zéatkou. Do dvoch z nich od-
pipetujeme po 0,5 ml z pripraveného chloroformového roztoku tuku (vyberieme
si jednu z troch vzoriek). Do tretej banky (slepy pokus) napipetujeme 0,5 ml
chloroformu. Do vSetkych troch baniek pridame z byrety v digestore 5 ml adi¢-
ného c¢inidla. Banky zazatkujeme a nechame reagovat’ pri laboratornej teplote
30 minut. Pripipetujeme 0,5 ml roztoku jodidu draselného, zriedime malym
mnozstvom (3 — 5 ml) vody (oplachneme fiou steny banky) a titrujeme 0,005 M
roztokom tiosiranu sodného do odfarbenia roztoku. Ako indikator pouZijeme
1 % skrobovy maz, ktory prikvapneme na zaciatku titracie (2 — 4 kvapky).

Vyhodno-
tenie:

Zo spotrieb NazS>03 pri titracii oboch vzoriek vypocitame priemernu hod-
notu, ktort spolu so spotrebou pri titracii slepého pokusu pouzijeme na vypocet
jodového cisla podl'a vzt'ahu:

Vs —Vy;) -12,69-C
m
kde VsL je spotreba NazS»03 pri titracii slepého pokusu (v ml),
Vyz je priemerna spotreba Na»S,0s3 pri titracii vzoriek (v ml),

jodové _cislo =
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m je hmotnost’ titrovanej vzorky tuku (v gramoch),
C je koncentracia Na2S»03 (0,005 M).

TABULKA 2.5 Jodové ¢isla vybranych tukov*

kokosovy olej 6-11 araSidovy olej 86 — 107
kravské maslo** 26 —40 repkovy olej 110 - 126
bravfova mast™* 45-70 slnecnicovy olej 118 — 145
olivovy olej 75-94 lanovy olej 170 — 203

* The Lipid Handbook, F. D. Gunstone, J. L. Harwood, A. J. Dijkstra, 3. vydanie,
2007, CRC Press

** https://oilpalmblog.wordpress.com/2014/08/31/quality-and-identity-
characteristics-part-2-chemical-characteristics/ [citované: 21.6.2020]

Zaver:

Nami zistent hodnotu jodového ¢&isla vzorky tuku porovname s tabul’kovou
hodnotou a uvedieme 0 aky tuk i§lo. Vysledok zaokrihlime na celé Cislo.
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TEMA

LIPIDY

Uloha 11:

Stanovenie Cisla zmydelnenia tukov

Princip:

Cislo zmydelnenia uddva pocet mg hydroxidu draselného potrebného na
zmydelnenie esterovych vizieb a na neutralizaciu nizSich mastnych kyselin,
ktoré vznikli oxidaciou dvojitych vizieb, v 1 g tuku. Tato hodnota je nepriamo
umerna priemernej molekulovej hmotnosti mastnych kyselin v tukoch. Vyjadruje
mnozstvo mastnych kyselin v danom mnozstve tuku. To znamend, Ze ked’ su mo-
lekulové hmotnosti mastnych kyselin nizZsie (kratsie retazce), v jednom grame
tuku ich bude viac, ¢o sa prejavi vyssou hodnotou cisla zmydelnenia a naopak.

Reagencie:

1. 0,5 M etanolovy roztok hydroxidu draselného
2.0,5 M roztok kyseliny chlorovodikovej
3.fenolftalein

4.vzorky tukov rozpustené v petroléteri (40 g/100 ml)
5.petroléter (teplota varu 40-60 °C)

Material:

byreta s objemom 25 ml, varné banky so zabrusom s objemom 250 ml (2 ks),
varné kamienky, Ramsayov tuk, gulickovy chladi¢, hadice na privod a odvod
vody, varié¢, hrniec s vodou, sklenené pipety s nadstavcom

Postup:

Do 250 ml banky napipetujeme 5 ml roztoku tuku v petroléteri, pripipe-
tujeme 25 ml etanolového roztoku KOH a pridame varné kamienky. Refluxu-
jeme pod spéatnym chladi¢om 1 az 1,5 hod (kvoli nizkej teplote varu petroléteru
nastavime vari¢ na 1/3 maxima). Potom chladi¢ vyplachneme 50 ml destilova-
nej vody (nalejeme ju zhora cez chladi¢ po odstaveni z vodného kupel’a). Pri-
dame 2 — 4 kvapky fenolftaleinu a titrujeme 0,5 M HCI do odfarbenia roztoku.
Slepy pokus, ktory nerefluxujeme, pripravime z 5 ml petroléteru a 25 ml etano-
lového roztoku KOH. Tiez doil priddme 50 ml destilovanej vody, fenolftalein a
titrujeme do odfarbenia.

Vyhodno-
tenie:

Zo spotrieb oboch titracii vypocitame ¢islo zmydelnenia, a to podla vzt'ahu:
(VSL _sz) -28,05
m
kde Vs je spotreba HCI pri titracii slepého pokusu (v ml),
Vvz je spotreba HCI pri titracii vzorky (v ml),
m je hmotnost’ titrovanej vzorky tuku (v gramoch).

¢islo_zmyd. =

TABUDKA 2.6 Cisla zmydelnenia vybranych tukov*
repkovy olej 182 — 193 | l'anovy olej
olivovy olej 184 — 196 | bravcova mast™**
arasidovy olej 187 — 196 | kravské maslo** 210 —232
slneCnicovy olej 188 — 194 | kokosovy olej 248 — 265
* The Lipid Handbook, F. D. Gunstone, J. L. Harwood, A. J. Dijkstra, 3. vydanie,
2007, CRC Press

** https://oilpalmblog.wordpress.com/2014/08/31/quality-and-identity-
characteristics-part-2-chemical-characteristics/ [citované: 21.6.2020]

188 — 196
192 — 203

Zaver:

Nami zisteni hodnotu C¢isla zmydelnenia vzorky tuku porovname
s tabul’kovou hodnotou a uvedieme o aky tuk i$lo. Vysledok zaokrihlime na
celé ¢islo.
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TEMA

LIPIDY

Uloha 12:

Stanovenie koncentrdacie cholesterolu

Princip:

Cholesterol patri medzi najdoéleZitejsie steroly. VKkrvi sa transportuje
V podobe lipoproteinov. V Malom mnoZstve je nevyhnutnou sucastou organizmu,
kde sa zucastiuje na osmotickych a difiznych procesoch bunky (je sucaStou
biologickych membran.).

Poruchy metabolizmu a transportu cholesterolu podporuji vznik srdcovo-
cievnych ochoreni. Jeho nadmerny prijem v potrave sposobuje zuzZenie priesvitu
(vnutorného prierezu) ciev a nasledné cirkulacné poruchy. Kedze sa cholesterol
nachadza v zivocisnych potravindach, mal by sa ich prijem v strave obmedzovat.

Pri Liebermann-Burchardovej reakcii sa z cholesterolu v prostredi kyseliny
octovej a sirovej odstepuje molekula vody, pricom vznikad karbéniovy kation 3,5-
cholestadiénu. Jeho oxidaciou v pritomnosti acetanhydridu vznika modrozeleny
produkt, pentaenylovy kation s absorpcnym maximom 620 nm:

H,C H,C
H,C + CH,COOH, H,S0, H,C Qg
+ acetanhydrid ‘O
HO

cholesterol pentaenylovy kation

Reagencie:

1. standardny roztok cholesterolu v chloroforme s koncentraciou 1 mg/ml

2.vzorka cholesterolu s nezndmou koncentraciou

3.chloroform

4.Liebermann-Burchardov roztok (0,5 m/ koncentrovanej kyseliny sirovej
zmiesame s 10 ml vychladeného acetanhydridu. Nasledne, za stileho mie-
Sania, pridame 5 ml ladovej kyseliny octovej. Pripraveny roztok uchova-
vame V chlade. Pred pouzitim nechame zohriat na izbovii teplotu.)

Material:

sada skumaviek, stojan na skimavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpcny
spektrofotometer, sklenené kyvety, laboratérna trepacka

Postup:

Do siestich oznacenych skumaviek pipetujeme sklenenymi pipetami $tan-
dardny roztok cholesterolu (1 mg/ml) podla tabulky 2.7 a postupujeme podla
pokynov v nej uvedenych. Do siedmej skumavky pipetujeme namiesto Stan-
dardu 3 ml roztoku vzorky cholesterolu s neznamou koncentraciou (do zosita
nezabudneme zapisat’ ¢islo vzorky).

Pozor, pri stanovovani absorbancie jednotlivych roztokov kyvetu nepre-
myvame vodou. PouZivame sklenené (nie plastové!) kyvety.

TABULKA 2.7 0 1 2 3 4 5 vzorka

Standard cholesterolu  [ml] - 0,5 1 15 2 2,5 -

neznama vzorka [ml] — — — - - _

Lieb.-Burch. roztok [ml] 2 2 2 2

2

chloroform

NN W

2
[mi] 5 4,5 4 35 3 2,5
zazatkovat’ a premieSat’
nechat’ 15 min reagovat’ v tme
urcit’ absorbanciu pri 620 nm

mnozstvo cholesterolu v sku-
mavke [mg]

0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 X

absorbancia pri 620 nm -
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Vyhodno-
tenie:

Pomocou kalibracnych roztokov (skimavky 1 az5) zostrojime kalibracny
graf (zavislost’ absorbancie Standardného roztoku cholesterolu pri 620 nm od
mnozstva) a z neho ur¢ime mnoZstvo cholesterolu v mg na 3 ml vzorky (x).
Tato hodnotu nasledne prepocitame na 1 ml vzorky. Stanovené mnozstvo cho-
lesterolu porovndme so skuto¢nou hodnotou a vypocitame relativnu chybu (v
%).

Zaver:

Uvedieme koncentraciu cholesterolu vo vzorke (v mg/ml) spolu s relativhou
chybou.

Uloha 13:

Dokaz cholesterolu: Salkowského reakcia

Princip:

Koncentrovana kyselina sirova je znacne hygroskopicka a sposobuje odstie-
penie vody z molekuly cholesterolu. Pritom dochadza ku kovalentnému spojeniu
dvoch molekul cholesterolu na pozicii 3 za vzniku bi-cholestadiénu. Ndsledne sa
kyselina sirova viaze na molekulu bi-cholestadiénu na poziciach 7 a 7', pricom
sa tvori findlny produkt, cerveno sfarbena bi-sulfonova kyselina bi-cholesta-
dienu.

bisulfénova kyselina bi-cholestadiénu

Reagencie:

1. ZivoCisny tuk

2. rastlinny olej

3. 2 % roztok cholesterolu v chloroforme
4. chloroform

5. koncentrovana kyselina sirova

Material.

sada skimaviek, stojan na skimavky, mikropipety

Postup:

Do prvej skimavky dame 1 g zivoc¢isneho tuku, do druhej 1 ml rastlinného
oleja a do tretej 1 ml chloroformového roztoku cholesterolu. Do kazdej z nich
pridame po 4 ml chloroformu a 2 ml koncentrovanej kyseliny sirovej. Opatrne
premieSame a nechdme stat’. Pozorujeme postupnii zmenu sfarbenia reakcnych
zmesi, pricom horné chloroformové vrstvy maju oranzové az cervené sfarbenia
a spodné kyselinové vrstvy sa sfarbia na zltozeleno.

Pozorova-
nie:

Porovname a zapiSeme sfarbenia roztokov v jednotlivych skimavkach.
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TEMA LIPIDY
Uloha 14: | Vyroba mydla
Princip: Triacylglyceroly sa v prostredi hydroxidu sodného, prip. draselného rozkla-
daju na glycerol a soli mastnych kyselin (mydlo). Tato reakcia sa nazyva alka-
licka hydrolyza alebo zmydelTiovanie tukov:
O
Il
H C/O o _
2| o C|:H2 OH
HC—O—lCli—R + 3NaOH — CH—OH + 3 R—lcll—O' Na*
mydl
HZC\ ﬁ CH;—OH (sof mas%de?kyseliny)
O0—C—R glycerol
triacylglycerol
Reagencie: 1. etanol
2. 50 % roztok hydroxidu sodného
Material: odparovacia miska, pipety, rastlinny olej, kadicka s objemom 150 ml, sklenena
tyCinka, lyzicka
Postup: V odparovacej miske zmieSame 2 ml rastlinného oleja a 3 ml etanolu. Opa-
trne pridame 0,5 ml 50 % NaOH. Misku mierne zahrievame na vodnom kupeli
za stdleho mieSania, dokial’ neziskame pastoviti hmotu. Misku nechame vy-
chladnt’. Pripravené mydlo prenesieme do kadi¢ky obsahujticej 50 ml destilo-
vanej vody. Zmes za staleho mieSania zahrievame az do rozpustenia mydla.
Roztok mydla nechame vychladnat a pouZijeme ho v d’alSich experimentoch.
Uloha 15: | Reakcie s mydlom
1. Vysolovanie mydla
Princip: Po pridani NaCl sa mydlo vy/uci z roztoku. Tento postup sa roky pouzival na
precistenie pripravovanych mydiel. Vedlajsie reakcné produkty zmydelnenia su
rozpustnejsie v roztoku soli a zostanii vo vodnej faze, kym mydlo z roztoku vy-
padne.
Reagencie: 1. krystalicky chlorid sodny
2. mydlo pripravené v ilohe 14
Materidl: skumavka, stojan na skiimavky, lyzicka, kadicka s objemom 50 ml
Postup: 10 ml mydlového roztoku odlejeme do kadicky s objemom 50 ml. Za staleho
mieSania doni po Castiach priddvame pevny NaCl dovtedy, kym sa rozpusta
(malé mnoZzstvo NaCl moze zostat’ na dne kadicky). Mydlo plavajiuce na hla-
dine odoberieme pomocou lyzicky aprenesieme ho do skumavky
s destilovanou vodou. Skiimavku pretrepavame do vytvorenia mydlin.
2. Tvorba mastnych Kkyselin
Reagencie: 1.6 M kyselina chlorovodikova
2.mydlo pripravené v ulohe 14
Material: pipeta, skimavka, stojan na skimavky, filtraCny papier
Postup: Do skimavky odlejeme 5 ml mydlového roztoku a pomaly priddvame 3 —
6 kvapiek 6 M HCI dovtedy, kym sa nevytvori zakal.
Pozorova-
nie: ZapiSeme rovnicu reakcie.
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3. Tvorba mydlovej zrazeniny (Zmolkov)

Reagencie: 1.0,2 M chlorid vapenaty
2.mydlo pripravené v ulohe 14
Material: pipeta, skimavka, stojan na skimavky
Postup: Do skumavky odlejeme 5 ml mydlového roztoku a pomaly priddvame 8 —
10 kvapiek 0,2 M CaCl..
Pozorova- . . .
nie: ZapiSeme rovnicu reakcie.
4. pH roztoku mydla
Reagencie: 1.mydlo pripravené v ulohe 14
2.komer¢né mydlo
3.komerény saponat
Material: pipeta, hodinové sklicko, univerzalne indikatorové papieriky pre pH 0 — 12
Postup: Zmeriame hodnotu pH mydlového roztoku pomocou indikatorového papie-
rika. Urobime analogicky experiment, ale namiesto mydlového roztoku pouzi-
jeme roztok komer¢ného mydla a detergentu.
Pozorova- Uvedieme ziskané hodnoty pH a vysvetlime rozdiely v pH nami pripravené-
nie: ho mydla a komerénych detergentov.
Uloha 16: | Oxiddcia nenasytenych mastnych kyselin
Princip: Nenasytené mastné kKyseliny su velmi citlivé na oxidaciu. Prikladom je oxi-
dacia kyseliny ricinolejovej na kyselinu azelainovii a kyselinu 9,10,12-
trihydroxystearovii:
o kyselina azelainova o
KMnO,, T =75-90 °C w
0] HO OH
OH
— @]
X
OH
OH
kyselina ricinolejova KMnO,, T=0-5°C HO
OH OH
kyselina 9,10,12-trihydroxystearova
Reagencie: 1.rastlinny olej
2.0,01 M uhli¢itan sodny
3.0,0025 M manganistan draselny
Material: dve skumavky, stojan na skimavky, automatickd pipeta, varic, hrniec s vodou
Postup: Do dvoch skumaviek napipetujeme po 3 ml Na2COs. Do prvej z nich prida-
me 3 —5 kvapiek rastlinného oleja. Obe skimavky mierne zahrejeme v hort-
com vodnom kupeli (1 —2 min). Po vybrati do nich po kvapkach priddvame
roztok KMnQgs. Po pridani kvapky KMnO4 do roztoku s olejom fialova farba
vymizne. Koniec reakcie v skiimavke s rastlinnym olejom indikuje pritomnost’
hnedej zrazeniny MnO..
Eicézzorova- Zaznamename a vysvetlime farebné zmeny roztokov.
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3 SACHARIDY

Vsetci vda¢ime svojej existencii rastlinam a procesu odohravajicom sa v nich — fotosyn-
téze. V tomto procese sa oxid uhli¢ity a voda menia na kyslik a glukozu, fruktozu, Skrob a
celulozu — latky, ktoré sa nazyvaju sacharidy:

6 CO2(g) + 6 H2O (I) + fotony — CeH1206 (aq) + 6 O2 (Q)

Sacharidy (z gréckeho sacharon = cukor) su z chemického hl'adiska definované ako poly-
hydroxyaldehydy a polyhydroxyketony, alebo zlu¢eniny, ktoré mozu byt hydrolyzovatel'né
na tieto latky. VSetky sacharidy obsahuju prvky uhlik, vodik a kyslik priblizne v pomere
1:2:1. Pomer 2:1 je pomer vodika a kyslika vo vode, z ¢oho je odvodeny starSi ndzov pre sa-
charidy karbohydraty (uhlohydraty). Tento nazov je vSak trochu zavadzajici, preto by sa
nemal pouzivat. Hoci sacharidy v molekule neobsahuju vodu, véac¢sina uhlikov je spojenych
prave s vodikom a hydroxylovou skupinou, a tieto zlozky vody mézu byt odstranené vo for-
me H20, napriklad pdsobenim koncentrovanej kyseliny sirovej, pricom cierna latka — po-
zostatok po tejto reakcii — je uhlik.

Sacharidy predstavuju vacsinu organickej hmoty na nasej planéte:

m tvoria zdroj energie a metabolické medziprodukty. Skrob v rastlinich a glykogén v Zivodi-
choch su polysacharidy, z ktorych sa v pripade potreby moze rychlo vytvarat’ glukéza — pri-
marne palivo pre uvolfiovanie energie. ATP (adenozintrifosfat), univerzalne zmenitel'né pla-
tidlo volnej energie, je fosforylovany derivat sacharidu (ribézy), podobne ako mnohé ko-
enzymy;

m sacharidy ribéza a deoxyribéza tvoria Struktirnu kostru RNA a DNA. Konformac¢na flexi-
bilita tychto sacharidovych kruhov je dolezita pre uskladnenie a expresiu genetickej informa-
Cle;

m polysacharidy st Struktirnymi zlozkami bunkovej steny baktérii a rastlin a tvoria skelet
niektorych Zivoc¢ichov. Celuléza, ktord tvori hlavnu zlozku rastlinnych bunkovych stien, je
najCastejSie sa vyskytujicou latkou v biosfére. Chitin sa nachadza v bunkovej stene hub a
tvori vonkajsiu kostru ¢lankonoZzcov (koérovce, hmyz);

m sacharidy sa kovalentne viazu s mnohymi lipidmi a bielkovinami (proteinmi), pricom vy-
tvaraji glykolipidy, proteoglykany a glykoproteiny.

Sucasné Studie ukazuja, Ze sacharidové jednotky na povrchu buniek hraji kI'a¢ovli lohu
pri rozpoznavani buniek. Oplodnenie vajicka zacina naviazanim spermie na Specificky oligo-
sacharid na povrchu vajicka. Adhézia lymfocytov na miesta poSkodenych ciev a ich navrat do
lymfatickych uzlin je inym prikladom dodleZitej ulohy sacharidov v rozpoznéavacich procesoch.
Sacharidy s zaujimavé molekuly — bohaté na informéciu, ktord sa vyuzZiva (ndm neznamym
spodsobom) pri vyvoji a opravach organizmov.

Monosacharidy

Monosacharidy patria medzi najjednoduchsie sacharidy. Ide o aldehydy alebo ketony, kto-
ré obsahuju 2 a viac hydroxylovych skupin. Empiricky vzorec mnohych monosacharidov je
(CH20)m. Podla funkénej skupiny ich delime na aldézy (funkéna skupina —CHO) a ketozy
(funkéna skupina C=0). Najjednoduchsie su tie s troma uhlikmi (triézy, m = 3), a to glyce-
raldehyd (ald6za) a dihydroxyaceton (ketdza):
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rovina zrkadla

CHO CHO ?HZOH
HO=C=H H=—C=OH ¢=0
CH,OH CH,OH CH,OH

D-glyceraldehyd dihydroxyacetén

L-glyceraldehyd
Glyceraldehyd ma4 jediny asymetricky uhlik (C). Preto existuju dva stereoizoméry: D-gly-
ceraldehyd a L-glyceraldehyd. Predpony D a L oznacuju absolatnu konfiguraciu. Pripomi-
name, ze vo Fischerovej projekcii molekuly, atomy spojené s asymetrickym uhlikom horizon-
talnymi vdzbami lezia pred rovinou stranky papiera a atomy spojené vertikdlnymi vizbami
lezia za touto rovinou.

Sacharidy so Styrmi, piatimi, Siestimi a siedmimi uhlikovymi atomami sa nazyvaja
tetréozy, pentézy, hexozy a heptozy (obrazok 3.1A, B). Dve najbeznejsie hexdzy su D-
gluko6za (aldéza) a D-fruktéza (ketdza). Pre sacharidy s viac ako jednym asymetrickym
uhlikovym atomom symboly D a L poukazujii na absolutnu konfiguraciu asymetrického
uhlika, ktory je najvzdialenejsi od aldehydovej alebo keto- skupiny. Tieto hex6zy patria do D
radu, pretoze ich konfiguracia na piatom uhliku (C-5, posledny asymetricky uhlik vo vzorci)
je rovnaka ako ma D-glyceraldehyd.

H\?//o

H—C—OH aldotri6éza

|
CH,OH
D-glyceraldehyd

T~

A =© H. O
H_(:;_OH HO—Cll—H aldotetrézy
H—C—OH H—C—OH
(IEHZOH CH,OH
D-erytréza D-tre6za
e N N
H\C//O H\C//O H\C//O H\C//O
H—(l':—OH Ho—clz—H H—(I:—OH HO—é—H
H—é—OH H—(ID—OH HO—(IZ—H HO—Cli—H aldopentézy
H—(IZ—OH H—(|3—OH H—C|:—OH H—(IS—OH
CIZHZOH (IZHZOH (IZHZOH (IZHZOH
D-ribéza (Rib) D-arabinéza (Ara) D-xyl6za (Xyl) D-lyxéza (Lyx)
PN PN PN PN
H\ 20 AN AN H\ 20 H\ 20 AN H\ 20 H\ 20
H—(IZ—OH HO—(|3—H H—(I:—OH HO—(l':—H H—(IZ—OH HO—(ll—H H—(l:—OH HO—(li—H
H—(IZ—OH H—(I:—OH HO—(':—H HO—CI:—H H—C|Z—OH H—(I:—OH HO—(|3—H HO—(I.‘,—H
H—Cli—OH H—(I:—OH H—(ll—OH H—(IJ—OH HO—(':—H HO—(|3—H Ho—clz—H HO—(':—H aldohexézy
H—(l:—OH H—(I:—OH H—(IZ—OH H—(IZ—OH H—(l:—OH H—CIZ—OH H—(lt—OH H—CIZ—OH
CH,OH (IJHZOH (ItHon (I',‘HZOH (IZHZOH (IJHZOH (IIHZOH (IZHZOH
D-aléza (All) D-glukéza (Glc) D-guléza (Gul) D-galakt6za (Gal)
D-altroza (Alt) D-manéza (Man) D-id6za (Ido) D-tal6za (Tal)

Obrazok 3.1A Prehl'ad D-aldoz.
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CH,OH
| 2
?:O ketotrioza
CH,OH
dihydroxyaceton
CH,OH
| 2
Cc=0 ketotetroza
H—|C—OH
CH,OH
D-erytruloza
e T
CH,OH CH,OH
[ ° [ °
(|::O (l::
H—(|:—OH HO—C|:—H ketopentozy
H—(|3—OH H—C—OH
CH,OH CH,OH
D-ribul6za D-xylul6za
CllHZOH (|ZH20H CliHZOH (llHZOH
(|I:O (lI:O C|Z:O (|§:O
H—C—OH HO—C—H H—C—OH HO—C—H .
[ [ [ [ ketohexézy
H—(l:—OH H—Cll—OH HO—(l)—H HO—(|3—H
H—<|:—0H H—(|:—OH H—clz—OH H—?—OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
D-psikéza D-fruktéza D-sorb6za D-tagat6za

Obrazok 3.1B Prehl'ad D-ketoz.

Vo vSeobecnosti ma molekula s n asymetrickymi centrami bez pritomnosti roviny symetrie
2" stereoizomernych foriem. Pre aldotriozy n = 1, preto pozname 2 stereoizoméry: D- a L-gly-
ceraldehyd. Tieto formy sa tiez nazyvaji enantiomérmi — zrkadlovymi obrazmi (pre ne je
charakteristické to, ze otacaju rovinu polarizovaného svetla o ten isty uhol v opatnom smere).
Pridanim HCOH skupiny vznikaju styri aldotetrozy, pretoze n = 2. Dve z nich st D-sacharidy,
dve su enantiomérne L-sacharidy. Pozrime sa blizSie na D-sacharidy:

1

cHo CHO
H—C—OH HO—C—H
H—C—OH H—C—oH

“CH,0H CH,OH
D-erytréza D-tre6za

Obidve D-aldotetr6zy maji rovnakt konfiguraciu na C-3 (podla definicie D a L radu), ale
opacnu na C-2 — nazyvaju sa diastereoizoméry, nie enantioméry (!), pretoze nie su navzajom

zrkadlovymi obrazmi.
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Sacharidy, ktoré sa lisia v konfiguracii na jednom asymetrickom uhliku sa nazyvaju epi-
méry. D-erytr6za a D-tredza su tiez epimérmi, a to podl'a C-2. Zrejmejsie to bude (dufame)
na priklade hexéz: D-manézy, D-glukézy a D-galaktozy:

CHO 'CHO CHO
HO—G—h H=t—oH H—C—OH
HO—G—H HO—C—H HO—C—H

H—C—OH i==en ot

H—C—on H-L—oH H—C—OH
CllHZOH 6(|3H20H CllHZOH

D-manéza D-glukéza D-galakt6za

D-glukéza a D-mandza su epimérmi podl'a C-2; D-glukéza a D-galaktéza st epimérmi podl'a
C-4. Okrem toho su vsetky tri sacharidy navzajom diastereoizoméry.

Reakcie monosacharidov

Najcastejsie sa vyskytujucou aldohexo6zou je D-glukéza a ketohexozou D-fruktéza. Po-
zrime sa blizSie na ich vlastnosti v roztoku. Prevladajicimi formami glukézy a fruktoézy v
roztoku nie je otvoreny ret’azec, ale cyklicka forma. Vo vSeobecnosti moze aldehyd reagovat’
s alkoholom za vzniku hemiacetalu (poloacetalu):

O H
Y I
R—C\ + HOR —/—= R—?—OR'
H OH
aldehyd alkohol hemiacetal

Uhlik C-1 aldehydovej skupiny v otvorenej forme glukézy reaguje s C-5 hydroxylovou sku-
pinou za vzniku intramolekulového hemiacetalu. Vysledny 6-¢lankovy kruh sa nazyva py-

ranoza, pretoze je podobny pyranu:
~Haworthove vzorce

CH,OH o
-Fischerov vzorec poloacetalovy hydroxyl
H o u
H N é
HS = OH H /] »
c _z Ho OH
! CH,OH
H—C—OH 2 =4 4 on
I H OH o}
HO_(|:_H — = H c” H a-D-glukopyranéza / /
H—C—OH OH H/ N\ < ;
| HO O
g TOm H OH CHOH pyran
CH,OH N+ o\cl)H
H
C
D-glukéza OH H /|
(otvorena forma) HO H
H OH
B-D-glukopyran6za
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Podobne keton moze reagovat’ s alkoholom za vzniku hemiketalu (poloketalu):

I i
C=0 + HOR' =—/—= R'—(li—OR"
R’ OH

ketén alkohol hemiketal

Uhlik C-2 keto skupiny v otvorenej forme fruktézy moze reagovat’ s C-5 hydroxylovou sku-
pinou za vzniku intramolekulového hemiketalu. Tento 5-¢lankovy kruh sa nazyva furanoza,
pretoze je podobny furdnu:

Fischerov vzorec

.............. Haworthov VZO @G
C|ZH20H
CcC=0 poloketélovy hydroxyl
HO—C—H HoH,C ,OF CH,OH HOH,C O\?HZOH
H—C—OH H HO /"~ H OHO /T 7
H—C—OH : ° H OH ©
| OH H OH H \\ //
CH,OH
a-D-fruktofurandza furéan
D-frukt6za
(otvorena forma)

Uzavreté Struktury D-glukézy mozu tvorit’ a-D-glukopyranézu a B-D-glukopyrandzu.
Pre D-aldézy v Haworthovej projekcii oznacenie a znamena, Ze hemiacetalova hydroxylova
skupina na C-1 je pod rovinou kruhu; oznacenie § znamena, ze hemiacetalova hydroxylova
skupina na C-1 je nad rovinou kruhu. Uhlik C-1 sa tieZ nazyva anomérny uhlikovy atom (v
dosledku uzavretia kruhu je aj tento uhlik asymetricky) a formy a a p s anoméry. Vo vse-
obecnosti pri pisani Haworthovych vzorcov D-sacharidov plati, ze hydroxylové skupiny, kto-
ré st vo Fischerovom vzorci napravo buda pod rovinou kruhu, a tie, ktoré st nalavo budu nad
rovinou kruhu.

Vo vode prechadza a-D-glukopyranoza na -D-glukopyran6zu a naopak, a to cez otvorenu
formu az do vytvorenia rovnovdhy medzi oboma cyklickymi formami. Tato premena bola
davno sledovand vd’aka meraniu optickej otdcavosti a samotny proces sa nazyva mutarota-
Cla.

H H
CHOH 1 CHOH g
H H
HO HO H H HOH@ H OH
OH oH
H OH H H
oL ANOmEr (36%) otearend forma (0.1 %) B oanomer (4%
(g = +112° (8" = +13 7"

[ﬂ-l%ﬁu = +52,7° pre rovmovaznu zmes s Koncentraciou 1 g na 100 ml
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Rovnovazna zmes obsahuje priblizne jednu tretinu a-anoméru, dve tretiny f-anoméru a mi-
nimalne mnozstvo (< 1 %) otvorenej formy. Niektoré bunky obsahuji enzymy mutarotazy,
ktoré urychl'ujii premenu anomérnych sacharidov.

V pritomnosti oxida¢nych ¢inidiel, kovovych iénov ako Cu?* a uréitych enzymov, mono-
sacharidy podliehaju oxidaénym reakciam. Oxidéaciou aldehydovej skupiny ald6z vznikaju
aldonové kyseliny. Pri oxidacii koncovej —CH2OH skupiny (primarna alkoholova skupina) sa
tvoria urénové kyseliny. Vysledkom oxidacie oboch uvedenych skupin su aldarové kyse-
liny. Na to, aby doslo k oxida¢nej reakcii je nutné, aby sacharid obsahoval vol'ny poloaceta-
lovy hydroxyl, ktory je na C-1. Tym sa zabezpeci to, aby mohol sacharid vol'ne prechadzat
z cyklickej formy na otvorent formu, ktora je potrebnd na prebehnutie oxidacnej reakcie. Ta-
kym sacharidom hovorime, ze st redukujuce (samé sa oxiduji). VSetky monosacharidy sa
redukujuce, ¢o sa vyuziva na ich dokaz (vid’ dokazové reakcie sacharidov).

Redukciou aldehydovej a keto-skupiny monosacharidov vznikaji sacharidové alkoholy
(alditoly). Alditoly sa komeréne vyuzivaji pri spracovani potravin a lieckov. Redukciou D-
glukozy sa tvori D-glucitol znamy aj ako D-sorbitol.

Pre monosacharidy su charakteristické izomeriza¢né reakcie. Ako priklad mozno uviest’
alkalicky roztok D-glukoézy, ktory po niekol’kych hodinach bude obsahovat’ aj D-mandzu a D-
fruktézu ako dosledok izomerizacnych reakcii. Obe izomerizacie zahfiiaju sic¢asne intramole-
kulovy presun vodikového atomu a prechodnii zmenu polohy dvojitej vizby. Vratna trans-
formacia glukozy na fruktozu je prikladom ald6zo-ketozovej konverzie. Premena glukozy na
manodzu sa nazyva epimerizacia, ked’ze ide o zmenu konfiguracie

: ) ) CH,OH
na jednom asymetrickom uhliku. o

Reakciou hydroxylovych skupin sacharidov s kyselinami vzni- H H
kajt sacharidové estery. Esterifikacia ¢asto dramaticky meni fyzi- (|_)|H H o
kalne a chemické vlastnosti sacharidov. V prirode sa najCastejsie - o—||3— o
vyskytuju fosfatové a sulfatové estery. Fosforylované derivaty ur- 4 OH I
¢itych monosacharidov su dolezitymi metabolickymi zlozkami bu- O
niek. Sulfatové estery st sucastou proteoglykanov vyskytujiicich
sa v spojivovom tkanive. a-D-glukéza-1-fosfat

Pri zahrievani glukozy s bezvodym metanolom obsahujucim HCI, reaguje anomérny uhli-
kovy atdm s hydroxylovou skupinou metanolu za vzniku

CH,OH O-glykozidova ~ dvoch acetalov: metyl o-D-glukopyranozidu a metyl -D-glu-
H O n - vazba kopyranozidu. Kyselina ul'ahfuje odstranenie ~OH skupiny
H vd’aka protonizacii anomérneho uhlikového atomu. Nova viz-
OH H /¥ ba medzi C-1 glukézy a kyslikovym atdbmom metanolu sa
OH OCH; nazyva glykozidova vizba — v danom pripade O-glykozidova
H OH vazba (pozname aj N-glykozidova vézbu). Sacharidy sa na-
vzajom spajaju O-glykozidovou vizbou za vzniku disachari-

metyl a-D-glukopyranozid dov a polysacharidov.

Disacharidy

Disacharidy pozostavaji z dvoch monosacharidov spojenych O-glykozidovou vazbou. Tri
najCastejSie sa vyskytujuce disacharidy st sacharo6za, laktéoza a maltoza. Je zaujimavé spo-
menut aj trehalézu — disacharid s pozoruhodnymi stabilizujucimi i¢inkami na biomakromo-
lekuly, ¢asto sa vyskytujuci/syntetizovany v organizmoch v stresovych podmienkach.

Sacharoéza sa komercne ziskava z cukrovej trstiny a repy. Anomérny uhlikovy atom na
glukozovej jednotke a fruktdézovej jednotke su spojené a vytvaraju glykozidova vézbu disa-
charidu. Konfiguracia tejto glykozidovej védzby je a pre D-glukézu a  pre D-fruktozu — z
toho vyplyva aj systémovy nazov sacharézy: a-D-glukopyranozyl-(1—2)-p-D-fruktofura-
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nozid. Ked'Zze na vzniku glykozidovej vézby sa podiel’a poloacetalovy hydroxyl D-glukézy a
poloketalovy hydroxyl D-fruktdzy, sacharoéza straca redukéné vlastnosti, na rozdiel od vac-
Siny ostatnych sacharidov. Redukéné vlastnosti nema ani trehaléza — a-D-glukopyranozyl-
(1—1)-a-D-glukopyranozid.

Laktéza — mlie¢ny cukor, pozostava z 3-D-galaktopyrandzy spojenej s f-D-glukopyrano-
zou B-1,4-glykozidovou vizbou (B-D-galaktopyranozyl-(1—4)-$-D-glukopyranoza). Je to
redukujuci disacharid.

Maltéza — sladovy cukor, ziskava sa hydrolyzou Skrobu. Tento disacharid je zlozeny z
dvoch glukozovych jednotiek spojenych a-1,4-glykozidovou vazbou (a-D-glukopyranozyl-
(1—4)-a-D-glukopyranéza). Podobne ako laktoza, aj maltdza je redukujuci disacharid.

CH,OH CH,OH CH,OH
H OUH  HOH,.C H OUH H O H
H H
OH H H HO
HO CH ,OH HO o OH
H OH OH H
sacharéza trehal6za
CH,OH CH,OH CH,OH
H O oH H O H H OH
H H H
CH,OH OH H OH H OH H
o o H HO o OH
Ho /L H OH H OH H OH
OH H
H H laktoza maltéza
H OH

* Sedou farbou je zvyrazneny volny poloacetalovy hydroxyl
Polysacharidy

Zivogisne bunky skladuju glukézu vo forme glykogénu. Glykogén tvori vel'ké, rozvetvené
polymérne Struktiry, pozostavajuce z gluk6zovych jednotiek. Vacsina glukézovych jednotiek
v glykogéne je spojena a-1,4-glykozidovou vdzbou. Rozvetvenia su tvorené a-1,6-glykozi-
dovou vézbou, ktora sa vyskytuje priblizne po kazdych 10 jednotkach glukézy. Tieto vetvenia
zvySuju rozpustnost’ glykogénu a zvysuju pristupnost’ glukézovych jednotiek.

Zasobnym zdrojom energie v rastlinach je S§krob, ktory je zlozeny z dvoch foriem, a to
amylozy a amylopektinu. Amyléza (20 % Skrobu, rozpustna v horucej vode), nerOZVEtveny
typ Skrobu, pozostava z gluk6zovych jednotiek :
pospéjanych a-1,4-glykozidovou vézbou. Amy-
lopektin (80 % Skrobu, nerozpustny vo vode),
rozvetvend forma, vytvara a-1,6-glykozidovu
viazbu po kazdych cca 30 glukézovych jednot-
kach (spojenych a-1,4-glykozidovou vizbou) —
teda podobne ako glykogén, ale s nizSim stup-

Obrazok 3.2 Skrob tvori nerozpustné zrna v rastlin-
nych bunkach. Obrazok ukazuje tieto Skrobové zrna
(jemne zafarbené jodom) v bunkach zemiaku. Ryza,
zrno a kukurica su taktiez bohatymi zdrojmi $krobu.
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flom rozvetvenia. Viac ako polovica sacharidov v nasej potrave pozostava zo Skrobu. Obidve
formy — amylopektin a amyl6za — su rychlo hydrolyzovatel'né a-amylazou, ktora je vylucova-
na slinnymi zlazami a pankreasom. a-amylaza je endoglykozidaza, ktora hydrolyzuje a-1,4

vizby za vzniku maltdzy, maltotriézy a a-dextrinu.
Celuléza je hlavnou zlozkou dreva a rastlinnych vla-
kien — ma predovsetkym Struktarnu tGlohu. Celuloza je
jednou z najhojnejsich zloziek v biosfére. Rocne sa syn-
tetizuje a degraduje priblizne 10™° kg tejto latky! Je to
nerozvetveny polymér pozostavajlci z jednotiek glukozy
spojenych B-1,4-glykozidovou vidzbou. B konfiguracia
umoziuje celuldoze vytvarat' dlhé rovné retazce. o-1,4-
glykozidova vizba v glykogéne a §krobe ma za nasledok
vel'mi rozdielnu molekulovu architektaru. Na rozdiel od
celuldzy, glykogén a Skrob vytvaraju helikalne (Spira-
lové) Struktury. o a P konfiguracia glykozidovej vézby
ma dolezité biologické dosledky. Rovny retazec tvoreny
B-vdzbou je optimalny na konstrukciu vlakien s velkou
tahovou odolnost'ou. Naopak, otvoreny helix tvoreny a-

Obrazok 3.3 Tento elektronovy

glykozidovou vézbou je vhodny na tvorbu pristupného

zdroja energie.

mikrograf ukazuje celulozové

vldkna v bunkovych stenach

zelenych rias.

Chitin sa nachadza v organizme mnohych bezstavov-
cov — hlavne hmyzu. Nachadza sa aj v niektorych hubach a morskych zivo¢ichoch, ako napr.
v kraboch. Chitin je prirodnym fibrinom, je netoxicky a nema vedlajsie ucinky. Jeho Struktira
je vel'mi podobna celuldze, pretoze chitin obsahuje N-acetyl-glukozaminové zvysky, ktoré
st navzajom pospajané B-1,4-glykozidovymi vizbami. Tato latka sa od celulozy odlisuje tym,

CH,OH
© o
H
CH,OH OH H
H
1o o o
H H o NH
OH H c=0
" " &
H o NH 3
=0
- CH3 —_

chitin

DOKAZOVE REAKCIE SACHARIDOV

Molischova reakcia

7e kazda hydroxylova skupina na druhom uhliku
glukoézy je nahradend acetamidovou skupinou.
Chitin sa nerozpusta v alkohole, slabych kyseli-
nach ani zasadach. Traviace enzymy Zivocichov
ho nedokazu rozstiepit. Pri niektorych potravi-
narskych technolégiach (spracovanie morskych
krabov) sa ziskava vel'a odpadového chitinu, kto-
ry sa modze vyuzit' ako substrat na Cistenie od-
padovych vod, pri lieceni popdlenin 1 hojeni ran.
Bunkova stenu buniek hub tvori tieZ prevazne
chitin, ktory sa vSak nevyskytuje v bunkach vys-
Sich rastlin.

Molischova reakcia je vSeobecny test na v§etky monosacharidy, ktoré obsahuju pat’ a Sest’
atomov uhlika. Test je zalozeny na schopnosti monosacharidov podstupovat’ kyselinou kata-
lyzovanu dehydrataciu za vzniku aldehydu. V prvom kroku sa u¢inkom koncentrovanej kyse-
liny sirovej tvori z pent6z furfural a z hexoz 5-hydroxymetylfurfural:

82



Praktické cvicenia z biochémie Sedlak, Danko, Varha¢, Paulikova, Podhradsky, 2020

1. krok: HO—CH—CH—OH

| o T o
— + H,SO ~
HC HC—CT 24, p—c_  c—c?
[ ~ -3H,0 \ / 4
HO  OH H o
rib6za furfural
CH,OH
H OH
H M + H,S0, | |
C T aaa o
OH H/ N\ -3 H,0 “
HO o HO—CH, © SN
H
H OH
glukéza 5-hydroxymetylfurfural

V druhom kroku kondenzuje furfural, resp. 5-hydroxymetylfurfural s dvoma molekulami a-
naftolu (Molischovo ¢inidlo), pricom vznika fialovo sfarbeny produkt:

2. krok:

O *
o¢

fialové sfarbenie

a-naftol R = H (furfural) alebo
CH,OH (5-hydroxymetyl-
furfural)

Rovnako aj disacharidy a polysacharidy davaju pozitivny vysledok, ked’ st hydrolyzované
kyselinou na 5- a 6-uhlikové monosacharidy.

Seliwanovova reakcia

Seliwanovova reakcia rozliSuje ketohexozy od aldohexéz. Ketohexdzy dehydratuju rychlo
za vzniku 5-hydroxymetylfurfuralu, zatial’ ¢o aldohex6zy dehydratuju ovela pomalsie. 5-hyd-
roxymetylfurfural reaguje s rezorcinolom za vzniku tmavocerveného kondenza¢ného pro-

duktu:
OH
O
O [l . .
HO—CH;@C—H + —— > tmavocderveny produkt
OH

5-hydroxymetylfurfural rezorcinol

Bialova reakcia

Bialova reakcia odliSuje 5-uhlikové monosacharidy od 6-uhlikovych. Furfural vznikajaci
dehydrataciou 5-uhlikového sacharidu reaguje s orcinolom a chloridom Zelezitym za vzniku
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modrého kondenza¢ného produktu. 5-hydroxymetylfurfural vznikajtci dehydrataciou 6-uh-
likového sacharidu reaguje za vzniku hnedého, ¢ervenohnedého alebo zeleného kondenzac-
ného produktu:

CH,
o
o Il + FeCl, i
@C—H + —> modry produkt
HO OH
furfural orcinol
CH,
o O
HO— CH; l:l—H + ﬂ, hnedy, éewgnohnedy,
alebo zeleny produkt
HO OH
5-hydroxymetylfurfural orcinol

Disacharidy a polysacharidy budu davat’ pozitivny vysledok po kyslej hydrolyze.
Rothenfusserova reakcia

Difenylamin dava pri reakcii s ketézami Vv prostredi mineralnej kyseliny intenzivne mod-
ré sfarbenie.

Reakcia s floroglucinom (podfa Tollensa)

Pento6zy v kyslom prostredi za varu odstepuju vodu, pricom sa tvori furfural. Dokazujeme
ho roztokom floroeglucinu, pricom vznika purpurovocervené sfarbenie.

Fouglerov test

V pritomnosti Fouglerovho ¢inidla (mocovina + H2SO4 + SnCl2) po zahriati dava:
e fruktéza — zelenomodré zafarbenie,
e aldohexozy — ¢ervené az purpurové sfarbenie,
¢ aldopentozy — ZIté sfarbenie.

Tvorba osazénov

Aldozy a ketozy kondenzuju s fenylhydrazinom V prostredi kyseliny octovej na prislusné
hydrazény, ktoré¢ kondenzujt s d’alsou molekulou fenylhydrazinu na tzv. osazony:

H_ 0 H  N—NH—C.H; H N—NH—CgH;
C C Cc
H—Cli—OH H—é—OH <|::N—NH—C6H5
HO—C—H  HHNNHCH, o by FHNNRCH, o ¢—p
H—(|3—OH H—(|3—OH H—(lz—OH
H—Cll—OH H—(|2—OH H—(li—OH
C|:H20H CH,OH C|:H20H
D-glukéza glukézovy fenylhydrazén gluk6zovy osazon
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Osazony su zIté, dobre krystalizujice latky, preto sa pouzivaji na identifikaciu sacharidov.
Krystaly glukosazénu maju charakteristicky tvar dlhych ihlic, spojenych do tvaru hviezdic.

Redukéné skusky

Povarenim mono- a disacharidov, obsahujucich volni poloacetdlovi hydroxyskupinu
v silno alkalickom prostredi vznikaji ako medziprodukty tzv. reduktény, ktoré redukuju
komplexne viazané iony tazkych kovov (Cu?*, Bi**, Fe*, Hg?*, Ag*) a niektoré iné latky (ky-
selinu pikrovt, metylénovii modru).

Trommerova reakcia

Hexozy redukuju Cu?* v alkalickom prostredi na Cu*. Ako komplexotvorné ¢inidlo ¢in-
kuje sam sacharid:

CHO COONa

((|3H-OH)4 + 2CuSO, + 5NaOH e ((le-OH)4 + 2CuOH + 2Na,S0,
- 2

CH,OH CH,OH

2 CuOH —-WZO_> CUZO

Reakcia prebieha za vzniku zrazeniny Cu(OH)2, ktora sa pri zatrepani skimavkou rozpusti
a zafarbi roztok na intenzivne modro. Pri zahrievani skimavky do varu spociatku vznika ZIta
zrazenina CuOH, ktora postupne vznikom Cu20 scervenie.

Reakcia s Fehlingovym €inidlom

Princip Fehlingovej reakcie je podobny ako pri Trommerovej reakcii, s tym rozdielom, ze
ako komplexotvorné ¢inidlo sa pouziva Seignettova sol’ (vinan sodnodraselny). Zaklada sa na
reakciach:

CuSOs4 + 2NaOH — Cu(OH)2 + Na2S04
Cu(OH)2 + vinan-Na-K — rozpustny komplex Cu?*

komplex Cu?* + redukujuci sacharid — Cu20 + hydroxykyselina

Reakcia méa td nevyhodu, Ze Fehlingovo ¢inidlo je nestale. Cinidlo treba preto pripravovat
v skimavke vzdy Cerstvé. Pri vare sacharidu s Fehlingovym ¢inidlom sa vyluci Zlto€ervena
zrazenina Cu20 a sucasne sa meni modré sfarbenie roztoku do zelena, zelenoZlta az Zltoze-
lena, priblizne podla obsahu glukdzy. Tato reakcia nie je Specificka! Zmena sfarbenia bez
vzniku zrazeniny, modrozeleny alebo olivovozeleny zakal, nie su dokazom glukoézy. Tieto
zmeny sposobuju aj iné redukujice latky.

Benediktiho reakcia
Benediktiho skuska urcuje, ¢i monosacharidy alebo disacharidy obsahujii volna aldehy-

dovu skupinu, ktora méze byt oxidovana na karboxylova kyselinu. Sacharid nasledne oxiduje
med’naté 16ny v Benediktiho reagencii na ¢erveny precipitat oxidu med’ného:
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0
I I
R—C—H + 2Cu?* + 40H —— R—C—OH + Cu,0 + 2H,0

Po povareni a ochladeni vznikne modry, Cerveny, zeleny, alebo zIty precipitat podl'a mnoz-
stva redukujuceho sacharidu. Negativna je tato skuska len vtedy, ak roztok zostava Ciry.

Barfoedova reakcia

Barfoedova skuska je podobna ako Benediktiho, avSak rozliSuje, ¢i redukujici sacharid je
monosacharid alebo disacharid. Barfoedova reagencia reaguje s monosacharidom za vzniku
oxidu med’ného ovel’a rychlejsie ako v pripade disacharidu.

Reakcia podla Nylandera s Bis*

Princip dokazu redukujucich sacharidov podl'a Nylandera spoéiva v redukcii Bi** na ko-
vovy bizmut, ktory je €ierny:

Bi(OH):NOs + NaOH — Bi(OH)s + NaNOs
Bi(OH):s — Bi3* + 3 OH

Bi’* + 3ee — BI°
Jodovy test

Niektoré sacharidy (8krob, glykogén) reaguju s jodom za vzniku charakteristickej modrej,
Vv niektorych pripadoch hnedej, prip. Cervenej az purpurovej farby. Farebny produkt vznika
pravdepodobne v dosledku zachytenia jodu do otvorenych priestorov vnutri Struktur, vytvore-
nych polysacharidmi.

Test na glukézu

Jednoduchy, komercne dostupny test na glukozu je zaloZeny na enzymatickej reakcii. Ob-
sahuje orto-toluidin a enzymy glukézaoxidazu a peroxidazu. Glukézaoxidaza oxiduje glukdzu
za vzniku glukonovej kyseliny a peroxidu vodika. Nasledne, peroxid vodika reaguje s peroxi-
dazou za vzniku kyslika, ktory oxiduje orto-toluidin. T4to reakcia dava produkt, ktorého farba
moze byt od svetlozelenej do modrocierne;.

H 0] HO (@)
AR N 7
i i
H—(|3—OH H—Cli—OH
HO—C—H gluk6zaoxidaza HO—C—H
I 5 | + H,0,
H—Cl:—OH 2 H—C—OH
H—Cl:—OH H—C—OH
CH,OH CH,OH
D-gluko6za kyselina D-glukonovéa
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CH,

NH,

+ 0, ——> farebné produkty

orto-toluidin

Pouzita literatura

e Barna K., Pas¢enko A. Je., Barnova E., Guzy J.: Lekarska chémia a biochémia, 3. prepraco-
vané vydanie, KoSice 1989.

e Eaton D. C.: Laboratory investigations in organic chemistry, McGraw-Hill, Inc., New York
1989.

¢ Podhradsky D., Mihalovova H.: Praktické cvicenia z biochémie, KoSice 1989.

e Stryer L.: Biochemistry, 8th edition, W.H. Freeman and Company, New York 2015.

87



Praktické cvicenia z biochémie Sedlak, Danko, Varha¢, Paulikova, Podhradsky, 2020

TEMA

SACHARIDY

Uloha 17:

Reakcie na dokaz sacharidov

1. Molischova reakcia

Princip:

Sacharidy davaju s koncentrovanou kyselinou sirovou a a-naftolom inten-
zivne fialové sfarbenie, ktoré je sposobené vznikom trifenylmetinového farbiva
(obrazok 3.4, hornd cast pred zamiesanim, dolnd cast po zamieSani).

| Ril n \

Obrazok 3.4 Molischova reakcia ne§peczﬁckd reakcia na sacharidy)

2. Jédovy test

Princip:

Roztok jodu (jod rozpusteny vo vodnom roztoku jodidu draselného) sa casto
vyuziva na dokaz Skrobu. Amyloza (nerozvetvena cast skrobu) vytvara helixy
(zavitnice), v ktorych sa zhromazduje jod, ¢im vznikd charakteristické tmavo-
modré sfarbenie (obrdzok 3.5). Amylopektin (rozvetvena cast skrobu) tvori ove-
la kratsie helixy, v ktorych sa jod nemoze zhromazdit' v dostatocnej miere, vy-
sledkom coho je oranzova farba roztoku. Roztok jodu reaguje aj s glykogénom
za vzniku hnedého sfarbenia.

Obrazok 3.5 Jodovy test

3. Benediktiho reakcia

Princip:

Benediktiho reakciou sa dokazuju redukujice sacharidy (napr. glukoza,
frukeoza, maltoza, laktoza). Benediktiho cinidlo obsahuje siran mednaty, ktory
sa redukuje na oxid medny:
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CH,OH CH,OH
H O oH H OH
H + 2cu + s50H — (f c?®  + cuo + 3HO
OH H u OH H /"N _ Uy 2
OH H OH o
H OH H OH
B-D-glukopyrandza D-glukonat

Oxid medny je vo vode nerozpustny, preto ho mozno pozorovat vo forme cerve-
nej, prip. oranzovej zrazeniny (obrdzok 3.6). Zelenomodré sfarbenie je mozné
pozorovat' v pripade Skrobu, ktorého makromolekuly obsahuji jeden redukujuci
koniec.

Obrazok 3.6 Benediktiho reakcia

4. Barfoedova reakcia

Princip:

Octan mednaty sa v prostredi kyseliny octovej v pritomnosti redukujiicich
sacharidov redukuje na oxid medny (obrdzok 3.7). Prednostne reaguju mono-
sacharidy, redukujiice disachradidy az po dlhsom zahrievani. Citlivost reakcie
sa da zvysit, ak sa vzniknutym oxidom mednym redukuje kyselina arze-
nomolybdénova (sucast Nelsonovho cinidla) na molybdénovii modru (nie je
ukazané).

Obrazok 3.7 Barfoedova reakcia

5. Seliwanovova reakcia

Princip:

Seliwanovova reakcia je zaloZena na vzniku visnovocerveného sfarbenia,
ktoré dava 5-hydroxymetylfurfural s rezorcinom v pritomnosti kyseliny chloro-
vodikovej. Reakciu je mozné pouzit na odlisenie ketoz od aldoz.

Farebné produkty v pritomnosti réznych sacharidov su uvedené na obrdzku 3.8.

Obrazok 3.8 Seliwanovova reakcia
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6. Rothenfusserova reakcia

Princip:

Difenylamin dava pri reakcii s ketozami v prostredi minerdlnej kyseliny in-
tenzivne modré sfarbenie.
Pozitivna reakcia na fruktozu je znazornena na obrdazku 3.9.
|

Obrazok 3.9 Rothenfusserova reakcia

7. Reakcia s floroglucinom

Princip:

Pentozy v kyslom prostredi varom odstepuju vodu, pricom sa tvori furfural.
Dokazujeme ho roztokom floroglucinu, pricom vznikd purpurovocervené az
bordové sfarbenie (obrdzok 3.10).

i 4
gluko:

Obrazok 3.10 Reakcia s floroglucinom

Reagencie:

1. 1% roztoky sacharidov (fruktodza, glukéza, arabindza, laktdza, sacharoza,
Skrob)

2.Molischovo ¢inidlo (10 % roztok a-naftolu v 96 % etanole)

3.koncentrovana kyselina sirova

4.0,3 % roztok jodu v 5 % jodide draselnom

5.Benediktiho ¢inidlo (100 g Na.CO3 a 173 g citrdatu sodného rozpustime
v 700 ml destilovanej vody. Po ochladeni pridame 13,7 g CuSOs4 rozpus-
teného v 100 ml vody a dopinime destilovanou vodou do 1 dmd.)

6.Barfoedovo cinidlo (13,3 g neutr. kryst. octanu mednatého rozpustime
v 200 ml vody, prefiltrujeme a priddame 1,8 ml ladovej kyseliny octovej.)

7.Seliwanovovo ¢inidlo (0,05 % roztok rezorcinu v koncentrovanej kyseline
chlorovodikovej zriedeny destilovanou vodou v pomere 1:1.)

8.Rothenfusserovo ¢inidlo (20 ml 10 % difenylaminu v 96 % etanole, 80 ml
ladovej kyseliny octovej, 100 ml konc. kyseliny chlorovodikovej)

9.0,2 % roztok floroglucinu v konc. kyseline chlorovodikovej

Material:

sada hrubostennych sktimaviek, stojan na skimavky, mikropipety, vodny kupel
(hrniec s vodou), vari¢, laboratdérna trepacka

Postup:

Kazda zo siedmich ocislovanych skimaviek v stojane obsahuje zasobny
roztok jednej z nasledujucich latok: arabinézu (aldopentdza), fruktoézu (keto-
hex6za), glukézu (aldohexdza), laktézu (redukujuaci disacharid), sacharozu
(neredukujuci disacharid), $krob (polysacharid) a destilovant vodu.

Do siedmich prazdnych skimaviek (nezabudneme si ich oc¢islovat’) napipe-
tujeme po 2 ml z uvedenych zasobnych roztokov. Do kazdej z nich pridame 1 —
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3 kvapky Molischovho ¢inidla a 2 ml koncentrovanej kyseliny sirovej (po ste-
nach skumavky). Na rozhrani dvoch vrstiev (vrchna etanolova, spodna kyseli-
nova) sa v pripade pritomnosti sacharidov vytvori tmavofialovy prstenec. Pre-
mieSanim nadobudn®i roztoky sacharidov fialové sfarbenie. Roztok vody sa
sfarbi na zItohnedo. Molischova reakcia je negativna pre vodu, ktori mozno
tymto sposobom odliSit’ od ostatnych roztokov.

Do dalsich §iestich skumaviek napipetujeme po 2 ml zo zasobnych roztokov
sacharidov. Do kazdej z nich pridame 2 — 4 kvapky roztoku jodu. Obsah sku-
mavky obsahujtcej Skrob sa sfarbi na tmavomodro.

Do nasledujucich piatich skimaviek napipetujeme po 2 ml Benediktiho ¢i-
nidla a pridame po 1 ml zo zasobnych roztokov sacharidov, ktoré zatial’ neboli
priradené. Roztoky v skimavkach premiesame a ponorime na 2 —5 min do ho-
raceho vodného kupela. Po vybrati a vychladnuti skimaviek zaznamename
farebné zmeny roztokov. Pozitivnhu Benediktiho reakciu davaju redukujice
sacharidy.

Do styroch skimaviek napipetujeme po 2 ml z roztokov nepriradenych re-
dukujucich sacharidov, pridame po 1 ml Barfoedovho ¢inidla a ponorime na 5 —
10 min do vriaceho vodného ktpela. Po vybrati a ochladeni skimaviek pozoru-
jeme v pripade monosacharidov vznik tmavocervenej zrazeniny. Redukujuci
disacharid (v naSom pripade lakt6za) reaguje az po dlh§om zahrievani (10 —
20 min). Barfoedovou reakciou odliSime redukujici disacharid laktézu od
monosacharidov.

Na odliSenie ketohexozy (fruktéza) od aldohexozy (glukdza) a aldopentdzy
(arabindza) pouzijeme Seliwanovovu reakciu. Do troch skamaviek napipetu-
jeme po 1 ml zo zasobnych roztokov zostavajuicich troch neur¢enych monosa-
charidov, pridame po 2 ml Seliwanovovho ¢inidla a ponorime na 1 —3 min do
vriaceho vodného kupel'a. V skimavke s frukt6zou pozorujeme vznik visiio-
vocerveného sfarbenia. Roztok s glukézou sa sfarbi na oranzovo.

Na jednoznacny dokaz fruktézy vyuzijeme Rothenfusserovu reakciu. Do
troch skamaviek napipetujeme po 1 ml z tych istych zasobnych roztokov ako v
pripade predoslej reakcie. Priddme po 1 ml Rothenfusserovho ¢inidla a ponori-
me na 3 —5 min do horticeho vodného kupela. Roztok s fruktézou ma tma-
vomodré sfarbenie.

Na rozliSenie arabindzy od gluk6zy pouZijeme reakciu s floroglucinom. Do
dvoch sktmaviek odpipetujeme po 2 ml floroglucinu, pridame po 6 —
10 kvapiek z poslednych dvoch neurcenych zasobnych roztokov a skimavky
vlozime do horticeho vodného kupela na 1 —2 min. Roztok s arabinézou sa
sfarbi na bordovo.

Pozorova- . . - . ey .
nie: Zaznamename zafarbenia roztokov v zavislosti od pouzitej reakcie.
Zaver: Ku kazdej oCislovanej skimavke s prisluSnym roztokom priradime sacharid.
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TEMA

SACHARIDY

Uloha 18:

Stanovenie redukujucich sacharidov Schoorlovou metodou

Princip:

Dvojmocnda med’ Fehlingovho cinidla (CuSOs) sa redukuje redukujiicimi
sacharidmi na oxid medny (Cu20):

CeHy,0; + 2 CUSO, + 5 NaOH C4H,,0,Na + 2 Na,SO, + Cu,0 + 3 H,0

Nadbytok mednatej soli sa po okysleni kyselinou sirovou zredukuje jodidom

draselnym:

H,SO

2 CuSO, +4 KI 2 Cul +2 K,80, +1,

Elementarny jod (1), ktory sa pri redukcii uvolni, sa stanovi titracne roztokom
tiosiranu sodného:
I, +2 Na,S,0,

<—— 2 Nal + Na,§,0
tetrationat sodny

Reagencie:

1. roztok Fehling I (6,928 g siranu mednatého CuSOs -5 H20 v 100 ml des-
tilovanej vody)

2.roztok Fehling Il (34,6 g vinanu sodnodraselného KNaCiH4Og - 4 H,0
a 10 g hydroxidu sodného v 100 ml destilovanej vody)

Cinidlo sa pripravi tesne pred pouZitim zmie$anim roztokov Feh-
ling I a Fehling 11 v pomere 1:1.

3.jodid draselny p.a.

4.zriedend kyselina sirova (1:4)

5.0,1 M roztok tiosiranu sodného

6.1 % roztok Skrobu v nasytenom roztoku chloridu sodného

7.vzorka glukdzy s neznamou koncentraciou

Material:

3 titracné banky, sklenené pipety s nadstavcom, byreta s objemom 25 ml, vahy,
vari¢, varné kamienky

Postup:

Z pripravenej vzorky glukozy odpipetujeme do dvoch titracnych baniek po
Sml. V tretej titratnej banke si pripravime tzv. slepy pokus. Glukézu nahra-
dime 5 ml destilovanej vody. Do vSetkych troch baniek priddme po 10 ml cer-
stvého roztoku Fehlingovho cinidla a roztok doplnime destilovanou vodou na
objem 25 ml. Nakoniec pridame varné kamienky a banky s roztokmi nechame
priamo na varici zovriet' a eSte 2 minuty varime. Po ochladeni pod tecicou
studenou vodou na teplotu miestnosti do kazdej z baniek pridame roztok,
ktory obsahuje 1 g jodidu draselného v 5 ml destilovanej vody (pripravime si
vopred pre vsetky tri banky — navazime 3 g Kl a rozpustime v 15 ml destilovanej
vody. Potom uz len rozpipetujeme do jednotlivych baniek). Na zaver pridame
5ml zriedenej kyseliny sirovej (1:4) aniekol’ko kvapiek roztoku Skro-
bu. Titrujeme tiosiranom sodnym do odfarbenia roztoku. Za rovnakych pod-
mienok titrujeme aj druhu banku so vzorkou a slepy pokus.

Vyhodno-
tenie:

Zo spotrieb oboch titracii vzoriek zistime priemernu spotrebu tiosiranu sod-
ného. Vypocitame rozdiel medzi spotrebou pri slepom pokuse a priemernou
spotrebou pri vzorke. Pomocou Schoorlovej tabulky ur¢ime mnozstvo glukézy
vo vzorke, porovname so skuto¢nou hodnotou a vypocitame relativau chybu (v

%).

Zaver:

Uvedieme mnozstvo glukozy vo vzorke (v mg) spolu s relativnou chybou.
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TABULDLKA 3.1 Schoorlova tabul’ka

0,1 M NazS203 glukoza 0,1 M Na2S:03 glukoza 0,1 M Na2S:03 glukoza
(ml) (mg) (ml) (mg) (ml) (mg)
0,1 0,3 41 13,0 8,1 25,9
0,2 0,7 4,2 13,3 8,2 26,2
0,3 1,0 4,3 13,6 8,3 26,6
0,4 1,3 4,4 14,0 8,4 26,9
0,5 1,6 45 14,3 8,5 27,3
0,6 1,9 4,6 14,6 8,6 27,6
0,7 2,2 4,7 15,0 8,7 28,0
0,8 2,5 4,8 15,3 8,8 28,3
0,9 2,8 49 15,6 8,9 28,6
1,0 3,2 5,0 15,9 9,0 28,9
1,1 3,5 51 16,3 9,1 29,3
1,2 3,8 5,2 16,6 9,2 29,6
1,3 4,1 5,3 16,9 9,3 30,0
1.4 4,4 5,4 17,2 9,4 30,3
15 4,7 55 17,6 9,5 30,6
1,6 50 5,6 17,9 9,6 31,0
1,7 53 57 18,2 9,7 31,3
1,8 5,6 5,8 18,5 9,8 31,6
1,9 59 59 18,9 9,9 31,9
2,0 6,3 6,0 19,2 10,0 32,3
2,1 6,6 6,1 19,5 10,1 32,7
2,2 6,9 6,2 19,8 10,2 33,0
2,3 7,2 6,3 20,0 10,3 33,3
2,4 7,5 6,4 20,5 10,4 33,7
2,5 7,8 6,5 20,8 10,5 34,0
2,6 8,1 6,6 21,1 10,6 34,3
2,7 8,5 6,7 21,4 10,7 34,6
2,8 8,8 6,8 21,8 10,8 35,0
2,9 9,1 6,9 22,1 10,9 35,3
3,0 9,4 7,0 22,4 11,0 35,7
3,1 9,8 7,1 22,7 11,1 36,0
3,2 10,1 7,2 23,0 11,2 36,3
3,3 10,4 7,3 23,3 11,3 36,7
3,4 10,7 7,4 23,7 11,4 37,0
3,5 11,0 7,5 24,0 11,5 37,3
3,6 11,4 7,6 24,3 11,6 37,6
3,7 11,7 1,7 24,6 11,7 38,0
3,8 12,0 7,8 24,9 11,8 38,3
3,9 12,3 7,9 25,2 11,9 38,7
4,0 12,6 8,0 25,6 12,0 39,0
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TEMA

SACHARIDY

Uloha 19:

Kvalitativna analyza sacharidov tenkovrstvovou chromatografiou

Princip:

Pri chromatografii na tenkej vrstve mobilna faza prechadza tenkou vrstvou
jemnozrnného adsorbentu alebo nosica zakotvenej fazy, ktory je bud volne sy-
pany alebo vhodne fixovany na podlozke (hlinikova folia, sklenena platnicka).
Chromatografia na tenkej vrstve (TLC = thin-layer chromatography) je jednou
Z uprav adsorpcnej chromatografie, ktora sa pouziva predovsetkym ako mikro-
analyticka metoda pre najroznejsie skupiny ldatok. Pomocou nej mozZeme velmi
rychlo a lahko analyzovat, resp. kontrolovat Cistotu latok a ak mame vhodné
Standardy, moZeme zaroven jednotlivé latky v zmesi identifikovat.

Reagencie:

1. standardné 1 % roztoky sacharidov (arabindza, fruktoza, glukoza, riboza,
sachardza)

2.zmes etylesteru kyseliny octovej, izopropanolu a vody v pomere 28:24:6
(mobilna faza)

3. chromatografické hlinikové platne s fixovanou vrstvou silikagelu (Silufol),
prip. oxidu hlinité¢ho (Alufol)

4.neznama vzorka (zmes dvoch sacharidov)

Material:

chromatograficka komorka s vrchnakom, automatické pipety, susi¢ na vlasy,
ceruzka, pravitko, varic¢

Postup:

Na chromatograficku platiiu s rozmermi 10 x 10 cm si 1,5 cm od jej spodné-
ho okraja ceruzkou (nie perom) nakreslime Startovaciu ¢iaru. Na fu, 1,5 cm od
lavého okraja, zakreslime rovnomerne od seba Sest’ bodov (vzdialenost’ medzi
bodmi 1,5 cm). Na prvych pét’ z nich nanesieme po 5 pl Standardnych roztokov
sacharidov (arabinoza, fruktéza, glukéza, riboza, sacharoza). Siesty bod je ur-
¢eny pre 3 ul vzorky (do zoSita nezabudneme zapisat’ Cislo vzorky). Roztoky
nanaSame opatrne automatickou pipetou. Pri nanaSani Skvrnu suSime suSicom
na vlasy. Poziciu toho-ktoré¢ho sacharidu, resp. vzorky zaznamendme ceruzkou
priamo na platni pod prislusnou Skvrnou. Platiiu s nanesenymi roztokmi vlo-
Zime do chromatografickej komorky s mobilnou fazou, prikryjeme vrchndkom
a nechame vyvijat’ vzostupne (priblizne 30 min). Pozor, hladina mobilnej fazy
nesmie byt vysSie ako 1 cm nad spodnym okrajom platne. V opacnom pri-
pade by doslo k vyplaveniu sacharidov do mobilnej fazy. Ked’ je ¢elo mobilnej
fazy 0,5 az 1 cm pod hornym okrajom, platiiu (chromatogram) vyberieme, ce-
ruzkou oznacime ¢elo mobilnej fazy a chromatogram vysuSime. Detekciu sa-
charidov vykoname tak, Zze chromatogram drzime vo vodorovnej polohe nie-
kol’ko centimetrov nad varicom. Vysoka teplota (> 150 °C) spdsobi karameliza-
ciu sacharidov, €o sa prejavi tvorbou svetlohnedych skvin. Pritom davame
pozor, aby sme nespalili celid plochu chromatogramu. Nakoniec ceruzkou
ozna¢ime stredy vSetkych viditenych Skvin.

Vyhodno-
tenie:

Ur¢ime hodnoty Rt (reten¢ny faktor) pre jednotlivé Standardy ako aj pre
zlozky neznamej vzorky a porovname ich navzajom. Rf hodnoty vypocitame
ako podiel vzdialenosti stredu Skvrny od Startu (A) a vzdialenosti ¢ela mobilne;j
fazy od Startu (B): Rf = A/B. Rt je funkciou adsorpénej schopnosti stacionarnej
fazy a pre danu latku zavisi od systému, v ktorom je merany, t.j. od teploty,
druhu adsorbentu a od zlozenia mobilnej fazy.

Zaver:

Uvedieme, ktoré dva sacharidy obsahovala nasa vzorka. K protokolu prilo-
zime aj chromatogram, prip. ho mézeme prekreslit’ do vyhodnotenia.
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TEMA

SACHARIDY

Uloha 20:

Stanovenie redukujucich a neredukujucich sacharidov v kliciacich rastlindach

Princip:

V rastlinnom materidli sa stanovuju redukujiice sacharidy metodou opisanou
Somogyim a Nelsonom. Zahrievanim roztoku sacharidu s Fehlingovym roztokom
dochadza k redukcii mednatého komplexu na oxid medny. Aby sa zabranilo
spitnej oxidacii Cu®, potldca sa rozpustnost kyslika v roztoku prebytkom siranu
sodného. Pomocou jednomocnej medi sa potom redukuje roztok kyseliny arze-
nomolybdénovej za vzniku modrozeleného zafarbenia, ktorého intenzita sa sta-
novi spektrofotometricky. Po hydrolyze kyselinou sirovou sa stanovia celkové
sacharidy. Rozdiel obidvoch stanoveni uddava obsah neredukujicich sacharidov.

Reagencie:

1. med’naté ¢inidlo A (25 g bezvodého uhlicitanu sodného, 20 g vinanu sod-
nodraselného, 20 g hydrogenuhlicitanu sodného a 200 g bezvodého siranu
sodného rozpustime v 800 ml destilovanej vody a doplnime destilovanou
vodou do 1 litra. Roztok je potrebné udrziavat pri teplote 20 °C.)

2. med’naté ¢inidlo B (15 % roztok krystalického siranu mednatého v 100 ml
destilovanej vody, okysleny 1 az 2 kvapkami kyseliny sirovej)

3. Nelsonovo ¢inidlo (25 g molybdénanu amonneho rozpustime v 450 ml des-
tilovanej vody a pridame 21 ml koncentrovanej kyseliny sirovej. Po premie-
Sani pridame 3 g arzenicnanu sodného v 25ml destilovanej vody
a inkubujeme 48 hodin pri teplote 37 °C.)

4. 0,33 M roztok hydroxidu barnatého

5. 5 % roztok siranu zino¢natého

6. 9 % roztok kyseliny sirovej

7. 0,33 M roztok hydrogenuhlicitanu sodného

8. 0,33 M roztok uhli¢itanu sodného

9. morsky piesok

10. pevny uhli¢itan vapenaty
11. standard glukozy s koncentraciou 10 mg/100 ml
12. standard sachardzy s koncentraciou 20 mg/100 ml

Material:

kli¢iace rastliny (klicky pSenice), trecia miska, odparovacia miska, vodny kupel,
odmerna banka 25 ml, centrifuga, centrifugacné skumavky, skladany filter, fil-
tracny lievik, sada skiimaviek, stojan na skiimavky, sklenené pipety s nadstav-
com, absorp¢ny spektrofotometer, plastové kyvety, laboratorna trepacka, termos-
tat, ultrazvukova vanicka

Postup:

Kliciace rastliny opldchneme destilovanou vodou. Rastlinné tkanivo ususime
papierovou vatou, odvazime 1 g a rozstrihdme nadrobno. Navazené tkanivo vlo-
zime do odparovacej misky do pary nad vriacu vodu asi na 5 — 10 min. Po zmék-
nuti klicky presunieme do trecej misky a rozotrieme s malym mnozstvom mor-
ského piesku, uhli¢itanu vapenatého a vody (5-8 ml). Zmes centrifugujeme
5 minat pri 3000 ot/min (900 g). Supernatant zlejeme do odmernej banky s ob-
jemom 25 ml. Priamo Vv centrifugacnej skimavke sediment znova premieSame
s malym mnozstvom destilovanej vody (5 —8 ml) a po odstredeni pridime su-
pernatant k prvému podielu. Tento rastlinny extrakt zbavime bielkovin prida-
nim 2 ml 0,33 M roztoku hydroxidu barnatého, obsah dobre pretrepeme a po
niekol’kych mintutach pripipetujeme 2 ml 5 % roztoku siranu zino¢natého. Obsah
opat’ dobre premiesame. Po doplneni destilovanou vodou na objem 25 ml extrakt
prefiltrujeme cez husty filter. Pre stanovenie sacharidov riedime tento bielkovin
zbaveny extrakt (filtrat) destilovanou vodou nasledovne: 1 ml filtratu + 19 ml
H>0 (20-nasobné zriedenie).
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Na stanovenie redukujucich sacharidov pouzijeme Standard glukézy
s koncentraciou 10 mg/100 ml. Do skiimaviek ozna¢enych ¢islami 0, 1, 2, 3,4, 5
pipetujeme roztoky Standardu podla tabul’ky 3.2 a postupujeme podl'a pokynov
V nej uvedenych. Do skimavky so vzorkou (vzorka 1) pipetujeme namiesto Stan-
dardu 1 ml riedeného extraktu.

TABULKA 3.2 0 1 2 3 4 vzorka 1
Standard glukozy [ml] - 0,2 0,4 0,6 0,8 1 -
extrakt (zriedeny) [ml] — — — — — 1
destilovana H,0 [mI] 2 1,8 1,6 1,4 1,2 1 1
A+ B (25:1) [mi] 2 2 2 2 2 2 2

premiesat, 25 min varit’ vo vodnom kupeli pri 100 °C
ochladit’
Nelsonovo ¢inidlo [ml] 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2

premiesat’ a na 1 min vlozit’ do ultrazvukovej vanicky kvoli
odstraneniu CO2
urcit’ absorbanciu pri 540 nm

mnozstvo sacharidu v sku-

[mg]

mavke

0 0,02 | 0,04 | 0,06 | 0,08 | 0,10 X1

absorbancia pri 540 nm -

Na stanovenie celkovej koncentracie sacharidov (redukujucich + neredu-
kujucich) pouzijeme S$tandard sacharézy s koncentraciou 20 mg/100 ml. Do
oznacenych skimaviek pipetujeme roztoky Standardu podla tabulky 3.3
a postupujeme podl'a pokynov v nej uvedenych. Do skiimavky so vzorkou (vzor-
ka 2) pipetujeme rovnako ako v predoslom pripade namiesto Standardu 1 ml rie-
deného extraktu.

TABULKA 3.3 0 1 2 ° 4 vzorka 2
Standard sacharézy [ml] - 0,2 0,4 0,6 0,8 1 -
extrakt (zriedeny) [ml] - - - - - - 1
destilovana H,O [ml] 2 1,8 1,6 1,4 1,2 1 1
9 % H>SO4 [m] | 012 | 0,22 | 0,22 | 0,12 | 0,12 | 0,12 0,12

premiesat’, 30 min hydrolyzovat pri 80 — 90 °C (v termosta-
te)
0,33 M NaHCO3/Na,CO3  [ml] 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9
A + B (25:1) [mI] 2 2 2 2 2 2 2
premiesat’, 25 min varit’ vo vodnom kupeli pri 100 °C
ochladit’
Nelsonovo ¢inidlo [ml] 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2 ’ 2
premiesat’ a na 1 min vlozit’ do ultrazvukovej vanicky kvoli
odstraneniu CO2

urcit’ absorbanciu pri 540 nm

mnozstvo sacharidu v sku-

mavke [mg]

0,04

0,08

0,12

0,16

0,20

X2

absorbancia pri 540 nm
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Vyhodnote-
nie:

Pomocou kalibra¢nych roztokov (skimavky 1 az 5) zostrojime dva kalibracné
grafy (zavislost’ absorbancie Standardného roztoku glukozy, resp. sacharézy od
ich mnozstva) a z nich ur¢ime mnozstvo redukujicich (x1) a celkovych (x2)
sacharidov v mg na 1 ml riedeného extraktu. Hodnoty X1 a X2 vynasobime zrie-
denim povodného extraktu (20-nasobné zriedenie), ¢im ziskame mnozstvo redu-
kujacich a celkovych sacharidov v 1 ml povodného neriedené¢ho extraktu. Aby
sme zistili mnozstvo sacharidov (v mg), ktoré su obsiahnuté v 1 g kli¢kov, je
treba tieto hodnoty vynasobit’ ¢islom 25. Mnozstvo neredukujucich sacharidov
vypocitame z rozdielu hodndt pre celkové a redukujiice sacharidy.

Zaver:

Uvedieme mnozstvo redukujicich a neredukujucich sacharidov nacha-
dzajtcich sa v 1 g rastlinnych klickov.
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TEMA

SACHARIDY

Uloha 21:

Izoldcia kvasinkovej sacharazy

Princip:

Sachardza (invertdaza; systéemovy nazov: [-D-fruktofuranozidfruktohydroldza;,
systemove cislo: EC 3.2.1.26) je enzym, ktory Stiepi sacharozu (okrem inych sub-
stratov). Z jednej molekuly neredukujiicej sacharozy vznikaju 2 molekuly reduku-
jucich cukrov: D-glukozy a D-fruktozy.

, sacharaza , p
sachar6za ————————— D-glukéza + D-frukt6za

Vzniknutej ekvimolarnej zmesi glukozy a fruktozy hovorime invertny cukor (in-
vert).

Michaelisova konstanta (Kn) pre sacharézu je 9,1 x 10° M (v maldtovom timi-
vom roztoku, pH 4,6).

Molekulova hmotnost sacharazy z kvasiniek je 270 000 g/mol (270 kDa).
Inhibitory: Enzym je inhibovany kationmi tazkych kovov (Ag*, Cu?*, Hg?"). Je
reverzibilne (vratnym sposobom) inhibovany v nizkych koncentrdaciach mocoviny,
pri ktorych nedochddza k vyraznym zmenam v Strukture proteinu. Pri vysokych
koncentraciach mocoviny (8 M) dochadza k ireverzibilnej (nevratnej) inaktivacii,
ktord je sprevdadzana zmenami v sekundarnej a terciarnej Strukture enzymu.
Stabilita: Je stabilny pri 4 °C, uskladneny v suchom stave. Vodny roztok enzymu
moze byt pouzity po dobu niekolkych tyzdnov, ked’ je uskladneny pri 4 °C.
Kvasinkova sachardaza nedifunduje cez bunkovi membranu, preto sa musi pred
extrakciou rozrusit rozotretim s kremennym pieskom.

Reagencie:

1. 10 g pekarenského drozdia
2. kremenny piesok

Material:

trecia miska, centrifiiga, centrifugacné skamavky, kadicka s objemom 100 ml

Postup:

10 g Cerstvého pekarenského drozdia rozotrieme v trecej miske s troskou
kremenného piesku. Pridavame po cCastiach 10 ml vody a rozotierame 5 min.
Potom v niekolkych davkach priddime eSte 20 ml vody a dobre premieSame.
Suspenziu nechame stat” 30 min pri 25 — 30 °C. Potom ju 15 min centrifugujeme
pri 3000 ot/min (1000 g). Supernatant prelejeme do Cistej kadicky a pouzijeme
na d’al$ie stanovenia.

Uloha 22:

Stanovenie koncentrdcie sacharazy Lowryho metédou

Princip:

Pri Lowryho metode bielkovina najprv reaguje S mednatymi ionmi
V alkalickom prostredi, pricom dochadza k ich redukcii na medné iony. Nasledne
dochdadza ucinkom mednych ionov k redukcii kyseliny fosfomolybdeno-
fosfovolframovej, ktord je sucastou Folinovho cinidla. Finadlny produkt tejto re-
akcie ma modré sfarbenie.

Reagencie:

1.  roztok A: 2 % uhlicitan sodny v 0,1 M hydroxide sodnom

2. roztok B: 0,5 % pentahydrat siranu med’'natého v 1 % tetrahydrate vina-
nu sodnodraselného (roztoky A, B zmiesame max. 4 hod. pred cvicenim v
pomere 50:1)

3. Folinovo ¢inidlo

4. Standardny roztok bielkoviny (hovddzi albumin) s koncentraciou
50 mg/100 ml

5. Britton tlmivy roztok (0,1 M acetatovy tlmivy roztok) s pH 5,0

6. vzorka izolovanej sacharazy

Material:

sada skiamaviek, stojan na skimavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpcny
spektrofotometer, plastové kyvety, laboratorna trepacka
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Postup:

Na stanovenie koncentracie sacharazy pouzijeme Standard hoviddzieho al-
buminu s koncentraciou 50 mg/100 ml. Do oznacenych sktimaviek pipetujeme
roztok standardu podl'a tabul’ky 3.4 a postupujeme podla pokynov v nej uvede-
nych. Do skiimavky so vzorkou pipetujeme namiesto Standardu 1 ml nariede-
ného roztoku sacharazy. Riedime acetatovym tlmivym roztokom s pH 5,0, a to
nasledovne: 1 ml roztoku izolovanej sacharazy + 4 ml tlmivého roztoku (5-
nasobné zriedenie).

TABULKA 3.4 0 1 2 3 4 5 vzorka

Standard albuminu  [ml] — 0,05 0,10 0,25 0,50 0,75 -

sacharaza (zriedend) [ml] — — — — - — 1

destilovana H,O [mI] 1 0,95 0,90 0,75 0,50 0,25 -

A+ B (50:1)

mi| 5 5 5 5 5 5 5

premiesat’
nechat’ 10 min reagovat’

Folinovo&inidlo  [m]| 05 | 05 | o5 | 05 | 05 | 05 | 05

premiesat’
nechat’ 30 min reagovat’
urcit’ absorbanciu pri 750 nm

HHOZASHTD L oriiny 0 0,025 | 0050 | 0125 | 0250 | 0375 | xs

Vv skiimavke

[mg]

absorbancia pri 750 nm —

Vyhodnote- Pomocou kalibraénych roztokov (skimavky 1 az5) zostrojime kalibracny

nie: graf (zavislost absorbancie Standardné¢ho roztoku hovidzieho albuminu pri
750 nm od mnozstva) a Z neho ur¢ime mnozZstvo vyizolovanej sacharazy v mg
na 1 ml vzorky (xs). Pre spravne urcenie jej koncentracie je potrebné vynasobit’
hodnotu Xs zriedenim pévodného roztoku sacharazy.

Uloha 23: | Stanovenie aktivity sachardzy na zdiklade redukujiicich sacharidov

Princip: Enzymova aktivita je mierou mnozstva aktivneho enzymu pritomného v roz-

toku. Uvadza sa v jednotkdach 1 U (unit), prip. 1 kat (katal).
1 U predstavuje mnozZstvo enzymu, ktoré katalyzuje pri saturdcii substrdtom
premenu 1 umol substrdtu za 1 min.
1 kat sa rovna mnozstvu enzymu, ktoré premeni 1 mol substratu za 1 s.
1 U odpovedd 16,67 nkat (nanokatal).

K stanoveniu aktivity sacharazy mozno vyuzit dve metody:
a) polarimetrickd metéda je zalozend na zmendch optickej otdcavosti roztoku
("inverzia" sacharozy).
b) spektrofotometricka metoda vyuziva redukcné viastnosti jedného z reakcnych
produktov, ato D-glukozy. Ta v alkalickom prostredi a pri zvySenej teplote
(100 °C) redukuje 3,5-dinitrosalicylat (DNS) na 3-amino-5-nitrosalicyldt, ¢o sa
prejavi zmenou sfarbenia roztoku zo zltej na tmavooranzovi farbu:

H (@]

COO-Na+

fo) o

H——OH H——OH
ON OaN O-Na+
e O-Na+ —_— H
3O —H * 4 3NaoH ——=3"OT [ H 4 + 2H,0

H—1—OH H——OH

OH OH
H——OH H—1—OH

NO, NH,
CH,0OH CH,OH
D-glukéza D-glukonéat sodny
3,5-dinitrosalicylat sodny (DNS) 3-amino-5-nitrosalicylat sodny

Sacharidy s keto skupinou (fruktéza) mozu v ramci svojej otvorenej formy izome-
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rizovat skrz sériu tautomérnych premiestnenti, pricom vznika aldehydova skupi-
na. Takze, aj ked’ sa vo v§eobecnosti ketozy povazuju za redukujuce sacharidy,

V skutocnosti je to ich izomér s aldehydovou skupinou, ktory je redukujiici. Bez
tejto izomerizdacie ketony nemozu byt oxidované. K tomuto typu izomerizacie
dochadza v alkalickom prostredi pri zvysenej teplote (100 °C).

Aktivitu sacharazy mozno vypocitat na zaklade mnozstva vzniknutych redukuju-
cich sacharidov (invertu) za jednotku casu.

Reagencie:

1. 0,1 M acetatovy tlmivy roztok (CH3COONa + CH3zCOOH) s pH 5,0

2. standardny roztok redukujucich sacharidov s koncentraciou 200 mg/100 mi

(100 mg fruktézy a 100 mg glukozy v 100 ml vodného roztoku, ¢o predsta-

vuje roztok s molarnou koncentraciou invertného cukru 0,0056 M)

zasobny roztok sachardzy s koncentraciou 0,5 M

4. roztok sachardzy z ulohy 21 ziskany zriedenim supernatantu acetatovym
tImivym roztokom s pH 5,0

5. roztok DNS (3,5-dinitrosalicylat), ktory pripravime zmiesanim 8 g NaOH,
59 kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej a150g vinanu sodnodraselného
v 1000 ml roztoku (vysledné molarne koncentracie su 0,2 M NaOH, 22 mM
DNS a 0,5 M vinan sodnodraselny).

L

Material:

sada skimaviek, stojan na skimavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpény
spektrofotometer, plastové kyvety, laboratorna trepacka, vodny kupel’

Postup:

A. Kalibraény graf pre stanovenie mnoZstva invertného cukru

Na stanovenie mnozstva invertného cukru (ekvimolarna zmes glukozy a fruk-
tozy) pouzijeme Standardny roztok obsahujuci zmes glukézy a fruktdzy
s celkovou koncentraciou 200 mg/100 ml. Do ozna¢enych skimaviek pipetujeme
roztok Standardu podl'a tabul’ky 3.5 a postupujeme podla pokynov v nej uvede-
nych.

TABULKA 3.5 0 1 2 3 4

Standard glukézy a fruktozy [mI] - 0,4 0,8 1,2 1,6

destilovana H,O [ml] 3 2,6 2,2 1,8 1,4

DNS

N, [(N]OT

[mi] 2 2 2 2 2

premiesat’
8 min nechat’ reagovat’ vo vodnom kupeli pri 100 °C
ochladit’ na laboratdrnu teplotu
urcit’ absorbanciu pri 540 nm

mnoZstvo invertu v skimavke

[mg]

0

0,8

1,6

2,4

3,2

latkové mnozstvo invertu [umol]

0

2,2

4.4

6,7

8,9

11

absorbancia pri 540 nm

B. Zavislost’ aktivity sacharazy od koncentracie substratu
Do oznaenych sktimaviek pipetujeme zasobny roztok sachardzy s koncen-
traciou 0,5M podla tabulky 3.6 a postupujeme podl'a pokynov v nej uvede-

nych.
TABULKA 3.6 0 1 2 3 4 5 6
0,5 M roztok sacharézy [ml] 0,5 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
0,1 M acetatovy tlmivy roztok
(PH 5.0) [mi] 0,5 0,85 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4
premiesat’

sklenenou pipetou rychlo pridat’ postupne do kazdej skimavky roztok sacharazy, obsah skii-
mavky premiesat’ a sii¢asne zaznamenat’ ¢as:
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sacharsza (zriedend) mp | - | o1 | o1 | 01 | 01 | 01 | 01
po uplynuti 10 min (pre kazda skimavku osobitne):
DNS [mi] 2 | 2 | 2 | 2 | 2 | 2 | 2
premiesSat’
destilovan H,0 [m] 2 | 2 | 2 | 2 | 2 | 2 | 2
premiesat’

zaCiatocna Kkoncentracia sub-
stratu (sacharézy) v1iml [M]

absorbancia pri 540 nm -

8 min nechat’ reagovat’ vo vodnom kupeli pri 100 °C
ochladit’ na laboratdrnu teplotu
urcCit’ absorbanciu pri 540 nm

- 0,025 | 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

latkové mnozstvo invertu (gluko-
za + fruktoza) v skamavke [umol]

- X1 X2 X3 X4 X5 X6

aktivita sacharazy [U/mlI] - a1 az as a4 as as

roztok v skimavke s ozna¢enim ,,0“ pouZzijeme pri merani absor-
bancie ako referenciu

Vyhodno-
tenie:

A.Pomocou kalibracnych roztokov (skiimavky 1 az 5 v tabul’ke 3.5) zostroji-
me kalibraény graf (zavislost absorbancie Standardného roztoku zmesi
glukozy a fruktozy — invertu — od latkového mnozstva v umol).

B. Z kalibracného grafu v casti A zistime latkové mnoZstva sacharazou
vzniknutého invertného cukru (X1 aZ Xs, tabulka 3.6).

Nasledne z tychto tdajov o mnozstve vypocitame aktivitu sacharazy (a1 az
as, tabulka 3.6) a prepocitame na 1 ml povodného neriedeného enzymové-
ho preparatu.

Zostrojime graficka zavislost' aktivity sacharazy (0s y) od zaliato¢nej
koncentracie substratu (0S X).

Priklad vypoctu aktivity a Specifickej aktivity sacharazy:

Predpokladajme, ze za danych podmienok (20 °C, pH 5,0), 0,1 ml riedené¢ho enzymu uvolni
za 10 min reakcie 2,2 pmol invertu (ekvimolarna zmes glukézy a fruktozy). Udaj 2,2 umol bol
ziskany z kalibra¢ného grafu v Casti A.

V tom pripade by sa pésob%ni?m 1 mll pouzitého riedeného enzymu za 1 min uvolnilo:
2.2 pmo
—— x 10 = 2,2 pmol invertu /min

10 min

1 ml pévodného (neriedeného) enzymu by v naSom pripade (5-nasobné zriedenie) uvolnilo 5-

krat viac invertu:

pmaol

min

Ked’Ze pre medzinarodne stanovent enzymovu jednotku (U) plati (vid’ Princip k tejto ulohe):
1 U =1 umol substratu, resp. produktu za minttu,

predstavuje vypocitany udaj hodnotu aktivity.

2.2

¥ 5 = 11 pmaol invertu/min

Zaver: 1 ml pévodného preparatu sacharazy ma aktivitu zodpovedajiicu za podmienok pouZitej
metody (20 °C, pH 5,0) 11 wmol/min, t.j. 11 U.

Ak by sme chceli zistit’ $§pecificka aktivitu enzymu, potrebovali by sme na to udaj o mnozstve
enzymu v mg/ml (vid’ @loha 22). Predpokladajme, ze mnoZstvo enzymu vV pévodnom preparate
je 0,5 mg/ml. V tom pripade by sa $pecificka aktivita po¢itala nasledovne:
11 - o i
05 28 T mg
~ ml

Zaver: Specificka aktivita vyizolovanej sacharazy je za vyssie uvedenych podmienok 22 U/mg.
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Uloha 24: | Vplyv pH na aktivitu sachardzy

Reagencie: 1. 0,1 M acetatové tlmivé roztoky (CH3COONa + CH3COOH) s pH 3,6; 4,6;
53a5,9

0,1 M roztok kyseliny chlorovodikovej (pH 1,8)

1 % roztok hydroxidu sodného (pH 13)

0,5 M zasobny roztok sacharozy

roztok sachardzy z ulohy 21 ziskany zriedenim supernatantu acetatovym
tImivym roztokom s pH 5,0

arwn

sada skumaviek, stojan na skimavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpcny

Materidl: spektrofotometer, plastové kyvety, laboratorna trepacka, vodny kupel
Do oznaCenych skumaviek pipetujeme zo zasobného roztoku sachardzy s
Postup: koncentraciou 0,5 M podla tabul’ky 3.7 a postupujeme podla pokynov v nej
uvedenych.
TABULKA 3.7 0 1 2 3 4 5 6
0,5 M sachardéza [mi] 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
acetatovy  tlmivy pH 3,6 - 3,6 4,6 5,3 5,9 -
roztok objem [ml] 0,9 — 0,8 0,8 0,8 0,8 —
0,1 M HCl m] | - 0,8 — — — - -
1 % NaOH [ml] — — - - — — 0,8
premiesat’

sklenenou pipetou rychlo pridat’ postupne do kazdej skimavky roztok sacharazy, skamavku
premiesat’ a sucasne zaznamenat’ ¢as:

sacharaza (zriedena) mp] - [ o1 ] o1 | 01 | o1 | 01 | 01
po uplynuti 10 min (pre kazdu skimavku osobitne):
DNS mp| 2 | 2 | 2 | 2 | 2 | 2 | 2
premiesat’
destilovana H,O [ml] 2 ‘ 2 ‘ 2 2 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 2
premiesat’

8 min nechat’ reagovat’ vo vodnom ktpeli pri 100 °C
ochladit’ na laboratornu teplotu
urcit’ absorbanciu pri 540 nm

1,8 3,6 4,6 5,3 5,9 13

pH

absorbancia pri 540 nm -

latkové mnozstvo invertu (gluko- " y y y y N
za + fruktoza) v skamavke [umol] ! 2 3 4 5 6

aktivita sacharazy [U/mI] \ - a1 a" a's a's a's a's

roztok v skiimavke s oznacenim ,,0“ pouzijeme pri merani absor-
bancie ako referenciu

Vyhodno- Z kalibracného grafu v ulohe 23 (¢ast’ A) zistime latkové mnoZstva invert-
tenie: ného cukru (x'1 az X's, tabulka 3.7).

Vypocitame aktivitu sacharazy (a'1 az a's, tabul’ka 3.7) a zostrojime graficku
zavislost’ aktivity sacharazy (0s y) od pH (os x). Nazorny priklad vypoctu akti-
Vity je uvedeny vo vyhodnoteni v lohe 23.
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4 ENZYMY

Enzymy (z gréckeho enzymon = v drozdi), katalyzatory v biologickych systémoch, su po-
zoruhodné molekulové pristroje, ktoré¢ urcuja charakter chemickej reakcie. Enzymy sa tiez
podielaji na transformécii r6znych foriem energie. Najzaujimavej$imi charakteristikami en-
zymov su ich katalyticka sila (efektivita) a Specificita. Posobenie mnohych enzymov je re-
gulované. Vicsina znamych enzymov st proteiny. Objav katalyticky aktivnych RNA molekul
vsak poukazuje na to, ze proteiny nemaju absolutny monopol v katalyze.

Proteiny ako trieda makromolekul su vel'mi efektivne pri katalyze roznych chemickych
reakcii, pretoze st schopné Specificky viazat' veI'mi r6zne molekuly. Vyuzitim celého reper-
toara intermolekulovych sil, enzymy prinasaji substraty do optimalnej vzdialenosti a orienta-
cie, umoznujuc tak efektivnu prestavbu chemickych vézieb za vzniku produktov katalyzova-
nej reakcie. V podstate, enzymy katalyzujt reakcie tak, Ze stabilizuju prechodny stav sub-
stratu, t.j. stav s najvysSou energiou. Tymto spdsobom vlastne selektivne urcuju, ktord che-
micka reakcia prebehne.

Enzymy urychl'uju reakcie minimalne milionkrat. Bez ich pritomnosti by véc¢Sina reakcii v
biologickych systémoch nemohla prebiehat’, resp. by prebiechala vel'mi pomaly. Dokonca aj
taka jednoducha reakcia, akou je hydratacia oxidu uhli¢itého, je katalyzovana enzymom kar-
boanhydrazou. Prenos CO: z tkaniv do krvi a nasledne do alveolarneho vzduchu by bol me-
nej efektivny bez pritomnosti tohto enzymu. V skuto¢nosti, karboanhydraza je jednym z naj-
rychlejsich enzymov, ktoré pozname. Kazdd molekula enzymu hydratuje 10° molekal CO; za
sekundu. Rychlost katalyzovanej reakcie je 107-krat vyssia ako nekatalyzovane;.

Enzymy st vysoko Specializované Co sa tyka reakcie, ktora katalyzuju, a vyberu reaktan-
tov, s ktorymi interaguju (tabulka 4.1). Reaktanty sa nazyvaju substraty. Enzymy zvycajne
katalyzuju jedini chemicku reakciu alebo niekol’ko vel'mi podobnych reakcii. Paralelné reak-
cie, ktoré by viedli k tvorbe podobnych, ale neziaducich produktov, sa pri enzymatickych re-
akciach vyskytuju zriedkavo, na rozdiel od nekatalyzovanych reakcii. Stupen Specificity voci
substratu je zvy¢ajne vel'mi vysoky, az absolutny (vynimku tvoria tzv. "moonlighting™ alebo
"namesacné" proteiny). Ako priklad Specificity uvadzame proteolytické enzymy - protedzy.
Tieto enzymy katalyzuji hydrolyzu peptidovej vézby:

Il Il Il - Il
THN—GHACEN—CH—C— + H,0 —== ~HN—GH—C—0" + *HN—GH—C—

R, H R, R, R,
peptidova karboxylova Cast aminova Cast
vazba peptidovej vazby peptidovej vazby

Vicsina proteolytickych enzymov taktiez katalyzuje int, avSak podobnu reakciu — hydrolyzu
esterovej vézby:
i I
R—C—0—R, + H,O — == R—C—0 + HO—R, + H*

esterova kyselina alkohol
vazba

103



Praktické cvicenia z biochémie

Sedlak, Danko, Varha¢, Paulikova, Podhradsky, 2020

TABULKA 4.1 Klasifikacia enzymov. Pri kazdej triede st uvedené tri priklady enzymov spolu s reakciou,

ktora dany enzym katalyzuje.

1 Oxidoreduktazy

1.1.1.1 alkoholdehydrogendza
1.1.3.4 glukozaoxiddiza
1.11.1.6 kataliza

- katalyzuju intermolekulové oxidac¢no-redukéné premeny

- oxidoredukéné deje realizuju bud’ prenosom atémov vodika
(transhydrogendzy) alebo elektronov (transelektronazy), prip.
zabudovanim atému kyslika do substratu (oxygenazy)

- maju povahu zloZzenych bielkovin

etanol + NAD" — acetaldehyd + NADH
B-D-glukéza + O, — D-glukono-6-lakton + H.0»
2H,0, —» 2H,0 + Oy

2 Transferazy

2.3.1.9 acetyl-CoA-acetyltransferdza
2.7.1.1 hexokindza
2.7.7.6 RNA-polymeraza

- realizuju prenos skupin (—CHs, —NH>, glukézovy zvysok, atd’.)
v aktivovanej forme z ich donoru na akceptor

- patria medzi zlozené bielkoviny

- zuCastnuji sa mnohych biosyntetickych dejov

2 acetyl-CoA — CoA + acetoacetyl-CoA
ATP + D-hexéza — ADP + D-hexo6za-6-fosfat
m nukleozidtrifosfat + RNA, — RNAn+m + mPP;

3 Hydrolazy

3.1.3.9 glukoza-6-fosfatiza
3.4.17.1 karboxypeptidiza A
3.6.1.3 adenozintrifosfatiza

- hydrolyticky Stiepia vdzby, ktoré vznikli kondenzaciou, napr.
peptidové, glykozidove, esterové
- maji povahu jednoduchych bielkovin

D-glukéza-6-fosfat + HO — D-glukdéza + monofosfat
peptidyl-L-aminokyselina + H,O — peptid + L-aminokyselina
ATP + HO — ADP + P;

4 Lyazy

4.2.1.1 karboanhydraza
4.2.1.2 fumarathydrataza
4.3.1.17 serindeaminadaza

- katalyzuji nehydrolytické Stiepenie a vznik (pokial nie je
energeticky naro¢ny) vizieb C-C, C-O, C-N, apod. Pritom vac-
§inou zo substratu odstepuji alebo don vnasaju malé molekuly
(H20, CO;, NH3)

- majui povahu zlozenych bielkovin

H* + HCOs < CO; + H.O
L-malat — fumarat + H.O
L-serin — pyruvat + NHs

5 Izomerazy

5.1.2.1 laktatracemdza
5.1.3.1 ribuléza-fosfit-3-epimerdza
5.3.1.1 triozafosfatizomerdza

- realizuju vnutromolekulové presuny atdmov a ich skupin, teda
vzajomné premeny izomérov

- najmenej pocetna skupina enzymov vacsinou povahy jednodu-
chych bielkovin

D-laktat <> L-laktat
D-ribul6za-5-fosfat < D-xyluldza-5-fosfat
D-glyceraldehyd-3-fosfat «» dihydroxyacetonfosfat

6 Ligazy

6.1.1.7 alanyl-tRNA-syntetiza

6.4.1.1 pyruvdtkarboxyliza
6.5.1.1 DNA-ligdaza

- katalyzuji vznik energeticky naro¢nych vézieb za sucasného
rozkladu latky uvolniujucej energiu (ATP)

- uplatiiuju sa pri r6znych biosyntézach

- majui povahu zloZenych bielkovin

ATP + L-Ala + tRNAA® — AMP + difosfat + L-alanyl-tRNAA®R
ATP + pyruvat + CO; + H,O — ADP + monofosfat + oxalacetat
ATP + DNA, + DNA, — AMP + difosfat + DNAs+m
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Proteolytické enzymy sa vyrazne liSia v stupni substratovej Specificity. Subtilizin, ktory sa
nachadza v niektorych baktériach, je dost’ "nevyberavy", Co sa tyka charakteru pril'ahlého
aminokyselinového zvysku stiepenej peptidovej vizby. Trypsin je zase dost’ Specificky a ka-
talyzuje Stiepenie peptidovej vdzby iba na karboxylovej strane lyzinového a argininového
zvysSku. Trombin, enzym z(castiiujlici sa procesu zrazania krvi, je esSte viac Specifickejs$i nez
trypsin. Katalyzuje hydrolyzu peptidovej vazby medzi Arg a Gly, aj to iba v urcitych Speci-
fickych peptidovych sekvenciach:

miesto Stiepenia miesto Stiepenia
trypsinom trombinom
—éHN—CH—gé—N—CH—g— --HN—CH—léé— N—CH—lé—

Inym prikladom vel'mi S$pecifického katalyzatora je DNA-polymerdza | — templatovo-ria-
deny enzym. Sekvencia (poradie) nukleotidov v DNA ret’azci, ktory je syntetizovany, je ur-
¢ena sekvenciou nukleotidov v inom DNA retazci, ktory slizi ako templat (vzor). DNA-po-
lymeraza I je pozoruhodne presny enzym, nespravny nukleotid je zabudovany do novosynte-
tizovaného retazca, resp. enzym urobi chybu, po priblizne 1 milidon spravne zabudovanych
nukleotidov. Je to preto, Ze DNA-polymerdza sama po sebe kontroluje spravnost’ zabudovania
nukleotidu.

Ako vynimku z typickej enzymovej Specificity sme uviedli tzv. "namesacné" enzymy.
Tieto enzymy sa niekedy oznacovali aj ako "katalyticky promiskuitné" enzymy. Namesacné
proteiny su tie, ktoré maju viacero funkcii, resp. st schopné katalyzovat’ rozdielne reakcie. Ich
schopnost’ mat’ viacero funkcii zavisi od ich lokalizacie v bunke, typu bunky, oligomérneho
stavu, resp. koncentracie ligandu, substratu, kofaktora alebo produktu v bunke. Tieto mecha-
nizmy sa vzdjomne nevylucuji a v mnohych pripadoch funkcia takéhoto enzymu zavisi od
kombinécie tychto faktorov. Prikladom moéze byt znadmy tetramérny enzym (I'udsky), zu-
Castnujuci sa glykolyzy glyceraldehyd-3-fosfitdehydrogendza, ktory katalyzuje premenu
glyceraldehyd-3-fosfatu na 1,3-difosfoglycerat. V. monomérnej forme sa z neho stava DNA-
glykolaza, ktora odstrafiuje uracil nachadzajtci sa v DNA ret’azci, ktory méze vznikat’ deami-
naciou cytozinu alebo inkorporaciou deoxyuridin-5'-trifosfatu (dUTP) po¢as DNA syntézy.

Regulacia katalytickej aktivity enzymov

Enzymy, ktoré katalyzuji prvy krok v biosyntetickej drdhe st zvy€ajne inhibované konec-
nym produktom. Biosyntézu izoleucinu v baktériach ilustruje tento typ kontroly, ktora sa na-
zyva inhibicia spéitnou vizbou. Treonin sa transformuje na izoleucin v piatich krokoch, prvy
krok katalyzuje treonindeamindza. Tento enzym je inhibovany, ked’ izoleucin dosiahne dos-
tatocne vysoku koncentraciu. Izoleucin inhibuje enzym naviazanim sa na regula¢né miesto,
ktoré je odlisné od katalytického miesta. Tento typ inhibicie je sprostredkovany reverzibilnou
alosterickou interakciou. Ak koncentracia izoleucinu poklesne pod istii uroven, treoninde-
aminaza sa stane znova aktivnou.
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enzym inhibovany
produktom Z

A—X— B
A

Y
O
Y
O

A
konecny
produkt

Enzymy su taktiez regulované regulaénymi proteinmi, ktoré ich moézu stimulovat’ alebo
inhibovat’. Aktivita mnohych enzymov je regulovana kalmodulinom, protein s molekulovou
hmotnost'ou 17 000 g/mol, ktory funguje ako senzor na pritomnost’ vapnika takmer vo vset-
kych eukaryotickych bunkach. Vizba Ca?* do viacerych vizbovych miest na kalmoduline in-
dukuje vel'ka konformaéni zmenu, ktora ho zmeni z neaktivnej na aktivnu formu. Aktivovany
kalmodulin sa nasledne viaZe na viacero inych enzymov alebo ciel'ovych proteinov v bunke a
modifikuje tym ich aktivitu.

Kovalentna modifikacia je d’alSim mechanizmom enzymovej reguldcie. Mnoho enzymov
je kontrolovanych reverzibilnym pripojenim fosforylovej skupiny na $pecifické serinové ale-
bo treoninové aminokyselinové zvysky (tymto sposobom je napriklad riadena aktivita en-
zymov syntetizujucich a degradujticich glykogén). Fosforylacia tyrozinového zvysku na re-
ceptore rastového faktora je kritickym krokom pri indukeii diferenciacie a proliferacie bunky.
Specifické enzymy nazyvané kindzy katalyzuju pripojenie fosforylovej skupiny; fosfatdzy
katalyzujt ich odstranenie hydrolyzou.

Niektoré enzymy su syntetizované ako neaktivne prekurzory, ktoré su aktivované vo
vhodnom fyziologickom ¢ase a na konkrétnom mieste. Takymto sposobom st riadené napri-
klad traviace enzymy — tento sposob kontroly sa nazyva proteolyticka aktivacia. Napriklad,
trypsinogén je syntetizovany v pankrease a je aktivovany Stiepenim peptidovej vdzby v ten-
kom ¢reve na aktivny #rypsin. Tento typ kontroly sa vyuziva aj pri procesoch zrazania krvi.
Enzymaticky neaktivne prekurzory proteolytickych enzymov sa nazyvaju zymogény.

Enzymy transformuju rozli€né formy energie

V mnohych biochemickych reakciach je energia reaktantov pretransformovand s vysokou
efektivitou na int formu energie. Napriklad pri fotosyntéze je svetelnd energia pretransformo-
vana do energie chemickej vdzby. V mitochondriach je vol'na energia obsiahnutd v malych
molekulach ziskanych z potravy pretransformovana na volnt energiu ATP (adenozintrifos-
fat). Energia obsiahnuta v chemickych vézbach ATP je nasledne vyuzivand mnohymi spo-
sobmi. Pri svalovej kontrakcii je energia z ATP premenend pomocou myozinu na mechanickt
energiu. Membrany v bunkach a organelach obsahuju pumpy, ktoré vyuzivaju energiu z ATP
na transport molekul a idnov proti chemickému a elektrickému gradientu.

Enzymy nemenia reakénu rovhovahu

Enzym je katalyzator, a preto neméZe menit’ rovnovahu chemickej reakcie. To znamena,
ze enzym urychl'uje priamu aj spatna reakciu presne o ten isty faktor.

Uvazujme reakciu premeny latky A na latku B. Bez pritomnosti enzymu je rychlostnd kon-
Stanta priamej reakcie kr 10 s a rychlostna konstanta spitnej reakcie kr 10 s™2. Rovnovazna
konstanta K je dand pomerom tychto rychlostnych konStant:

104 st

A B

106 st
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|<_@—kf :104:

= 100
[A] k 10°

r

Rovnovazna koncentracia B je 100-krat vdc¢sia ako A, €i je enzym pritomny, alebo nie. Do-
siahnutie rovnovahy by trvalo viac ako hodinu pre nekatalyzovanu reakciu, avsak za pouzitia
vhodného enzymu by rovnovaha mohla byt dosiahnutd za sekundu. Enzymy urychlujua do-
siahnutie stavu dynamickej rovnovahy, ale rovnovahu nemenia.

Enzymy urychl'uju reakcie stabilizaciou aktivovaného stavu

Chemicka reakcia premeny substratu S na produkt P prechadza cez aktivovany (precho-
dovy) stav S”, ktory ma viicsiu vol'na energiu ako S aj ako P:

*

S S* P

Aktivovany stav je najmenej zastlipeny pocas reakcie, pretoze ma najvyssiu energiu (a je teda
nestabilny). VoI'na energia aktivicie AG™ sa rovna rozdielu volnej energie medzi aktivova-
nym stavom a substratom.

Reakénd rychlost V je umerna koncentracii aktivovaného stavu S”, ktora zavisi od AG”,
pretoze je v rovnovahe so substratom S:

[S*] — [S]efAG*/RT
V=1[S"]= “TT[S]eAG*’RT

kde k je Boltzmannova konstanta a h je Planckova konstanta. Pomer kT/h je pri 25 °C rovny
6,2 x 10 5%, Predpokladajme, Ze vol'na energia aktivacie (aktivaéna energia) je 28,5 kJ/mol.
Pomer [S’)/[S] je potom 107°. Za predpokladu, Zze [S] = 1, rychlost’ reakcie V =6,2 x 107 s,
Pokles AG™ 0 ~ 5,6 kJ/mol urychli reakciu 10-krat.

nekatalyzovana reakcia katalyzovana reakcia
aktivovany
AG stav AG
(kd/mol) + (kd/mol)
aktivovany

stav

* *
substrat AG substrat M\ TAG
\ produkt \ produkt

reakéna koordinata reakéna koordinata

Enzymy urychluju reakcie znizenim hodnoty AG", teda aktiva&nej bariéry. Interakcia
substratu a enzymu vytvara novu reakénu cestu, v ktorej je energia aktivovaného stavu nizsia
ako bez pritomnosti enzymu. Podstatou katalyzy je Specificka vazba aktivovaného stavu.
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Aktivne miesta enzymov maju niektoré spolo¢né ¢érty

Aktivne miesto enzymu je oblast’, kde sa viazu substraty (a prostetickd skupina, ak nejaka
je) a obsahuje aminokyselinové zvysky, ktoré sa priamo zucastiiuju pri prestavbe vizieb v
substrate. Tieto zvysky sa nazyvaju katalytické skupiny. Napriek tomu, Ze sa enzymy na-
vzajom lisia Struktarou, Specificitou a sposobom katalyzy, je mozné vyslovit’ niekol'’ko zovse-
obecneni, ¢o sa tyka tychto aktivnych miest:

1. Aktivne miesto zabera relativne mala ¢ast’ celkového objemu enzymu. Vicsina amino-
kyselinovych zvyskov enzymu neprichddza do kontaktu so substratom. Vznika zaujimava
otazka: preco su enzymy také velké? VacSina enzymov je zlozena z viac ako 100 aminokyse-
lin, t.j. maji hmotnost ~ 10 000 g/mol a priemer vicsi ako 25 A (1 A =10 m).

2. Aktivne miesto je trojrozmerna samostatna jednotka, ktora je vytvorena zo skupin, kto-
ré pochadzaju z réznych Casti linearneho polypeptidového retazca. Napriklad, aktivne miesto
lyzozymu je tvorené aminokyselinovymi zvyskami 35, 52, 62, 63 a 101 z linedrneho polypep-
tidového retazca zlozeného zo 129 aminokyselin.

3. Substraty su viazané do enzymov mnohymi slabymi interakciami. Rovnovazna kon-
Stanta pre komplex enzym-substrat (ES) je zvy¢ajne 102 az 108 M, o zodpoveda interakcii
od ~-15 do 50 kJ/mol. Nekovalentné interakcie v ES komplexe st ovela slabsie ako kova-
lentné vizby, ktoré maju energiu od —250 do —450 kJ/mol. Reverzibilné interakcie medzi mo-
lekulami sprostredkovavaju elektrostatické interakcie, vodikové vézby, van der Waalsove sily
a hydrofobne interakcie. Van der Waalsove sily sa prejavuju iba v pripade, ak sa mnozstvo
atomov substratu sucasne dostane do tesnej blizkosti atdmov enzymu. Preto enzym a substrat
musia mat’ komplementarne tvary. Smerovy charakter vodikovych vizieb medzi enzymom a
substratom urcuje vysoky stupen $pecificity tejto interakcie.

4. Aktivne miesta sa nachadzaju v Strbinich a

priehlbinach. Vo vsetkych znamych enzymoch sa %

molekula substratu viaze do Strbin alebo priehlbin. Substrate

Voda je zvy€ajne vytlacena z tychto priestorov a Vv a/\t{\c
aktivnom mieste sa nachddza iba v pripade, ze sa zl-
Castiiuje reakcie. Nepolarny charakter vicSiny vi- ES complex

zobnych miest zvySuje afinitu pre substrat. Avsak,
aktivne miesta Casto obsahuju aj polarne skupiny. V
tomto mikroprostredi niektoré skupiny ziskavaju Spe-
cidlne vlastnosti nevyhnutné pre katalyzu. Pritomnost’
polarnych skupin v aktivnych miestach porusuje pra-
vidlo, Ze polarne skupiny su v styku s vodnym pro-
stredim.

5. Specificita interakcie zavisi na presne definova-
nom usporiadani atomov v aktivhom mieste. Pre
interakciu musi mat’ substrat vhodny tvar. Metafora Substrate m

Enzyme

Obrazok 4.1 Schematické znazornenie
aktivneho miesta ako kl'ica a zamky.

Emila Fishera "kla¢a a zamky" (obrazok 4.1), vy- ap ¢
slovend v roku 1890, sa ukdzala byt stimulujica a
vel'mi plodna. Avsak, v sucasnosti je zrejmé, ze ak- ES complex

tivne miesta mnohych enzymov sa vyrazne modifi-
kuju v doésledku vizby substratu. Aktivne miesto na- Enzyme
dobuda komplementarny tvar az po_naviazani sub-
stratu. Tento proces dynamického rozpoznavania bol
nazvany indukovany fit (obrazok 4.2), a to Danie-
lom E. Koshlandom v roku 1958.

Obrazok 4.2 Schematické znazornenie
dynamického rozpoznavania substratu.
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Michaelis-Mentenovej model

Pre mnohé enzymy zavisi rychlost’ katalyzy V od koncentracie substratu [S] ako ukazuje
nasledujuci graf:

reakéna rychlost, V (M s™)
<

T T T T T

0 1 2 3 4 5
koncentréacia substratu, S (M)

Pri danej koncentracii enzymu je rychlost’ V takmer linearne zavisla od [S], ked’ je [S] nizka.
Pri vysokej [S], je V takmer nezavisla od [S]. V roku 1913, Leonor Michaelis a Maud Menten
navrhli jednoduchy model, ktory vysvetlil tieto kinetické charakteristiky. Podstatnou ¢rtou ich
modelu je vznik intermedidrneho stavu — komplexu enzym-substrat. Tento najjednoduchsi
model vysvetl'uje kinetické vlastnosti mnohych enzymov:

K, Ky

ES

E+S E+ P

2

Enzym E interaguje so substratom S za vzniku komplexu ES s rychlostnou konstantou Ki.
Komplex ES ma dve moznosti — bud’ disociuje spit’ na enzym E a substrat S s rychlostnou
konstantou k2, alebo pokracuje v reakcii za vzniku produktu P s rychlostnou konstantou Ka.
Predpoklada sa, ze reakcia z ES na E + P je nevratna.
Takato reakcia je v podmienkach ustaleného stavu (Steady-state) popisana Michaelis-
Mentenovej rovnicou:
vov 81
[S]1+K,,

kde Vmax = k3[Et], pricom Er je celkova koncentracia enzymu a Km je Michaelisova kon-
Stanta, pre ktort plati: Km = (k2 + ks)/Ks.

Této rovnica vysvetl'uje kinetické udaje z predchadzajuceho grafu. Pri vel'mi malej kon-
centracii substratu, ked’ je [S] ovel'a mensia ako Km, V = [S]Vmax/Km; to znamena, Ze rychlost’
je priamoumerna koncentracii substratu. Pri prili§ vysokej koncentracii substratu, ked je [S]
ovela vicsia ako Km, V = Vmax; t.j. rychlost’ dosiahne maximalnu hodnotu a nezavisi od kon-
centracie substratu.

Vyznam hodnoty Km je zrejmy z rovnice. Ked’ [S] = Km, potom V = Vmax/2. Hodnota Km je
teda rovna koncentracii substratu, pri ktorej je reakéna rychlost’ rovna polovici ma-
ximalnej rychlosti.

Hodnoty Km a Vmax je mozné ur€it’ z experimentalne zistenej zavislosti pociatocnej rychlo-
sti V meranej pri roznych koncentraciach substratu. Pre presné ur¢enie oboch hodnét je vhod-
né transformovat’ Michaelis-Mentenovej rovnicu na tvar, ktory bude davat’ linedrnu zavislost’
medzi veli¢inami V a [S]. Jednym zo spdsobov je tvar, ktory dostaneme recipro¢nym vyjadre-
nim oboch stran rovnice:
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1 1 N
—=—+ :
V V.. V. [S]

Zavislost 1/V od 1/[S], nazyvana tiez Lineweaver-Burkova zavislost’, dava priamku, ktora
pretina os y v hodnote 1/Vmax a ma smernicu Km/Vmax. Priese¢nik s 0sou X je rovny —1/Km.

WV (M)
S1UK,
\ TV
0 2 4 6
S (MY

Vyznam hodnot Km a Vmax

Km nadobuda pre jednotlivé enzymy/substraty vel'mi rozdielne hodnoty (tabulka 4.2). Pre
vicsinu enzymov lezi hodnota K v intervale od 10 do 107 M. Velkost hodnoty Km z4visi

TABULKA 4.2 Hodnoty Kn pre niektoré enzymy
Enzym Substrat Km (uM)
chymotrypsin acetyl-L-tryptofanamid 5000
lyzozym hexa-N-acetylglukozamin 6
B-galaktozidaza laktoza 4000
treonindeaminaza treonin 5000
karboanhydraza CO2 8000
penicilindza benzylpenicilin 50
pyruvatdekarboxylaza pyruvat 400
HCOs 1000
ATP 60
arginin-tRNA-syntetaza arginin 60
tRNA 0,4
ATP 300

od charakteru substratu a vlastnosti prostredia — ako pH, teplota a iénova sila. Hodnota Kmnma
dva vyznamy. Prvy, Km urcuje koncentraciu substratu, pri ktorej je polovica aktivnych miest
obsadena. Ked” pozname K, frakciu obsadenych aktivnych miest substratom, fes, mozeme
vypocitat’ z nasledovného vzt'ahu:

(Vv [8]
= v [S]+K,,

max

Druhy vyznam Km je ten, Ze hodnota Km sa dé vyjadrit’ cez jednotlivé rychlostné konstanty
ako Km = (k2 + k3)/ki. Uvazujme limitny pripad, pri ktorom je ko ovel'a vacsie ako ks. To zna-
mena, ze disociacia komplexu ES na E a S je ovel'a rychlejsia ako tvorba E a P. V takomto
pripade (k2 >> ks):

110



Praktické cvicenia z biochémie Sedlak, Danko, Varha¢, Paulikova, Podhradsky, 2020

K, =k
m kl

Disocia¢na konstanta komplexu ES je dana vztahom:

_[EIST _k,
= [ES] Kk

Inymi slovami, Km sa rovna disocia¢nej konstante komplexu ES v pripade, Ze k2 je ovela vac-
Sia ako ks. Ak plati taito podmienka, potom Km je mierou pevnosti komplexu ES: vel’ka hod-
nota Km naznacuje slabu viazbu E a S; nizka hodnota Kn poukazuje na pevny komplex. Treba
vSak zdoraznit’, Ze Km poukazuje na afinitu komplexu ES iba v pripade, Ze ko je ovel'a vacsie
ako ks.

V suvislosti s aktivitou enzymu sa pouziva hodnota, ktord uréuje mnozstvo molekil sub-
stratu, ktoré sa premenilo na produkt jedinou molekulou enzymu za jednotku ¢asu, ked’
bol enzym tuplne saturovany substratom. Tato hodnota sa nazyva rychlost’ premeny, alebo
podla doslovného prekladu anglického originalu — ¢islo premeny (turnover number). Tato
hodnota je rovna hodnote Ks. V literature sa tieZ oznacuje ako Kcat. Vztah medzi maximalnou
rychlost'ou Vmax @ k3, ked’ st aktivne miesta na enzyme saturované substratom je nasledovny:

Vmax = k3[ET ]

Napriklad, roztok karboanhydrazy s koncentraciou 10°M "vytvori" 0,6 M H,COs za se-
kundu, ked je enzym uplne saturovany substratom. Hodnota k3 sa rovna 6 x 10° s, T4to hod-
nota je jednou z najvaésich znamych hodnoét ks. Jeden proces katalyzy v pripade karboanhyd-
razy trva priblizne 1,7 ps. Vicsina ks hodnot znamych enzymov je v rozmedzi 1 az 10%s?
(tabulka 4.3).

TABULKA 4.3 Hodnoty ks pre niektoré enzymy
Enzym ks (s

karboanhydraza 600 000
3-ketosteroidizomeraza 280 000
acetylcholinesteraza 25000
penicilinaza 2 000
laktatdehydrogenaza 1000
chymotrypsin 100
DNA-polymeraza | 15
tryptofansyntetaza 2
lyzozym 0,5

Mnoho enzymov katalyzuje reakcie s dvoma alebo viacerymi substratmi

Michaelis-Mentenovej rovnica ukazuje, Ze rychlost jednoduchej enzymovej reakcie
(S — P) zavisi iba na koncentracii jedného substratu. Avsak v mnohych enzymovych reak-
ciach sa do enzymu viazu dva (a niekedy aj viac) rozli¢né substraty a z(castiiuji sa enzyma-
tickej reakcie. Ako priklad moZzeme uviest’ reakciu katalyzovanu hexokindzou, kde sa ako
substrat viazu ATP a glukdza za vzniku produktov gluk6za-6-fosfatu a ADP:

ATP + glukéza — ADP + glukéza-6-fosfat
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Rychlost’ takejto bisubstratovej reakcie moze byt taktiez analyzovand pristupom podla
Michaelis a Mentenovej. Hexokinaza ma charakteristicki Km pre kazdy zo substratov.
Enzymatické reakcie s dvoma substratmi zvycCajne zahfnia prenos atomu alebo funkénej
skupiny z jedného substratu na druhy. Tieto reakcie sa mézu uskutocnovat’ viacerymi mecha-
nizmami. V niektorych pripadoch st obidva substraty v istom Case naviazané do enzymu su-
Casne tvoriac tak ternarny komplex:
e Enzymova reakcia zahfnajtca tvorbu ternarneho komplexu:

Néhodné poradie
ES,
E/ \
\

ES,

ES,S,— > E+P,+P,

Usporiadané poradie

82
E+S,~—= ES,<M\>ES;S,——=E+P, +P,

Takyto komplex mdze vzniknat’ naviazanim substratov v ndhodnom alebo v Specifickom po-
radi. Ternarny komplex sa nevytvara, ked’ prvy naviazany substrat sa meni na produkt, ktory
z enzymu disociuje pred naviazanim druhého substratu. Priklad takéhoto mechanizmu je
ping-pongovy mechanizmus, alebo mechanizmus dvojitého nahradenia:

e Enzymova reakcia, pri ktorej sa ternarny komplex nevytvara:

Pl SZ
E+S,<~— ES,<—> E'P1<—L> E‘A* EP,—=E+P,

Meranie reakénych kinetik ¢asto umoznuje rozlisit tieto dva mechanizmy.

= =
A E B £
z z
g 2
s z
- [S,] rastie [S,] rastie
1/[S] (1/mM) 1/[S] (1/mM)

Obrazok 4.3 Rovnovazna kinetickd analyza bisubstratovych reakcii. V tychto gra-
foch sa [S1] meni, zatial’ ¢o [S;] je konStantna. Tieto merania sa opakuju pre niekol’ko
hodnot [Sz], vytvarajic tak niekolko linear. Vznik prieseénika poukazuje na vznik
ternarneho komplexu (A); paralelné zavislosti poukazujii na ping-pongovy mecha-
nizmus (B).
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Inhibicia enzymov

Enzymové inhibitory su latky, ktoré spomaluju alebo spdsobuju zastavenie chemickych
reakcii. Enzymy katalyzuju prakticky vsetky bunkové procesy, preto nie je prekvapujuce, ze
enzymové inhibitory patria k najdélezitejsim latkam vo farmaceutickom priemysle. Napriklad
acylpyrin (aspirin, acetylsalicylat) inhibuje enzym, ktory katalyzuje prvy krok v syntéze pros-
taglandinov, latok, ktoré sa zcastiuju mnohych procesov vratane tych, ktoré produkuji pocit
bolesti. Stadium enzymovych inhibitorov tiez poskytuje doleZité informacie ohl'adom enzy-
mového mechanizmu a pomohlo pri uréeni niektorych metabolickych drah. Existuju dve vel-
ké triedy enzymovych inhibitorov: reverzibilné a ireverzibilné.

Reverzibilna inhibicia mo6ze byt
m kompetitivna,

m akompetitivna,
m zZmieSana.

Kompetitivny inhibitor sut'azi so substratom o aktivne miesto enzymu. Ak inhibitor (1)
obsadi aktivne miesto, brani tak vdzbe substratu do enzymu. Kompetitivne inhibitory st Struk-
trne Casto vel'mi podobné substratu a interaguji s enzymom za vzniku komplexu El, avsak
bez nasledujucej katalytickej reakcie:

E+S <—>ES—>E+P

+
El

Kompetitivna inhibicia moéze byt analyzovand kvantitativne rovnovaznou kinetikou. V pri-
tomnosti inhibitora, vyzera Michaelis-Mentenovej rovnica nasledovne:

_ Vaux[S]
oK, +[S]
kde
a=1+M
KI
a
_[EIlN
" [EN

Michaelis-Mentenovej rovnica pre kompetitivnu inhibiciu poukazuje na délezitu ¢rtu kompe-
titivnej inhibicie. Experimentalne uréend hodnota aKm pozorovana v pritomnosti inhibitora, sa
Casto nazyva apparent, t.j. zjavna, pozorovana, Km.

Pretoze sa inhibitor viaze reverzibilne do enzymu, méze byt kompetitivne vytlaceny sub-
stratom zvySenim koncentracie substratu. Ked’ [S] >> [I], pravdepodobnost’, ze molekula in-
hibitora bude viazand do enzymu je minimalizovana a reakcia vykazuje normalnu hodnotu
Vmax. Av8ak hodnota [S], pri ktorej V = Vmax/2, t.j. pozorovana Km, je zvySena v pritomnosti
inhibitora faktorom a. Tento efekt kompetitivneho inhibitora na hodnotu Km, kombinovany s
faktom, Ze Vmax ovplyvnena nie je, charakterizuje kompetitivnu inhibiciu a je 'ahko odhali-
tel'ny pomocou Lineweaver-Burkovho vynesenia. Rovnovazna konstanta pre vézbu inhibitora,
Ki, moze byt ziskana z toho istého typu vynesenia:
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smernica = aK /V .

1V, (1/uM/min)

[1=0

v

3
)
3

1/[S] (L/mM)

Terapia zaloZzend na sutazi (kompeticii) o ak-
tivne miesto sa pouziva pri lieceni pacientov, ktori
pozili metanol. Pecenovy enzym alkoholdehydro-
gendza meni metanol na formaldehyd, ktory je
Skodlivy pre mnohé tkaniva. Slepota je beznym do-
sledkom pozitia metanolu, pretoze o¢né tkanivo je
Specidlne citlivé na formaldehyd. Etanol ako alter-
nativny substrat je u€inny v kompeticii o aktivne
miesto na alkoholdehydrogenaze. Etanol posobi ako
kompetitivny inhibitor, s tym rozdielom, Ze etanol
je taktieZ substrat a jeho koncentracia sa bude
¢asom znizovat' v dosledku toho, Ze sa meni na
acetaldehyd. Terapia otravy metanolom je zalozena
na intravendznej infzii etanolu, ktord udrzuje jeho
hladinu v krvi kons$tantni pocas niekol’kych hodin.
Etanol spomali tvorbu formaldehydu a zniZi tak
riziko vdzneho poskodenia istych tkaniv, zatial’ ¢o
obli¢ky odfiltruju metanol do mocu.

Dva dalsie typy reverzibilnej inhibicie, akom-

1 K, 1 1
—=(Cm)

V Vmax [S] Vmax

Competitive

Substrate\ inhibitor\
O O

Substrate
Noncompetitive \

inhibitor
Y

Obrazok 4.4 Rozdiel medzi kompetitiv-
nym a nekompetitivnym inhibitorom.

petitivna a zmieSana, su Casto definované v terminoch jednosubstratovych enzymov, avSak
prakticky s pozorované iba pri enzymoch, ktoré maji dva alebo viac substratov. Akompeti-
tivny inhibitor sa na rozdiel od kompetitivneho inhibitora neviaze do aktivneho miesta ale do

regulacného miesta a interaguje iba s komplexom ES:

E+S <—>ES—>E+P

Pre pripad akompetitivnej inhibicie, Michaelis-Mentenovej rovnicu mézeme napisat’ v nasle-

dujacom tvare:
Vmax [S]

T K, +a'[S]
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kde
oz':1+m
K,'
a
.+ [ESII]
[ESI]

Ako vyplyva z uvedenej Michaelis-Mentenovej rovnice, pri vysokej koncentracii substratu sa
bude hodnota V blizit' k hodnote Vmax/a'. Akompetitivny inhibitor preto znizuje merant hod-
Notu Vmax. Pozorovana hodnota Kn, taktiez klesa, pretoze [S] potrebné na dosiahnutie Vimax/2 je

znizena faktorom a'.
Lineweaver-Burkov graf v pripade akompetitivnej inhibicie vyzera nasledovne:

1_ K, 1 «
Vil 'vine ek v

1l Vo Via [S] Vi

1V, (L/uM/min)

UK,

1/[S] (L/mM)

Zmiesany inhibitor sa taktiez neviaze do aktivneho miesta, ale interaguje aj s E aj s kom-
plexom ES, pri¢om afinita k obom z nich je rozna:

E+S <—>ES—>E+P

El + S == ES

Rychlostna rovnica popisujlica zmiesanl inhibiciu vyzera nasledovne:

VoIS
oK +a'[S]

kde a a o st definované vyssie. Zmie$an4 inhibicia zvy&ajne ovplyviiuje aj Km aj Vimax. Spe-
cialny pripad, zriedka sa vyskytujtci v praxi, ked a = a', definuje nekompetitivnu inhibiciu.
V tomto pripade bude ovplyvnena iba hodnota Vmax, ale nie hodnota Km (pouzitim predcha-
dzajucej rovnice skuste vysvetlit’ preco). Afinita nekompetitivneho inhibitora k E a ku kom-

plexu ES je rovnaka.
Lineweaver-Burkov graf v pripade zmiesanej inhibicie vyzera nasledovne:
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1 oK, 1 o'
e

V Vmax [S] Vmax

[1

1V, (1/uM/min)

1
o

1/[S] (1/mM)

Ireverzibilné inhibitory su tie, ktoré interaguju alebo nicia funkénu skupinu na enzyme,
ktord je nevyhnutnd pre enzymovu aktivitu alebo vytvaraju zvlast stabilné nekovalentné
komplexy s enzymom. Tvorba kovalentnej vézby ireverzibilného inhibitora a enzymu je bez-
na. Je vel'mi d6lezitym nastrojom pri §tadiu reakéného mechanizmu enzymov. Aminokyselina
s kl'icovou katalytickou funkciou v aktivnom mieste moéze byt niekedy identifikovanad na
zaklade toho, ktord aminokyselina je kovalentne modifikovana inhibitorom. Ako priklad mo-
zeme uviest' ireverzibilni inhibiciu protedz (v danom pripade chymotrypsinu) diizopro-
pylfluorofosfatom (DIFP):

(|)| /CH3 (|D| /CH3
F—P—O—CH enzym—CH;—O—P—O—CH
| \ o+ F T \
enzym '%‘CHZ_OH Lo+ | CH, . A ? CH,
C c
L Gar195 - H3C/ H\CH3 H3C/ H\CH3

Tato inhibicia je Specificka pre proteazy v tom zmysle, Ze napriek tomu, ze tieto enzymy ob-
sahuju viacero serinovych aminokyselinovych zvyskov, modifikovana je vynimocne serinova
hydroxylova skupina v aktivnhom mieste.

Specialnu triedu inhibitorov tvoria samovraZedné inhibitory. Tieto zlG&eniny su relativne
nereaktivne, az kym sa nenaviazu do aktivneho miesta Specifického enzymu. Samovrazedny
inaktivator sa zicCastiuje na prvych krokoch normalnej enzymovej reakcie, ale namiesto toho,
aby sa transformoval na "normalny" produkt, meni sa tento inhibitor na reaktivnu zlaéeninu,
ktora ireverzibilne reaguje s enzymom. Tieto zluceniny sa taktiez nazyvaju na mechanizme
zaloZené inaktivatory, pretoze vyuZivaji normalny enzymovy reakény mechanizmus na
inaktivaciu enzymu. Samovrazedné inaktivatory hraju centralnu ulohu pri tvorbe novych lie-
kov — je to moderny pristup modelovania/vytvarania vysokoaktivnych lickov zalozeny na
znalosti Struktiry substratu a reakéného mechanizmu daného enzymu. Dobre vytvoreny sa-
movrazedny inaktivator je Specificky pre jediny typ enzymu a je nereaktivny, az kym sa ne-
dostane do aktivneho miesta enzymu — lieky zaloZené na takomto pristupe budu mat’ vyz-
namnu vlastnost’, Ze ich vedlajSie u¢inky budi minimalizované.
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Enzymy su citlivé na pH hodnotu prostredia

Enzymy maju pH optimum (alebo pH oblast’), pri ktorom je ich aktivita maximalna. Pri
nizSom alebo vy$som pH ich aktivita klesa.

Glukoza-6-fosfataza

> >
()} ()}
° o
Pepsin
2 3 4 5 6 6 8 10
pH pH

Obrazok 4.5 pH zavislost’ aktivity dvoch enzymov. Tieto krivky boli zostrojené na zaklade
merani poc¢iato¢nych rychlosti uskutocnenych v tlmivych roztokoch s r6znou hodnotou pH. pH
optimum aktivity enzymov sa vo vSeobecnosti nachddza v oblastiach pH, aké mé prirodzené
prostredie vyskytu daného enzymu. Pepsin, ktory hydrolyzuje peptidové vézby v proteinoch
pocas travenia v zaludku, ma pH optimum okolo 1,6. pH zaludkovej §tavy je 1 az 2. Gluk6za-6-
fosfataiza v hepatocytoch (peCeniovych bunkach), s pH optimom pri 7,8, zodpoveda za
uvolnovanie glukozy do krvi. Normalne pH v cytoplazme hepatocytov je 7,2.

To samozrejme nie je prekvapujice, pretoze bo¢né skupiny v aktivnom mieste s vlastnost'ami
slabych kyselin alebo baz maja kritickll funkciu pre aktivitu mnohych enzymov. Odstranenie
protonu z histidinového zvysku moze napriklad eliminovat’ idnovu interakciu nevyhnutnt pre
stabilizaciu aktivnej konformacie enzymu. Menej beznym pripadom pH senzitivity je titracia
skupiny na substrate.

pH oblast’, v ktorej dochadza ku zmene aktivity enzymu mozZe naznacit’, ktord aminokyse-
lina sa nachadza v aktivnom mieste. Zmena aktivity v oblasti pH 7, napriklad, poukazuje na
titraciu histidinového zvysku. Pri interpretacii pH efektu je vSak nevyhnutnd opatrnost. V
zbalenom proteine moze byt pKa mnohych aminokyselin vyrazne zmenena. Napriklad, blizka
lokalizacia pozitivneho néboja znizuje pKa konstantu lyzinového zvysku a negativny naboj ju
zvySuje. Takéto efekty mozu spdsobit’ posun o 2 a viac jednotiek pH v porovnani s pKa hod-
notou vol'nej aminokyseliny. V enzyme acetoacetdtdekarboxyldza ma jeden z Lys (normalne
pKa = 10,5) pKa posunuté na 6,6 v désledku elektrostatického efektu blizkeho pozitivneho na-
boja.
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TEMA

ENZYMY

Uloha 25:

Casovy priebeh enzymom katalyzovanej reakcie: Stiepenie ¥elatiny trypsinom

Princip:

Trypsin (EC 3.4.21.4) ma molekulovu hmotnost 24 000 g/mol. Patri medzi
hydroldzy, ktorého pH optimum je 7 az 9, teda slabo alkalické prostredie. Pésobi
na peptidové vdzby susediace s lyzylovymi a arginylovymi aminokyselinovymi
zvyskami peptidového retazca (Lys — X, Arg — X):

R;— CH—CO—NH—CH—R, R—CH—COOH H,N—CH—R,

‘ ‘ * Hzo - +
NH (6{0) NH CcO

Pri tejto hydrolyze sa uvolnuju karboxylové skupiny (-COOH), ktoré mozno sta-
novit formolovou titrdaciou podla Sorensena. Stiepenie prebieha v alkalickom
prostredi pri 38 °C. Zastavuje sa pridavkom formaldehydu, ktory inaktivuje
enzym. Stanovenim karboxylovych skupin uvol’nenych za rozny cas péosobenim
enzymu mozno sledovat’ casovy priebeh reakcie.

Reagencie:

1. 5 % roztok zelatiny

2. 2 % roztok trypsinu (denne Cerstvy, uchovavany v chladnicke)

3. 0,05 M roztok hydroxidu sodné¢ho

4. zneutralizovany 4 % roztok formaldehydu (niekolko kvapiek fenolftale-
inu + NaOH do slaboruzového sfarbenia —320 ml H2O + 40 ml 36 %
formaldehydu)

5. 0,1 % etanolovy roztok fenolftaleinu (farebny prechod pri pH 8,2 — 9,8)

Material:

Erlenmayerove banky s objemom 100 ml (7 ks), sklenené pipety s nadstavcom,
termostat, byreta s objemom 25 ml

Postup:

Do siedmich oznacenych Erlenmayerovych baniek s objemom 100 ml odpi-
petujeme po 10 ml roztoku Zelatiny (substrat) a pridame po 4 kvapky fenolfta-
leinu. Roztoky zneutralizujeme pridavkom 0,05 M NaOH do rovnakého svetlo-
ruzového sfarbenia vo vSetkych bankach (priddme rovnaky objem NaOH, napr.
po 3 ml). Potom banky i skimavku s trypsinom (enzym) vlozime do termostatu
vyhriateho na teplotu 38 °C. Reagencie inkubujeme priblizne 10 min.

Po uplynuti 10 min vyberieme prva banku, do ktorej z pipety rychlo pridame
0,25 ml roztoku trypsinu, zmes premieSame, zaznamename ¢as a dame spat’ do
termostatu. PocCas Stiepenia zelatiny trypsinom, zmes straca povodné ruzové
sfarbenie v dosledku tvorby kyslych a-COOH skupin, ktoré znizuju pH (roztok
fenolftaleinu je prikyslom pH bezfarebny). Presne po 1 min vyberieme
z termostatu prva banku a do zmesi pridame 2,5 ml roztoku formaldehydu,
ktory reakciu zastavi. Obsah banky premiesame a titrujeme 0,05 M NaOH do
svetloruzového sfarbenia. Takto stanovime obsah o—COOH skupin v Case
t1 =1 min.

Podobnym spdsobom urobime stanovenia pre ¢asy 3, 5, 10, 20, 30 a 45 min a
zaznamename prislusné spotreby NaOH.

Vyhodnote-
nie:

Spotreby NaOH (o0s y) pre jednotlivé ¢asy vynesieme do grafu oproti ¢asu
(os x) a takto ziskanymi bodmi prelozime krivku.
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TEMA

ENZYMY

Uloha 26:

Stanovenie aktivity katalazy.

Princip:

Katalaza (EC 1.11.1.6) je vSeobecne rozsireny enzym, ktory katalyzuje roz-

klad peroxidu vodika podla rovnice:

H20, — H0+ % Oz

Katalaza je tetramér, t.j. sklada sa zo Styroch polypeptidovych retazcov, pricom
kazdy z nich obsahuje jeden hem (M = 240 000 g/mol). Peroxid vodika, ktory
mozZe vznikat v organizme pri pésobeni niektorych flavinovych dehydrogendz, je
nebezpecny pre bunkové Struktury a kataldaza posobi ako "detoxikacny enzym'.
Samotny enzym sa rozklada nadbytkom substratu. Preto sa stanovenie aktivity
katalazy robi pri 0 °C, aby sa zabranilo jej rychlemu rozkladu.

Cislo premeny (angl. turnover number) tohto enzymu je jedno z najvyssich
vébec; uddava sa hodnota 5 x 10° s, Aktivita kataldzy sa vyjadruje prostrednic-
tvom rychlosti monomolekulovej reakcie rozkladu peroxidu vodika. PretozZe sa
rychlost’ reakcie pre rozklad enzymu substratom rychlo meni, stanovi sa zavis-
lost rychlostnej konstanty reakcie prvého poriadku a extrapoluje sa na cas
t = 0min. Ziskand hodnota rychlostnej konstanty vyndsobend koncentrdciou
peroxidu vodika v ¢ase t = 0 min predstavuje pociatoc¢nu rychlost reakcie. Prie-
beh reakcie sa sleduje manganometrickym stanovenim nerozloZeného peroxi-
du vodika vo vzorkach, odobranych v pravidelnych intervaloch z inkubacnej
zmesi, podla rovnice:

5 H202 + 2 KMnOg4 + 3 H2SOs — 2 MnSO4 + K2SO4 + 5 Oz + 8 H0

Reagencie:

1. roztok peroxidu vodika (zmiesat' I ml 30 % H202 so 6 ml 0,1 M fosforecha-
nového tlmivého roztoku s pH 6,8 a doplnit’ na objem 100 ml destilovanou
vodou)

. 0,1 M fosforecnanovy tlmivy roztok s pH 6,8

. 1 M roztok kyseliny sirovej

. 0,0025 M roztok manganistanu draselného

. roztok katalazy (riedenie: 0,1 ml/100 ml, aktivita pévodného neriedeného
roztoku enzymu: 450 450 U/ml, pricom 1g enzymu =111 ml, aktivita
~ 50 000 U/mg)

6. 0,1 % roztok siranu manganatého (pred zaciatkom titracie manganistanom
pridavame 1 — 3 kvapky. Reakcia uvedena v principe je autokatalyzovanda
Mn?* ionmi, a preto je pritomnost malého mnozstva Mn** iénov v roztoku
pred titraciou uzitocnd.)

O~ wiN

Material:

odmernd banka s objemom 50 ml, vodny kupel s kiskami l'adu, sklenené pipety
S nadstavcom, titraéné banky Sirokohrdlé (6 ks), byreta s objemom 25 ml

Postup:

Do 50 ml odmernej banky napipetujeme 2,5 ml roztoku peroxidu vodika
(substrat), 3,3 ml fosforecnanového timivého roztoku s pH 6,8 a doplnime desti-
lovanou vodou po znacku. Roztok dobre premiesame, prelejeme do titracnej
banky a vlozime do kupela, ktory obsahuje vodu a kuisky 'adu. St€asne vlozime
do kupela aj skumavku s pripravenym, vhodne zriedenym roztokom kataldzy
(enzym). Inkubujeme 10 min. Medzitym pipetujeme do d’alSich 5 titraénych
baniek po 5 ml 1 M H,SO4 (zastavi reakciu) a pridame po 3 kvapky MnSQOa.

Pre vyhodnotenie vysledkov je dolezit¢ ziskat informéciu o koncentracii
H>O, na zaciatku reakcie, teda v ¢ase t = 0 min. Vzhl'adom na to, Ze pridanie
enzymu k roztoku H.O> okamzite spust’a reakciu, pre spravne uréenie koncentra-
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cie H202 v ¢ase t = 0 min postupujeme tak, ze do prvej titra¢nej banky obsahu-
jucej HoSO4 a MnSO4 pridame 5 ml roztoku H202 bez enzymu. Az potom do
zvys$nych 45 ml inkubovaného roztoku H>O> rychlo pripipetujeme 1 ml enzymu,
reakénil zmes premieSame a zaznamename ¢as. Od tejto chvile zacneme merat’
Cas a Vv intervaloch 3, 6, 9 a 12 minut odoberame z reakénej zmesi po 5 ml, ktoré
pridavame postupne do zvySnych Styroch titra¢nych baniek s H.SO4 a MnSQOa.
Nakoniec vSetky banky titrujeme roztokom KMnO4 do rovnakého svetloruzové-
ho sfarbenia a zaznamenavame prislusné spotreby.

Vyhodnote-
nie:

Titraciou reakénych zmesi roztokom KMnOs stanovime Kkoncentraciu
enzymom nerozloZeného H202 v ¢asoch 0, 3, 6, 9 a 12 mintt. Pre vypocet kon-
centracie pouzijeme nasledujucu rovnicu:

¢(H,0,).V(H,0,) c(KMnQ,).V(KMnQ,)
5 2

kde V(H202) =5ml, c¢(KMnOs)=0,0025M a V(KMnOs) je spotrebovany
KMnO4 v ml.
Rychlostnu konstantu (ki) reakcie prvého poriadku vypocitame podla vzt'ahu:

_ 2303 c(H.0,),

k
t o(H,0,),

t

kde t je ¢as v minatach, c(H202)i=0 je koncentracia substratu v ¢ase t =0 min a
C(H202)t je aktualne mnozstvo substratu v ¢ase t (3, 6, 9, 12 min).

Ziskané hodnoty ki vynesieme do grafu oproti ¢asu a priesecnik linearnej zavis-
losti s osou y odpoveda hodnote k v ¢ase t = 0 min (ko). Vynasobenim hodnoty ko
s hodnotou koncentracie H2O2 v ¢ase t = 0 min ziskame pociato¢nu rychlost’ re-
akcie v M/min. Tuto hodnotu vynasobime objemom reakénej zmesi v litroch, t.].
0,046 (45 ml roztoku H202 + 1 ml enzymu), ¢im ziskame pocet molov H20,
ktoré sa rozlozi za 1 min v 46 ml reakénej zmesi. Po vynasobeni ¢islom 10°
(premena z mol na pmol) a 10% (riedenie enzymu) ziskame aktivitu katalazy
V jednotkach pmol/min (U) na 1 ml pdvodného neriedené¢ho roztoku enzymu.

Zaver:

Uvedieme hodnotu aktivity katalazy pri danej teplote a pH (0 °C, pH 6,8).
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TEMA

ENZYMY

Uloha 27:

Stiepenie bielkovin pepsinom

Princip:

Pepsin (EC 3.4.23.1) je hlavny proteolyticky enzym Zaludocnej Stavy
(Mr =34 000 g/mol). Jeho aktivita je najvyssia v kyslom prostredi (pH optimum
1,3 — 2,5). Stiepi bielkoviny vnutri peptidového retazca (endopeptiddza), pred-
nostne vizby aromatickych (Phe, Tyr) aminokyselin. Vysledkom je zmes peptidov
s molekulovou hmotnostou 600 az 3 000 g/mol, oznacovana aj ako peptony (pou-
Zivaju sa napr. na pripravu bakterialnych pod).

Ucinok pepsinu budeme demonstrovat na mliecnej bielkovine kazein, ktory sa
bezne vyskytuje vo forme miciel dispergovanych v mlieku (tejto forme sa zasta-
rane hovori kazeinogen). Jeho vyzrdzand (koagulovana) forma (zndama aj ako
parakazein), ktora je hlavnou zlozZkou mliecnych vyrobkov — tvarohu a syrov,
vznikad ucinkom chymozinu (enzymu nachddzajuceho sa v zaludku cicavcov). Po-
sobenim pepsinu sa kazein postupne Stiepi na mensie peptidy, ktoré sa stavaju
rozpustnymi. Tie je mozné vroztoku dokdzat pomocou  biuretovej
a ninhydrinovej reakcie. Pepsin nebude ucinkovat po jeho povareni (denaturdcia
teplom) ani v alkalickom prostred:.

Reagencie:

1. maly kuasok (0,5 g) suchého tvarohu

2. roztok pepsinu (2 % v 0,1 M kyseline chlorovodikove;j)
3. 1 % roztok hydroxidu sodného

4. 0,1 M roztok kyseliny chlorovodikovej

5. biuretové Cinidlo

6. ninhydrinov¢ ¢inidlo

Material:

sklenené pipety s nadstavcom, skimavky, stojan na skiumavky, filtracny lievik,
skladany filter, termostat, laboratorna trepacka, vari¢, hrniec s vodou

Postup:

Do oznacenych skiimaviek pipetujeme roztoky podl'a tabulky 4.4.

TABULKA 4.4 1 2 3 4

roztok pepsinu

[ml] - 3 3 3

0,1 M roztok HCI

[ml] 3 - 3 3

10 min pova-
rit’, ochladit’

1 % roztok NaOH

[mI] — 3 _ _

destilovana H>O

[ml] 3 - - -

Do kazdej skiimavky vlozime maly kusok tvarohu (kazein). Vsetky skamavky
inkubujeme v termostate pri 38 °C po dobu 30 minut. Po tomto Case vizualne
vyhodnotime zmeny v skimavkach. Nakoniec obsah vsetkych skumaviek prefil-
trujeme a s jednotlivymi filtratmi urobime biuretova a ninhydrinovu reakciu.
(Postup: vid’ uloha 1)

Vyhodno-
tenie:

Zaznamename a vysvetlime sfarbenia v jednotlivych skimavkach.
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TEMA

ENZYMY

Uloha 28:

Vplyv pH na aktivitu a-amylazy

Princip:

Enzym a-amyldza (EC 3.2.1.1), ktory sa nachddza V slinach, hydrolyticky
Stiepi 1,4-a-D-glykozidové vizby Skrobu a podobnych polysacharidov za vzniku
maltozy, maltotriozy a rozvetvenych oligosacharidov. Priebeh tejto reakcie moz-
no sledovat’ pomocou jodu. Intenzivne modré sfarbenie s jodom, ktoru dava amy-
loza je vysledkom javu, pri ktorom sa molekula jodu dostava do dutin vytvore-
nych glukozovymi jednotkami avo forme Klatratu javi silnui absorpciu svetla.
Sposobom ucinku sa a-amyliza podoba endopeptidazam, to znamend, Ze Stiepi
makromolekulu skrobu vo vnutri retazca. Prvymi Stiepnymi produktmi su oli-
gosacharidy, ktoré sa az po dlhsom posobeni enzymu odburavaju na maltozu
a maltotriozu (tie s jodom nereagujui). Amylaza je inhibOvand jodom, a preto sa
nim nesmie inkubovand zmes znecistit. Recipro¢nd hodnota casu (1/1), ktory je
potrebny na uplné rozstiepenie Skrobu, moze sluZit’ ako miera aktivity enzymu.
Aktivita enzymov velmi zavisi od koncentrdcie vodikovych ionov. Ak sa reakcia
uskutocni v tlmivych roztokoch s réznymi pH, potom mozno zistit najvyhodnejsiu
hodnotu pH pre aktivitu enzymu, tzv. optimum pH.

Reagencie:

1. 1% roztok skrobu

2. 0,2 M roztok chloridu sodného

3. 0,1 M fosfore¢nanové timivé roztoky s pH 5,8; 6,7; 7,1; 7,4 a 7,8
4.  roztok a-amylazy

5. 0,02 M roztok jédu

Material:

sklenené pipety s nadstavcom, skumavky, stojan na skiimavky, stopky, 96-
jamkové platni¢ky, mikropipety, sklenené trubi¢ky na odoberanie vzoriek, cen-
trifiiga, centrifugacné skimavky, odmerny valec s objemom 25 ml, trepacka

Postup:

Priprava roztoku a-amylazy zo slin

Do centrifugacnej skiumavky dame vlastné sliny a nechdme centrifugovat’
10 min pri 4000 ot/min (1500 g). Do kadic¢ky odpipetujeme 2 ml supernatantu
(vrchnu vrstvu zachytime o stenu centrifugacnej skimavky sklenenou ty¢in-
kou), doplnime 8 ml destilovanej vody na celkovy objem 10 ml (5-nasobné zrie-
denie) a premieSame. Takto pripraveny roztok enzymu pouzijeme v d’alSich
ulohach.
Urcenie optimalneho pH pre Stiepenie Skrobu a-amyldazou

Do oznacenych skiimaviek pipetujeme roztoky podl'a tabulky 4.5.

TABULKA 4.5 1 2 3 4 5

pH 58 6,7 7,1 7,4 7,8

1 % Skrob

[mi] 2,5 2,5 2,5 2,5 25

0,2 M NaCl

[mi] 1 1 1 1 1

tlmivy roztok

[m] 1 1 1 1 1

premieSat’

[min]

1/t

[min]

Dalej pracujeme s kazdym roztokom zvlast. Najprv si do 96-jamkovej platnic-
ky rozpipetujeme 0,02 M roztok jodu (20 ul do kazdej jamky). Potom do prvej
skimavky pridame 1 ml roztoku enzymu, zamieSame a zaznamename cas zaciat-
ku reakcie. Po prvej minate odoberieme zo skiimavky (mikropipetou alebo skle-
nenou trubickou) vzorku reakénej zmesi a kvapneme ju do prvej jamky
s roztokom jodu. Ak sa roztok sfarbi, znamend to, ze Stiepenie Skrobu nebolo
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uplné a proces odoberania vzorky z reakénej zmesi opakujeme. V pripade potre-
by (s bliziacim sa koncom reakcie), skratime ¢asovy interval pre odoberanie vzo-
riek na 30 az 15 sekund. Opakujeme, az kym sa jod prestane farbit. Takto zisti-
me celkovy €as potrebny na Uplné rozstiepenie Skrobu, a teda ukoncenie reakcie.

Obrazok 4.6 Viavo: 96-jamkova platnicka s jamkami obsahujucimi 0,02 M roztok jodu
pripravend na detekciu Skrobu. Vpravo: jamky A1 az C12 boli pouzité na monitorovanie
priebehu Stiepenia Skrobu o-amylazou. Sfarbenia od tmavomodrej az po svetlohnedu
svedcia o pozitivnej reakci.

Analogicky postupujeme aj s roztokmi v d’alsich skimavkach (vzdy po jed-
nej). V pripade prili§ rychlej reakcie pri pH 5,8 (celkovy cas kratsi ako jedna
minuta) bude potrebné roztok a-amylazy zriedit.

Vyhodnote- Recipro¢né hodnoty ¢asu (os y) nanesieme na graf oproti pH (0s x)
nie: a ziskanymi bodmi prelozime krivku, z ktorej od¢itame pH optimum.
Zaver: Uvedieme optimélne pH pre a-amylazu.
Uloha 29: | Substrdtovd Specificita glykoziddz: sachardzy a a-amyldzy
Reagencie: | 1. 1% roztoky: sacharézy, Skrobu a glukozy

2. roztok sacharazy (vyizolovand v ulohe 21)

3. roztok a-amylazy (vyizolovanda v uilohe 28)

4. Benediktiho cinidlo (100 g NaxCO3 a 173 g citranu sodného rozpustime

v 700 ml destilovanej vody. Po ochladeni priddme 13,7 g CuSO4 rozpuste-
ného v 100 ml vody a doplnime destilovanou vodou do 1000 ml.)

5. 0,02 M roztok jodu
Material: | skimavky, stojan na skimavky, mikropipety, vodny kupel’, laboratdrna trepacka
Postup: Do oznacenych skimaviek pipetujeme roztoky podla tabul’ky 4.6 a postupu-

jeme podla pokynov v nej uvedenych.
TABULKA 4.6 1 2 3 4 5 6 7 8
1 % sacharoza [ml] 1 1 — - - - - -
1 % skrob [ml] - - 1 1 - - 1 1
1 % glukoza [ml] - - - - 1 1 - -
sacharaza [ml] 0,5 - 0,5 - - - - -
amylaza (zriedena)  [ml] - 0,5 - 0,5 - - - -
premieSat, 15 min inkubovat’ pri laboratorne;j teplote

Benediktiho ¢inidlo  [ml] 2 2 - - 2 - 2 -
0,02 M jod — - 2kv. | 2kv. - 2 kv. - 2 kv.
15 min vodny kapel pri 100 °C ano | ano nie nie ano nie ano nie
Vyhodno- , , . ., , .
tenie: Zaznamename a vysvetlime sfarbenia v jednotlivych skimavkach.
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TEMA

ENZYMY

Uloha 30:

Vplyv koncentrdacie substrdatu na pociatocnu rychlost’ reakcie: urcenie Vmax
a Km pre Stiepenie mocoviny uredzou

Princip:

Enzym uredza (EC 3.5.1.5, My = 480 000 g/mol) katalyzuje hydrolyticky roz-
klad mocoviny. Vznikajuci amoniak vytvara vo vodnom prostredi amonne katio-
ny, ¢o zvysuje alkalitu roztoku:

I ureaza
H,N—C—NH, + 3H,0 ———— CO, + 2NH,* + 20H

Ak sa stitruju vznikajuce hydroxylové aniony kyselinou, mozno po urcitom case
posobenia enzymu stanovit zaciatocnu rychlost reakcie. Pretoze rychlost enzy-
movej reakcie znacne zavisi od koncentrdcie vodikovych ionov, je potrebné pra-
covat’ pri konStantnom pH. Stdlost pH sa dosiahne timivym roztokom a titrova-
nim nadbytocného amoniaku V priebehu reakcie na indikdator s pH prechodom
okolo 6,8 (pH optimum enzymu). Vo vhodnej dobe sa reakcia zastavi pridavkom
roztoku ortutnatych ionov, ktoré inhibuju enzym. Aby sa zabranilo vyzrdzaniu
bielkovin ortutnatymi ionmi, a tym zakaleniu titrovaného roztoku, pridavaju sa
Oftutnaté iony v pritomnosti chloridu amonneho. Titruje sa na indikator precho-
du 4,4 az 5,4 (pH roztoku chloridu amonneho). Rychlost reakcie katalyzovanej
uredzou so stupajucou koncentrdaciou mocoviny najskor stupa, pri vysokych kon-
centracidach vsak dochadza k poklesu reakcnej rychlosti vplyvom inhibicie en-
zymu substratom. Enzymova reakcia sa robi pri laboratornej teplote; je vsSak
potrebné vylucit akvukolvek moznost zmeny teploty roztoku (napr. zahriatie doty-
kom ruky).

Reagencie:

1. 1,44 % roztok moc€oviny

2. 2,5 % roztok mocoviny

3. roztok chloridu ortutnatého s chloridom amoéonnym (0,2 % roztok HgCl2
zmiesat’ s rovnakym objemom nasyteného roztoku NH4Cl. Pri pipetovani
pouzivat bezpecnostnu pipetu s Qul'ockou nad znackou!)

4. roztok enzymu (1g Cdistenej uredzy— 150 jednotiek na 1 g - rozotriet
S malym mnozstvom rovnakych dielov glycerolu a 0,1 M fosforecnanového
roztoku s pH 6,8. Doplnit zmesou glycerolu a fosforecnanového roztoku
(1:1) do 100ml a sfiltrovat cez skladany filter. Roztok uchovavat
V chladnicke.)

5. 0,04 % roztok bromtymolovej modrej v etanole (pK 7,1; oblast’ farebnej
zmeny pH: 6,0 — 7,6)

6. 0,02 % roztok metyl¢ervene v 50 % etanole (pK 4,95; oblast’ farebnej zme-
ny pH: 4,2 - 6,3)

7. 0,04 % roztok bromkrezolovej zelenej v etanole (pK 4,68; oblast’ farebne;j
zmeny pH: 3,8 - 5,4)

8. 0,03 M roztok kyseliny chlorovodikovej

Material:

byreta s objemom 25 ml, titra¢né banky (7 ks), sklenené pipety s nadstavcom

Postup:

Najskor byretu naplnime 0,03 M Kkyselinou chlorovodikovou. Potom do troch
titranych baniek oznacenych Si (slepy pokus na prvé farebné porovnavanie), Sz
(slepy pokus na druhé farebné porovnavanie) a \V (vzorka) napipetujeme po 2 mi
roztoku ureazy a pridame po 10 kvapiek bromtymolovej modrej. Do titracnych
baniek Si1 a Sz pridame po 10 ml destilovanej vody a obsah premiesame. Potom
do titra¢nej banky V rychlo pripipetujeme 10 ml 1,44 % roztoku mocoviny, ob-
sah premieSame a suCasne zaznamename cas. Ked’Zze sa obsah titratnej banky
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V v priebehu reakcie farbi na modro (dochadza k zvySovaniu pH vznikajicimi
amoéniovymi kationmi), pH udrziavame konStantné dotitrovavanim pomocou
HCI za staleho mieSania tak, aby obidva roztoky (S1 a V) mali rovnaké svetloze-
lené sfarbenie. Presne po 6 minutach ¢o najrychlejsie pripipetujeme do titracnej
banky V 1 ml roztoku chloridu ortutnatého, ¢im zastavime enzymovu reakciu.
Zaznamename spotrebu HCI pocas enzymovej reakcie (spotreba vi). Potom pri-
dame ten isty objem chloridu ortutnatého do banky Sz. Do obidvoch baniek d’a-
lej prikvapneme po 9 kvapiek metyl¢ervene a 6 kvapiek bromkrezolovej zelenej
a obsah banky Sq titrujeme do ¢erveného sfarbenia. Od¢itame spotrebu (spotreba
S) a pokracujeme v titracii obsahu banky V do rovnakého Cerveného sfarbenia

(spotreba v2).
Vyssie uvedeny postup je strune nacrtnuty v nasledujucej tabulke.
TABULKA 4.7 S1 S2 \% poznamky k V
uredza [mi] 2 2 2
brémtymolova modra 10 kv. 10 kv. 10 kv.
destilovana H>O [mi] 10 10 -
1.44 % mocovina [ml] _ _ 10 rychlo pripipetovat, zamieSat’
1 a zaznamenat’ ¢as
titrovat’
6 mintt na
svetlozelené¢ | zaznamenat’ spotrebu vi
sfarbenie v
S1
B rychlo pripipetovat’ po
HgCl [mi] 1 1 6 mintach
metylCerven — 9 kv. 9 kv.
bromkrezolova zelena — 6 kv. 6 kv.
titrovat’ do titrovat’ na
cerveného | Cervené sfar- | zaznamenat’ spotrebu V2
sfarbenia beniev Sz
zaznamenat’
spotrebu s
Mnozstvo rozstiepenej mocoviny je imerné objemu spotrebovanej HCI:
VHcl = V1 + V25§ (1)

Hodnota Vhci pre 1,44 % mocovinu ma byt v rozmedzi 3,5 — 5,5 ml. Ak je vys-
Sia, reakciu nechame prebiehat’ len 3 minuty. Naopak, ak je nizsia, reakciu ne-
chdme prebiehat’ 12 minut.

Rovnakym spdsobom uskuto€nime sériu stanoveni s roztokmi mocoviny
s koncentraciami 2,5 %; 2,0 %; 1,0 %; 0,72 %; 0,36 %; 0,18 % a 0,09 %.
Hodnota VHc pri tychto koncentraciach uz méze byt mimo spominany rozsah
3,5 — 5,5 ml. Slepé pokusy (S1 a S2) slizia pre farebné porovnanie aj pri d’alsich
koncentraciach moc€oviny (nie je nutné opakovat ich pre kazdi koncentraciu
osobitne).

Vyhodno-
tenie:

Vypocet koncentracie ureazou rozstiepenej mocoviny
Koncentraciu rozstiepenej mocoviny vypocitame podla vzt'ahu:

C
c . =-0Od _— “ZHcl "HCal 2
MOcovina 2 2 V ( )

kde chci = 0,03 M, Von- =10 ml a VHcr predstavuje objem spotrebovanej HCI,
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vycisleny zo vztahu (1).
Pociato¢nu rychlost’ reakcie (V) vypocitame ako podiel koncentracie rozstiepenej
mocoviny a ¢asu:
C.. .
V= mOctovma (3)

kde t = 6 min, resp. 3 alebo 12 min.
Priklad vypoctu molarnej koncentracie 2,5 % mocoviny

w =2,5¢/100 ml = 25 g/dm?®
My (moc¢ovina) = 60,1 g/mol

w 25 g/dm®
Coggp =— = =042 M
M 60,1 g/mal

L

Urcenie Vmax @ Km pre Stiepenie mocoviny ureizou
Z Michaelisovej tedrie je mozné odvodit’ zékladnu kineticka rovnicu pre en-
zymové reakcie, rovnicu Michaelisa a Mentenovej:

VA
V= Vinax *[S] (4)
Ky +[S]
kde vje pociato¢na rychlost enzymovej reakcie pri danej koncentracii sub-

stratu S,
Vmax je maximalna rychlost’, akou moze reakcia prebiehat’ pri danej koncen-
tracii enzymu a
Km je Michaelisova konstanta, ktoré je mierou afinity enzymu k substratu.
Ak v rovnici (4) dosadime V = %5 Vmax, ziskame vztah:
Km =S (5)
z ktorého vyplyva, Ze Km ma rozmer koncentracie (mol-dm=, resp. M) a rovna sa
takej koncentracii substratu, pri ktorej sa pociato¢na rychlost’ reakcie rovna pra-
ve polovici maximalnej rychlosti. Tymto spésobom mozno vypocitat Micha-
elisovu konstantu z merania reak¢énej rychlosti pri roznych koncentraciach sub-
stratu. Problematické je urcenie konStanty Vmax, pretoZe mnoho enzymov je in-
hibovanych koncentraciou substratu, takze teoretickt hodnotu Vmax prakticky
vobec nemozno dosiahnut’. Preto bolo navrhnutych niekolko inych spdsobov
stanovenia konstanty, z ktorych najbeZnejSia je metdéda podla Lineweavera
a Burka, ktora vychadza z prevratenej formy rovnice (4):
1 K 1 1

v Vo ST Vo ©

v
rani v tomto suradnicovom systéme a ziskanymi bodmi sa prelozi priamka, po-

. 1 1 . . o
Zavislost — od ﬁ je linearna, preto ak sa nanesu vysledky uvedenej série me-

, .1 , 1 , o1 , 1
tom usek na osi — sarovnd —— a usek na osi ?] sarovna — K_ .
\"

max m

Reciproéné hodnoty rychlosti (E; vid’ rovnica 3) vynesieme do grafu oproti
Vv

L, , n . . . . 1 - ,
reciproénym hodnotdm pdvodnej koncentracie mocoviny (ﬁ; vid vzorovy
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vypocet molarnej koncentracie 2,5 % mocoviny). Zistime prieseniky priamky
s 0sami X a y a vypocitame hodnoty Vmax a Km.

Zaver:

Uvedieme hodnoty Vimax @ Km pre Stiepenie mocoviny ureazou pri danych
podmienkach (laboratorna teplota, neutralne pH).
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5 NUKLEOVE KYSELINY

Nukleové kyseliny urcuju genetické vlastnosti zivej hmoty, ovplyviiuju jej organizaciu a
reprodukciu. Predstavuju latku, ktora nesie informaciu pre vznik a priebeh vsetkych Zivotnych
procesov, preto stoja v hierarchii latok potrebnych pre existenciu zivej hmoty najvyssie.

Existuju dve triedy nukleovych kyselin, ktoré delime podl'a sacharidovej zlozky mono-
nukleotidov na: deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a ribonukleové kyseliny (RNA).

DNA je nositel’kou dedi¢nosti vo vSetkych bunkovych forméch Zivota a v mnohych viru-
soch, pricom plni dve funkcie:

m riadi vlastnt replikaciu pocas delenia bunky,
m riadi transkripciu za vzniku komplementarnych molekal RNA.
RNA ma viacero biologickych funkeii:
m medidtorova RNA (mRNA) riadi ribozomalnu syntézu polypeptidov (translacia),
m ribozémova RNA (rRNA) ma Struktarnu a funkcénu tlohu,
m transferovd RNA (tRNA) prenasa aminokyseliny na ribozém pocas syntézy proteinov,
m nicktoré RNA sa spéjaju so Specifickymi proteinmi do ribonukleoproteinov, ktoré sa potom
zucastiuju posttranskripénych tprav inych RNA,
m V mnohych virusoch je RNA nositel’kou genetickej informacie namiesto DNA (hovorime
0 tzv. RNA virusoch).

Zlozenie a Struktira DNA

Molekula DNA sa sklada zo styroch baz, a to adeninu (A), guaninu (G), cytozinu (C) a
tyminu (T), dalej z 2-deoxyribozy a kyseliny fosfore¢nej. Okrem Styroch zakladnych baz
moze DNA obsahovat’ aj takzvané minoritné bazy ako st napriklad 5-metylcytozin, 5-hydro-
xymetyluracil a N-6-metylguanin. Molekula DNA obsahuje rovnaky pocet adeninovych
a tyminovych baz (A-T) a tak isto rovnaky pocet guaninovych a cytozinovych baz (G-C).
Tieto pravidla su zname ako Chargaffove pravidla, ktoré v roku 1949 popisal Erwin Chargaff.

NH, o NH, o
L <L LA LK
—
NN NN ONR, E © N" ~0
H H H
adenin guanin cytozin tymin

Molekula DNA tak ako kazd4 makromolekula, je charakterizovana okrem primérnej Struktary

aj sekundarnou a terciarnou Struktarou. Urcenie tejto Struktury DNA Jamesom Watsonom

a Francisom Crickom s vyuzitim tdajov rontgenovej analyzy uskuto¢nenej Rosalindou Fran-

klin a Maurice Wilkinsom je ¢asto oznacované ako zrod modernej molekulovej biologie.

Watson-Crickova $truktira B-DNA ma tieto hlavné vlastnosti:

1. Sklada sa z dvoch polynukleotidovych retazcov, vinticich sa okolo spolo¢nej osi v smere
pohybu hodinovych ruéiiek a tvoria tak pravotoCivu dvojzavitnicu (double helix)
0 priemere asi 2 nm. Tieto dva retazce maji opacny smer a vinu sa jeden okolo druhého.
Bazy vytvaraja jadro dvojzavitnice a ich fosfosacharidové retazce sa vina po okraji.

2. Roviny baz st takmer kolmé na os dvojzéavitnice. Kazda baza je spojend vodikovymi mos-
tikmi s bazou protil'ahlého ret'azca za vzniku rovinného paru baz.

3. Idedalna dvojzavitnica B-DNA ma 10,6 parov baz na zavit (obluk dvojzéavitnice 36° na jeden
par) a stipanie zavitu dvojzavitnice 3,46 nm.
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Vodikové vazby, ktoré stabilizuju takuto Struktiru sa moézu vytvarat' vzdy len medzi urci-
tymi bazami, a to medzi adeninom a tyminom a medzi guaninom a cytozinom. Dvojica A-T
sa paruje dvoma vodikovymi vdzbami a dvojica G—C troma vodikovymi vdzbami. Sekvencia
V jednom ret’azci dvojzavitnice je komplementarna (doplnkova) k sekvencii v druhom retazci
dvojzavitnice, to znamena, ze baza jedného ret'azca sa moze parovat’ len s takou bazou, s kto-
rou moze vytvorit’ vodikové vizby (A=T a G=C, obrazok 5.1).

/H H\
HC O~ H=N N\\}/H H  N-H \NYH
\
HWN—H---N/ \ N H—"  “N-H-N N
_ sacharid — sacharid
N‘< >7N /N‘< >—N
/ H 'R —
sacharid @] H sacharid O-H N\
H

Obrazok 5.1 Vznik vodikovych vizieb medzi bazami v molekule DNA.

Pérovanie baz, pri ktorom vznikaji dve vodikové vizby medzi adeninom a tyminom a tri vo-
dikové vézby medzi guaninom a cytozinom je jednym z faktorov, ktoré vplyvajli na stabilitu
molekuly DNA. Okrem vodikovych vizieb, dvojzavitnicu DNA stabilizuju i m— 1 elektro-
nové interakcie baz, ktoré zavisia od vzajomného prekrytia kruhov (stacking interactions).
Dal§imi stabilizaénymi faktormi su:

m van der Waalsove sily medzi susednymi bazami;

m z4porne nabité¢ molekuly kyslika, ktoré vytvaraju vodikové vizby s molekulami vody alebo
s histonmi,

m Specifické enzymy a regulacné proteiny, ktoré sa pohybuju v Sirokych a uzkych zliabkoch
DNA;

m superhelixy, ktoré vytvaraji molekuly DNA.

Dvojzavitnice DNA existuji vo viacerych formach, z ktorych su najzname;jsie tieto tri: A-
DNA, B-DNA (obe st pravotocivé) a Z-DNA ('avotociva). Dvojzavitnica typu B (s vertikal-
nym rozostupenim 3,4 nm medzi nukleotidovymi bazovymi rovinami a s 10,5 sparovanymi
bazami na jedno otocenie) je vo vodnom prostredi stabilnejsia ako typ A, preto sa DNA v
bunkach vyskytuje prevazne ako B forma (vdésina usekov jednej DNA je ako B forma, nie-
ktoré tseky moézu mat’ aj Struktaru A formy alebo Struktaru lavotocivej Z formy). Pri znizeni
obsahu vody na 75 % (vysoka koncentracia soli a nizky stupen hydratacie), prechadza B for-
ma do konformacného usporiadania A. Tuto formu charakterizuje pravotociva dvojzavitnica
s priemerom 2,55 nm, v ktorej maji nukleotidové bazové roviny rozostipenie 2,46 nm s 11
sparovanymi bazami na jedno otocenie. Z-DNA je lavotoCiva dvojzavitnica s priemerom
1,84 nm s rozostupenim bazovych rovin 4,56 nm, na ktory pripada 12 parov baz. Nukleové
kyseliny st za fyziologickych podmienok silne nabité polyaniony s distribliciou jedného za-
porného naboja na fosfat. V nukleozéme je iba polovica DNA naboja neutralizovana kladne
nabitymi nabojmi histonovych proteinov. Velky podiel na neutralizacii DNA, a tym aj stabili-
zacii ma hydratacia a zlozky intracelularneho prostredia, z ktorych dominantné postavenie
maju kationy Mg?*, Ca?*, K*, Na*.
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maly
Zliabok

B DNA A DNA

Obrazok 5.2 Typy dvojzavitnicovej molekuly DNA: Z, B a A.

Dvojzéavitnica DNA sa méze vyskytovat’ ako:

1. linearna molekula — dvojretazcovd DNA s vol'nymi koncami 5' a 3.

2. kruhova molekula — spojita dvojretazcova DNA bez vol'nych koncov. Kruhové molekula
moze prejst do superhelikalnej konformacie. Touto konformaciou rozumieme zvinutie
DNA v priestore. DNA nevyznacujuca sa superhelikdlnym vinutim sa oznacuje ako relaxo-
vana.

m kovalentne uzavreta kruznica (ccc) — dvojzavitnicova DNA, ktord nema vol'né konce

ani zlom v retazcoch. M6ze sa vyskytovat’ v superhelikalnej alebo relaxovanej forme.

m otvorena kruZnica (oc) — relaxovana dvojzéavitnica ma aspon jeden zlom v jednom z

retazcov.

Kruhova molekula DNA je typickd pre plazmidovu, mitochondrialnu a chloroplastova
DNA, atieZ je pritomna v prokaryotickych bunkéch, kde tvori gendm mnohych virusov
a baktérii. CCCDNA sa odliSuje od linearnej formy tym, Ze sa v nej moze indukovat’ superheli-
kalne pnutie a je Casto oznacovana aj ako superhelikialna DNA (scDNA). Superhelikalna
DNA ma v porovnani s relaxovanou formou (cccDNA) stav s vyssou termodynamickou ener-
giou, ktord je suctom energetickych prispevkov potrebnych na ohyb a priestorové stacanie
molekuly. Superhelikalne vinutie vedie k zvySeniu reaktivity DNA s proteinmi alebo s inymi
molekulami, ktoré interagujii s DNA.

Topolégia superhelikalnej DNA

Topologické izoméry su molekuly superhelikalnej DNA, ktoré sa liSia celkovym ¢islom
vinutia LK. Pri superhelikalnom usporiadani moze os dvojzavitnice vytvarat’ l'avotocivé alebo
pravoto€ivé zavity. Superhelikdlna DNA moéZe mat dve zikladné podoby, ktoré su
z topologického hl'adiska ekvivalentné a mézu medzi sebou navzéjom prechadzat’. Su to:

m pravotocCivy, I'avotoCivy solenoid,
m pravotoCiva, l'avotodiva dvojita nadzavitnica (superhelix).

Kruhové molekuly a ich topologiu je mozné charakterizovat’ pomocou topologickych pa-
rametrov:

e Tw (twisting number) udava pocet otoc¢eni jedného ret'azca okolo osi dvojzavitnice
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o \Wr (writhing number) udava pocet prekrizeni jedného retazca druhym v priestore. Hodnoty
¢isel Wr a Tw nemusia byt’ celoCiselné a nie vzdy sa daji presne urcit’.

e LKk (linking number) — celkové cislo vinutia. Nadobuda celo¢iselné hodnoty pre absolttny
pocet helikdlnych otaCok cccDNA. Z toho vyplyva, Ze celkovy pocet zavitov cccDNA sa
nemdze menit a akdkolvek zmena v pocte otaCok v ramci molekuly musi byt
vykompenzovana zmenou poctu superhelikalnych otacok, takze plati:

Lk =Tw+ Wr alebo ALk = ATw + AWr.

Tvorbu superhelixov, ale aj iné interakcie molekul DNA reguluje osobitna skupina enzy-
mov, ktoré sa nazyvaju topoizomerazy. Z viacerych tried topoizomeraz su najlepsSie prestu-
dované topoizomerdzy typu I a I, ktoré st oznacené podla poctu polynukleotidovych ret'az-
cov, ktoré Stiepia. V zavislosti od topologickych vlastnosti ich mézeme rozdelit' do dvoch
skupin:

1. topoizomerazy |: premiestiiuju jeden neporuSeny retazec cez zlom protilahlého retazca
V dvojzévitnici. Tymto prispenim sa meni superhelikdlne vinutie kruhovych molekul
0 nasobky 1.

2. topoizomerazy ll: premiestiiuju neporusent dvojzévitnicu DNA cez zlomy oboch retaz-
cov protil'ahlej dvojzavitnice. Tymto prispenim sa meni superhelikalne vinutie kruhovych
molekul o nasobky 2.

Topoizomerazy I11: z hl'adiska mechanizmu patria medzi topoizomerazy typu |. Topoizo-
merazy IV: spolu s gyrdzou sa zarad’uju medzi topoizomerazy typu Il. Reverzna gyraza:
patri medzi atypické topoizomerazy, pritomné v termofilnych a hypertermofilnych organiz-
moch. Zakladna funkcia katalyzovana tymto enzymom in vitro je produkcia pozitivnych su-
perhelikalnych ota¢ok v cccDNA, v termodynamicky nevyhodnej reakcii, riadenej ATP. Pri-
tomnost’ pozitivneho superhelikdlneho vinutia stabilizuje dvojzavitnicu pri vysokych teplo-
tach.

Zlozenie a Struktira RNA

Molekula RNA sa tak isto ako DNA sklada zo Styroch baz, a to adeninu (A), gua-
ninu (G), cytozinu (C) a uracilu (U), sacharidovej zlozky ribézy a kyseliny fosfore¢ne;j.
Rovnako ako v molekule DNA sa i v molekule RNA nachadzaju minoritné bazy, ktorych je
v molekule RNA viac ako v molekule DNA. Pre molekuly RNA neplatia Chargaffove pra-

vidla.
NH, o NH, 0 y
N X N _H NN N~
ST T L X
NiYe!
N N/J N N/)\NHZ N o |
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adenin guanin cytozin uracil

K zékladnym typom RNA patri:
m mediatorova RNA — mRNA,
m ribozémova RNA — rRNA,

m transferova RNA — tRNA,

m malé jadrovda RNA — snRNA,
m virusova RNA.
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Mediatorova RNA sprostredkiva prenos genetickej informacie z DNA na proteiny. Jej
velkost” zavisi od mnoZstva prenaSanych informdcii. Syntéza mRNA prebieha ako negativny
(komplementarny) prepis poradia nukleotidov z molekuly DNA na molekulu RNA s tym roz-
dielom, ze v RNA sa nenachadza tymin ale uracil. V eukaryotickych bunkach sa na rozdiel od
bakteridlnych najprv syntetizuje prekurzor mRNA, ktory prechadza mnohymi upravami. P6-
sobenim ribonukleaz sa molekula postupne skracuje (vystrihuju sa intrény a ponechavaju sa
exony) a upravuju sa jej obidva konce. Tento proces upravy sa nazyva splicing. Doba Zivota
mRNA je u kvasiniek niekol’ko desiatok mintit a U zivo¢ichov niekol'’ko hodin.

Ribozémova RNA je stavebnou zlozkou ribozémov a predstavuje az 90 % vsetkych RNA.
Ribozomy baktérii sa skladaju z troch réznych rRNA, ktoré sa oznacuju podl'a svojich sedi-
mentaénych konstant (5S rRNA, 16S rRNA, 23S rRNA). Ribozémy eukaryotickych buniek
obsahuju az $tyri rozne rRNA (5S rRNA, 5,8S rRNA, 18S rRNA, 28S rRNA). Ribozoémy st
miestom, kde sa preklad4 (translatuje) geneticka informécia z molekuly mRNA do molekuly
proteinu. Z funkéného hl'adiska mozeme ribozémy povazovat’ za multienzymové komplexy,
ktoré katalyzuju vznik peptidovej viazby. Ribozomy sa nachadzaju v cytoplazme, mitochon-
driach, chloroplastoch a v bunkovom jadre.

peptidyl
transferase
center

Obrazok 5.3 Krystalova §truktara ribozomu. Struktara 70S ribozému
zlozena z 30S a 50S podjednotiek.

Transferova RNA. Biologickou funkciou tRNA je prenos aktivovanych aminokyselin pri
proteosyntéze. Nachddza sa v cytoplazme. Kazda tRNA moze prenasat’ len jednu aminokyse-
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linu, preto bunka musi obsahovat’ minimalne tol’ko rozlicnych tRNA, kolko je prirodnych

(kédovanych) aminokyselin, ktoré sa zabudovavaju do proteinov. Kazda tRNA obsahuje ak-

ceptorové miesto pre aminokyselinu, ktoru prenasa. Oproti akceptorovému miestu sa nacha-

dza antikodonova slucka, ktora obsahuje antikodon. Antikodon je triplet, ktory pri proteo-

syntéze nadvézuje na prislusny kodén na molekule mRNA.
Najznamejsie funkcie RNA molekul su:

m prenos genetickej informacie vo forme MRNA;

m vizbu medzi mRNA a vznikajucimi peptidmi sprostredkuji makromolekuly tRNA, ktoré su
"nabité" prisluSnou aminokyselinou, ¢im vznika aminoacyl-tRNA;

m 'RNA je zlozkou ribozémov, v ktorych prebiehaju translacné pochody;

m virusova RNA prendsa genetickt informaciu RNA virusov;

m SNRNA sa zG¢asthuju pri zostrihu "nezrelych" prekurzorov mRNA (splicing), pri ich edita-
cii, pricom dochadza k tomu, ze genetickd informacia DNA sa nezhoduje so vznikajicim
proteinom.

Moznosti Studia nukleovych kyselin

Na stadium interakcii nukleovych kyselin s ligandmi sa vyuzivaji rozne techniky:

m optické metédy (absorpcna spektroskopia, fluorescenéna spektroskopia, Ramanova
spektroskopia, kruhovy dichroizmus)

m mikroskopické metédy (fluorescencnéd mikroskopia, elektronova mikroskopia, atomova
silova mikroskopia)

m hydrodynamické metody (izopyknicka centrifugacia, sedimentécia)

m kalorimetrické metody (izotermalna kalorimetria, diferen¢né skenujuca kalorimetria)

m elektroforetické metody (jednoducha elektroforéza, dvojrozmerna elektroforéza, teplotna
gradientova gélova elektroforéza)

Elektroforetické metddy sa pouZivajui na separaciu latok, buniek a inych Castic, ktoré ma-
ju elektricky ndboj. Elektroforéza sa ¢asto pouziva na Studium bielkovin a nukleovych kyse-
lin. Elektroforetické delenie prebieha podl'a pohyblivosti makromolektl v elektrickom poli,
ktoré zavisi od: velkosti naboja, sily elektrického pol'a, velkosti a tvaru makromolekul a
podmienok prostredia.

Velkost’ naboja molekuly ovplyviiuje stupen ionizacie, pH a id6nova sila. Elektroforeticka
pohyblivost’ je funkciou néboja, ktory nesie molekula, molekulovej hmotnosti a je zavisla od
tvaru, CiZze konformécie. Touto metdodou sa daju uspesne sledovat’ interakcie typu nukleova
kyselina-protein, nukleova kyselina-nukleova kyselina a protein-protein. Elektroforéza pre-
bieha v prostredi vol'ného elektrolytu, alebo v porovitych nosicoch, ktoré st nasytené elek-
trolytom. Ako nosice sa pouzivaju Skrob, dextran, agardza a polyakrylamidové gély. V sucas-
nosti sa pri elektroforetickej separacii najviac pouzivaji agarézové a polyakrylamidové gély.
Elektroforéza v polyakrylamidovom géli (PAGE) sa vyuziva hlavne pri $tadiu proteinov
a v malej miere aj nukleovych kyselin s menSou molekulovou hmotnost'ou. Polyakrylamidovy
gél bol pri elektroforéze prvykrat pouzity v roku 1959 Raimondom a Weintraubom. Popularita
tohto nosica je vd’aka jeho priehl'adnosti, mechanickej stabilite, chemickej inertnosti, stabilite
Vv Sirokom rozsahu hodnot pH a jeho nerozpustnosti vo véac¢sine rozpustadiel pouzivajucich sa
pri elektroforéze. Gél moze byt spolahlivo a reprodukovatel'ne pripraveny z analyticky Cis-
tych vychodzich materialov, ktorych vzajomny pomer mé rozhodujici vplyv na hustotu
a priemernt velkost porov gélu. Koncentracia akrylamidu byva v rozsahu od 3 do 30 %, ¢o
umoziuje separovat’ latky od 102 do 10° g/mol, ¢o odpoveda peptidom s vel’kostou radovo od
jednej aminokyseliny do 10? pripadne az 10® aminokyselinovych zvyskov.
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Na stadium nukleovych kyselin sa vyuziva
agarozova elektroforéza. Plazmidova DNA sa
v bunkach nachadza v pocetnych topologickych
formach. Vo fyziologickych podmienkach sa v
dosledku disociacie fosfatovych skupin sprava
ako polyanion apri elektroforéze putuje ku
kladnej elektrode. V danom prostredi ma zmes
topoizomérov rovnaky naboj, apreto jedinym
faktorom, ktory ovplyviluje pohyblivost’ topoi-
zomérov je priestorova konformécia. Klasicka
gélova elektroforéza cirkularnych molekul je
obmedzena deliacou schopnostou gélu. Jednot-
livé topoizoméry s molekulovou hmotnostou

1 2 3 4 5 € 7 5
Oc
N i =
L — o e e . 2100
/--— ¥ =
Sc 1000
| —
-

Obrazok 5.4 Jednoducha  agard6zova
elektroforéza (Oc — open circular, L —
linear, Sc — supercoiled DNA).

mensou ako 7 kbp (kilobazopar) sa pozorujui pri 1 % agaréozovom géli ako jednotlivé pasy.

-13

oc

Obrazok 5.5 Dvojrozmerna
elektroforéza plazmidovej
DNA (pUC 19).

Vyssie topoizoméry nad limitnou hodnotou Wr davaju pri
elektroforéze Siroky kontinudlny pas superhelikdlnej DNA.
Tento pas sa skladd z viacerych topoizomérov s rozlicnou
hodnotou Wr, ale nedokaZu sa navzajom jednoznacne odde-
lit’.

Dvojrozmerna elektroforéza (2D elektroforéza) elimi-
nuje urCité nedostatky jednoduchej elektroforézy ako je
napr.: nedostatoéna deliaca schopnost’, vzajomny prekryv
topoizomérov vplyvom Struktarnych prechodov, komigraciu
topologickych neekvivalentov a maskovanie linearnej DNA.
Tato metdda umoziuje vypocitat’ niektoré topologicke a ter-
modynamické parametre, napr. zmenu Wr a odpovedajuci
pocet parov baz, ktoré presli na alternativnu Strukttru. Pri 2D
elektroforéze sa v prvom smere molekuly rozdelia na zaklade
kompaktného zbalenia a v druhom smere, (ktory je kolmy na
prvy), dochddza k separacii na zaklade konformacénych
zmien sposobenych pritomnostou interkalatora. Vyznam
interkalatorov pri 2D elektroforéze spociva v relaxacii torz-
ného pnutia indukovaného vplyvom superhelikalneho vinutia.
Pri kontrolnej dvojrozmernej elektroforéze, ked’ sa v druhom
smere nemenia podmienky prvého smeru, ziskame topoizo-

méry v diagonalnom usporiadani.

Teplotna gradientova gélova elek-

troforéza (TGGE) je vhodnou metddou
na Studovanie konformacénych precho-
dov astability plazmidovej DNA a
na studovanie stability proteinov. TGGE
sa prvykrat pouzila pri analyze konfor-
macnych prechodov a pri sekvenénych
variaciach nukleovych kyselin v roku
1989. Pri tejto metdde sa vyuziva line-
arny teplotny gradient, ktory sa vytvara
kolmo na smer pohybu makromolekul.
Teplotny gradient je vytvoreny prostred-
nictvom medenej platne spojenej
s elektroforetickou aparatirou zostave-

Obrazok 5.6 Teplotna gradientova gélova elek-
troforéza plazmidovei DNA (pUC 19).

134




Praktické cvicenia z biochémie Sedlak, Danko, Varha¢, Paulikova, Podhradsky, 2020

nou podla navrhu Riesnera. Pri pouziti TGGE sa ziska priama zavislost’ na teplote, a tym aj
moznost’ priamej konfrontacie experimentov s termodynamickymi tedriami. Z pokusov
TGGE je mozné za pomoci Standardnych postupov urcit’ termodynamické parametre (Tm, AG,
AH, AS), ktoré podavaji informaciu o stabilite biopolyméru.

Priprava plazmidovej DNA

Kultivacia na tuhych agarovych médiach: tuhé pody vhodné na kultivaciu v Petriho
miskach obsahujii zadkladné komponenty potrebné pre rast buniek (pepton, kvasinkovy
extrakt, NaCl) aj agar (max 1,5 % roztok). Jednotlivé komponenty st rozpustené vo vode (pH
7,5) avysterilizované. Po sterilizacii a ochladeni na 55°C sa pridavaju termolabilné
komponenty (napr. antibiotikd) a vylievaji sa do sterilnych Petriho misiek. Petriho misky
s agarovymi pddami sa po naockovani prislusného bakterialneho kmena, pomocou sterilne;j
bakteridlnej kl'ucky, kultivuji v obratenej polohe (hore dnom) pri 37 °C v termostate.
Bakteridlne koldnie sa moézu na agarovych platniach uchovéavat' aj niekolko tyzdnov v
chladnicke (pre dlhSie skladovanie bakteridlnych kmenov sa vyuZzivaju glycerinové konzervy,
ktoré sa mozu uchovavat’ aj niekol’ko rokov).

Kultivacia v tekutych médiach: tekuté média sa pripravuji z Bacto-peptonu, Bacto-
kvasinkového extraktu, NaCl a vody. Tieto zlozky sa zmieSaju, upravi sa pH a sterilizuju sa
(15 — 20 min) v autoklave alebo inej tlakovej nadobe. Po vysterilizovani a ochladeni sa prida
pozadované antibiotikum a kolénia kmena, ktory chceme kultivovat. Bakteridlne bunky
kultivujeme v termostate pri teplote 37 °C. Na inokulaciu sa pouZiva no¢na bakterialna
kultra alebo jedna kolonia z agarovej platne. Pretoze vSetky bunky, vratane metabolickych
produktov, zostavaju pocas celej doby kultivacie v uzavretom prostredi, je rast podmieneny
zmenami prostredia. Medzi ne patria hlavne vycerpanie zivin a nahromadenie odpadovych
produktov. Rychlost’ rastu bakteridlnej kultiry je najvhodnejSie zaznamenavat’® meranim
optickej hustoty (OD) pri vinovej dizke 600 nm.

Izolacia molekuly DNA: zakladnym problémom pri izolacii nukleovych kyselin je od-
strdnenie proteinov a polysacharidov takym sposobom, aby sa neporusila primarna a sekun-
déarna Struktara molekul. Pri izolécii je doleZité najprv uvolnit' bunkovy obsah rozruSenim
bunkovej steny a cytoplazmatickej membrany. NaruSenie buniek mézeme uskuto¢nit’ mecha-
nicky pomocou homogenizatorov, pomocou enzymu lyzozymu, ktory rozklada polysacharidy
bunkovej steny a pomocou detergentov (dodecylsulfat sodny). Molekuly DNA zostavaju
Vv roztoku, po centrifugacii sa vyzrazaju izopropanolom. Zrazenina sa rozpusti a zvysky pro-
teinov sa odstranuju roztokom fenol-chloroformu, ktoré sa vyzrazaju na rozhrani organickej
a vodnej vrstvy. Inou moznostou odstranenia proteinov z nukleovych kyselin su detergenty,
guanidinchlorid, vysokd koncentracia soli alebo ich enzymové odburavanie protedzami.
Z roztoku DNA sa este odstrani RNA pomocou RNazy, ktora Stiepi molekulu RNA (ak by
sme cheeli vyizolovat RNA, tak sa namiesto RN4azy pouzije DN4za). Dal$ou moZnost'ou roz-
delenia DNA a RNA je ultracentrifugacia v rovnovaznom hustotnom gradiente CsCl.

Spektrofotometrické stanovenie koncentracie nukleovych kyselin: molekuly nukleo-
vych kyselin obsahuju purinové a pyrimidinové bdzy, ktoré maju aromaticky charakter
a absorbuji ultrafialové Ziarenie s vinovou dizkou 200 — 300 nm. Pri spektrofotometrickom
stanoveni koncentracie nukleovych kyselin meriame absorbanciu pri 260 nm. Absorbancia s
hodnotou 1 pri 260 nm odpovedé koncentracii: 50 pg/cm? pri dvojvldknovej DNA,

40 pg/cm?® pri jednovldknovej DNA,
40 pg/cm® pri molekule RNA,
20 pg/cm? pri oligonukleotidoch.

Stanovenie ¢istoty nukleovych kyselin: molekuly nukleovych kyselin st najCastejSie

znecistené proteinmi, ktoré maji absorbcné maximum pri 280 nm. Pomer absorbancii pri

135



Praktické cvicenia z biochémie Sedlak, Danko, Varha¢, Paulikova, Podhradsky, 2020

260 nm a pri 280 nm udava ¢istotu nukleovych kyselin. Ak je pomer 1,8 — 2,0 m6éZeme hovo-
rit’ o dostato¢ne Cistej] DNA alebo RNA.
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TEMA NUKLEOVE KYSELINY
Uloha 31: | Izoldcia DNA zo sleziny
Reagencie: 1.1 M chlorid sodny
2.0,4 % hydroxid sodny
3. morsky piesok
Material: slezina, centrifuga, centrifugacné skimavky, drevena Spajl’a, trecia miska
Postup: 1 g sleziny rozotrieme v trecej miske s morskym pieskom. Potom pridame
25 ml chloridu sodného a mieSame 15 minut. Viskozita roztoku stipa postupom
extrakcie DNA. Suspenziu centrifugujeme 10 minuat pri 3000 ot/min (1000 g).
Viskozny supernatant pomaly vilejeme do 50 ml destilovanej vody. Vytvori sa
sietka vlaknitej vyzrazanej DNA, ktori navinieme na drevenu $pajl’u.
Dalej pokradujeme dokazovou skiiskou na DNA (iiloha 33)
Uloha 32: | Izoldcia RNA 7 dro%dia
Princip: Po rozruseni bunkovej steny kvasiniek sa RNA extrahuje 0,5 % roztokom
NaOH a po uprave pH sa zraza ladovym etanolom.
Reagencie: 1. dietyléter
2.0,4 % roztok hydroxidu sodného
3.5 % roztok kyseliny octovej
4.50 % roztok kyseliny octovej
5. vychladeny etanol
6. morsky piesok
Material: pekarenské droZdie, trecia miska, centrifiiga, centrifuga¢né skimavky
Postup: Zmes 10 g pekarenského drozdia, 1 ml destilovanej vody a 1 ml dietyléteru
rozotrieme S malym mnozstvom morského piesku v trecej miske. Do ho-
mogenatu pridame 25 ml 0,4 % NaOH a pokracujeme v rozotierani este asi
15 minat. Pomocou 5 % kyseliny octovej (~ 3 ml) upravime pH na 6. Zmes
centrifugujeme 10 minut pri 3000 ot/min (1000 g). Supernatant zlejeme do ka-
dicky a upravime jeho pH na 3,5 pomocou 50 % roztoku kyseliny octovej. Od-
meriame objem supernatantu a pridame k nemu rovnaky objem vychladeného
etanolu. Vytvorena zrazenina predstavuje ribonukleoprotein. Po¢kame 5 min
a centrifugujeme 10 min pri 3000 ot/min (1000 g). Supernatant zlejeme a zraze-
ninu pouzijeme v ulohe 34.
Uloha 33: | Dékaz zlotiek DNA
Princip: 2-deoxypentozy, podobne ako vicsina ostatnych monosacharidov, poskytuju
zahrievanim v kyslom prostredi derivaty furalu a niektoré dalsie chromogénne
latky, ktoré davaju s aromatickymi aminmi (ale tiez s tiolovymi zluceninami)
charakteristické sfarbenie.
Reagencie: 1.0,4 % roztok hydroxidu sodného
2. difenylamin (1 g v 100 ml /adovej kyseliny octovej a 2,75 ml koncentrova-
nej kyseliny sirovej)
3.vzorka DNA (z alohy 31)
Material: skimavky, stojan na skaimavky, vodny kapel’, mikropipety
Postup: Do skumavky vlozime malé mnozstvo (10 az 100 pg) vyzrazaného deoxyri-

bonukleoproteinu (ziskaného v tlohe 31) arozpustime v1ml 0,4 % NaOH.
K roztoku pridame 1 ml difenylaminu a reak¢ni zmes nechdme 10 mintt vo
vriacom vodnom kupeli. Vznika modré sfarbenie, charakteristické pre 2-deoxy-
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pentozy (2-deoxyribodzy).

Pozorova- Zaznamename farebnll zmenu.
nie:
Uloha 34: | Dékaz zloZiek RNA
Reagencie: 1. 0,4 % roztok hydroxidu sodn¢ho
2. difenylamin
3. vzorka RNA (z ilohy 32)
Material: skimavky, stojan na skaimavky, vodny kapel’, mikropipety
Postup: Do centrifuga¢nej skamavky k zrazenine RNA z tlohy 32 pridame 1 ml
0,4 % NaOH. Po rozpusteni zrazeniny prelejeme roztok do sklenenej skimavky
a pridame 1 ml difenylaminu. Roztok nechdme 10 minit vo vriacom kupeli.
Vznika zelené sfarbenie.
Pozorova- Zaznamename farebni zmenu.
nie:
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TEMA

NUKLEOVE KYSELINY

Uloha 35:

Mikropreparativna izoldacia plazmidovej DNA

Princip:

Na overenie pritomnosti plazmidovej DNA v danom bakterialnom kmeni
a na zistenie efektivity dalSej izolacie plazmidovej DNA z vdcsich mnozstiev je
vyuzivand mikropreparativna izoldcia plazmidovej DNA.

Reagencie:

1. TEG: 50 mM glukoza, 10 MM Kkyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA),
25 mM tlmivy roztok Tris

2.TE: 10 mM Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA (pH 8,3)

3.3M KAc: 120ml 5M roztoku CH3COOK (pH7), 23 ml Tladovej
CH3COOH

4. fenol-chloroform (fenol:chloroform:izoamylalkohol = 25:24:1)

5.0,2 M NaOH + 1 % dodecylsulfat sodny (SDS)

6. izopropylalkohol

7.96 % etanol

8. nocna bakteridlna kultira

Material:

skamavky Eppendorf's objemom 1,5 ml, centrifiga, mikropipety

Postup:

Dvakrat po 1,5 ml noc¢nej bakteridlnej kultary centrifugujeme po 5 min
Vv plastovej mikroskimavke Eppendorf pri 5000 ot/min (2400 g). Supernatant
zlejeme a sediment rozsuspendujeme v 100 pl roztoku TEG. Pridame 200 ul
roztoku 0,2 M NaOH + 1 % SDS. Zmes prevalujeme v ‘eppendorfke’ 5 mint.
Po 5 minutach priddme 150 pl roztoku KAc a poriadne premieSame.

Zrazeninu centrifugujeme 10 minut pri 10000 ot/min (9500 g). Supernatant
odoberieme do Cistej 'eppendorfkovej' skimavky, pridame 0,6 objemu (cca
300 pl) izopropanolu, premiesame a nechame zrazat’ 20 mintt v chladni¢ke. Po
20 minutach zrazeninu centrifugujeme 10 minat pri 10000 ot/min (9500 g),
supernatant zlejeme a zrazeninu vysuSime vo vakuovej rotacnej suSicke
(~ 30 min). Po vysuseni zrazeninu rozpustime v 100 pl roztoku TE a pridame
100 pl roztoku fenolchloroformu. Premiesame a centrifugujeme 5 mintt pri
5000 ot/min (2400 g).

Do Cdistej 'eppendorfkovej' skimavky opatrne odoberieme vrchnii vodnu
vrstvu obsahujucu DNA, znova pridame 100 pl roztoku fenol-chloroformu
a tento postup opakujeme do vymiznutia medzivrstvy. Potom pridime dvojna-
sobny objem 96 % etanolu a nechame zrazat’ pri -20 °C. Nakoniec zrazeninu
centrifugujeme 5 minat pri 10000 ot/min (9500 g), vysuSime, rozpustime
v 20 ul roztoku TE a pouzijeme v ulohach 36, 37 a 38.
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TEMA

NUKLEOVE KYSELINY

Uloha 36:

Elektroforéza nukleovych kyselin

Reagencie:

1.0,5 x TBE (45 nM Tris, 45 mM kyselina boritad, 2 mM kyselina etyléndia-
mintetraoctova)

2.agardza

3.loading dye (0,1 % roztok xylene cyanol a 0,1 % roztok bromphenol blue
v 50 % glycerole)

4. etidium bromid (1 mg/ml)

5. vyizolovana DNA z tlohy 35 (10 u/ vzorky DNA + 3 ul loading dye)

Material:

elektroforeticka aparatura, mikropipety, kadi¢ka s objemom 100 ml, mikrovinka

Postup:

Zriedenim si zo zasobného roztoku 5 x TBE pripravime tlmivy roztok
0,5 x TBE. Na pripravu 1 % gélu potrebujeme 80 ml 0,5 x TBE, 0,8 g agardzy
a 80 pl etidium bromidu. Vsetko spolu zmieSame a prevarime. Po ochladeni na
priblizne 60 °C nalejeme gél do pripravenej aparatury. Zasunieme hreben. Po
stuhnuti gélu z neho opatrne vytiahneme hreben (sluzi na tvorbu komorok) a gél
V aparatire prelejeme roztokom 0,5 x TBE. Do komodrok potom naniSame
vzorky DNA (10 ul) zmieSané s tzv. loading dye (3 ul). Nastavime napétie
(~ 150 V) a spustime elektroforézu. Vzorka DNA sa pohybuje od katody (za-
porna elektroda) k anode (kladna elektroda). Priblizne po 60 min elektroforézu
vypneme.

Pozorova-
nie:

Pod UV lampou pozorujeme pasy plazmidovej DNA. Ich vzdialenost’ od
Startu zavisi od ich velkosti a stupna zbalenia.

Uloha 37:

Spektrofotometrické stanovenie koncentrdcie a Cistoty nukleovych kyselin

Princip:

Molekuly nukleovych kyselin obsahuju purinové a pyrimidinové zasady, kto-
ré majii aromaticky charakter a absorbujii ultrafialové Ziarenie s vinovou diz-
kou 200 — 300 nm. Pri spektrofotometrickom stanoveni koncentrdcie nukleo-
vych kyselin meriame absorbanciu pri 260 nm. Absorbancia s hodnotou 1 pri
260 nm odpoveda koncentracii: 50 ug/ml pri dvojvlaknovej DNA,

40 ug/ml pri jednovidaknovej DNA,
40 ug/ml pri molekule RNA,
20 pg/ml pri oligonukleotidoch.

Molekuly nukleovych kyselin su najcastejsie znecistené proteinmi, ktoré ma-
Jju absorpcné maximum 280 nm. Pomer absorbancii pri 260 nm a 280 nm uddva
Cistotu nukleovych kyselin. Ak je pomer Azeonm/A28onm v rozmedzi 1,8 az 2,0, mo-
Zeme hovorit o dostatocne cistejf DNA alebo RNA.

Reagencie:

1. vyizolovana DNA z ulohy 35
2.45 mM tlmivy roztok Tris

Material:

UV-VIS absorpény spektrofotometer, mikropipety, kremenné kyvety

Postup:

Na UV-VIS spektrofotometri nastavime rozmedzie vinovych dizok od 350
do 220 nm. Do kremennej kyvety napipetujeme 3 ml tlmivého roztoku Tris
a odmeriame absorbanciu (tzv. baseline). Potom do tej istej kyvety pridame
také mnozstvo DNA, aby vysledna absorbancia pri 260 nm bola v rozmedzi 0,5
az 1,2. Nakoniec zaznamename hodnotu absorbancie pri 260 a 280 nm.

Vyhodno-
tenie:

Z hodn6t absorbancii pri 260 nm a 280 nm vypocitame koncentraciu
a cistotu DNA.

Zaver:

Uvedieme koncentriciu a Cistotu nasej vzorky DNA.
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Uloha 38:

Teplotna stabilita nukleovych kyselin

Princip:

Casto pouzivany spésob na denaturdciu DNA je vyuZitie vysokej teploty,
ktorej ucinkom dochadza k vzajomnému oddelovaniu vidkien DNA. KedZe sa
makromolekula DNA vyznacuje vyraznou absorbanciou pri 260 nm, je mozné
tento proces monitorovat spektrofotometricky. Pri prechode dvojviaknovej DNA
na jednovildknové zlozky dochddza k zvysovaniu absorbancie priblizne o 30%.
Tomuto javu hovorime hyperchromny efekt.

Jednym z parametrov, ktory poukazuje na stabilitu DNA je teplota prechodu,
Tm (teplota, pri ktorej je polovica povodnej dvojvidknovej DNA vo forme pri-
slusnych jednovidknovych retazcov). Hodnota Tm znacne zavisi od mnozstva G—
C parov. Je zname, Ze medzi guaninom a cytozinom su 3 vodikové vdzby, na
rozdiel od adeninu a tyminu, medzi ktorymi su len 2 vodikové vizby. V praxi to
Znamend, ze so zvysujucim sa podielom G—C parov narasta aj teplota prechodu
makromolekuly DNA.

Reagencie:

1. vyizolovand DNA z ulohy 35
2.45 mM tlmivy roztok Tris

Material:

UV-VIS absorpény spektrofotometer, mikropipety, kremenné kyvety

Postup:

Ak je k dispozicii spektrofotometer s elektronicky riadenym ohrevom (sof-
tvérovo ovladanym Peltierovym ¢lankom), napipetujeme potrebné mnozstvo
vyizolovanej nukleovej kyseliny do kremennej kyvety s tlmivym roztokom
a nastavime ohrev na 2 °C/min. Zaciato¢nu teplotu nastavime na 30 °C a kon-
covl na 90 °C. Spustime meranie. Zaznamenavame spektra v rozmedzi vlno-
vych dizok 220 az 350 nm.

Vyhodno-
tenie:

Zostrojime graf zavislosti absorbancie pri 260 nm od teploty. Bodmi prelo-
zime krivku (tzv. S-krivka) a od¢itame teplotu prechodu (Tm = melting tempera-
ture) nasej vzorky plazmidovej DNA.

Zaver:

Uvedieme hodnotu Tm nasej vzorky DNA.
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6 VITAMINY

Vitaminy s organické zluceniny exogénneho pdvodu, potrebné na udrziavanie normal-
nych metabolickych pochodov v tele zivych organizmov. Pri nedostatku vitaminov nastavaju
zmeny v normalnom raste, vyvoji organizmu a moze dojst’ k rozvoju chordob ako skorbut,
krivica, beriberi.

Tieto choroby st zndme po mnohé storoCia, ale myslienka, Ze mézu byt sposobené ne-
dostatkom istej zloZky potravy je relativne nova. Fakt, Ze konzumacia malého mnoZzstva citru-
sovych plodov méze zabranit’ skorbutu, bol zisteny az v roku 1757. Preslo este viac ako 120
rokov, kym sa prislo na to, ze malad ddvka jacmena pridand k hladkej ryzi méze zabranit’ cho-
robe beriberi.

AZ v roku 1911 pol'sky biochemik Casimir Funk vyslovil "teériu vitaminov" — esencial-
nych zloziek potravy, ktoré moézu zabranit' vzniku istych chordb. Podarilo sa mu izolovat’
faktor z jedla, ktory branil vzniku choroby beriberi a nazval ho "vitamine", ¢im chcel vyjadrit’,
ze ide o aminy dolezité pre zivot. Mnoho vitaminov zndmych v si¢asnosti nie st aminy, ale
nazov vitamin, oznacujuci tieto zlozky potravy uz ostal.

V pociatkoch bola presnd Struktira a tym aj chemicky nazov vitaminov neznamy.
V snahe vyhnit sa ndzvom typu "skorbutu zabraiiujuci faktor", vedci zacali pouzivat’ pis-
mena, ktorymi oznacovali rdzne vitaminy. Tento systém sa stal natol’ko populdrnym, ze na-
priek tomu, Ze v sii€asnosti je zndma presnd Struktira vitaminov, ich ndzvy ostali povodné. V
niektorych pripadoch sa zistilo, ze vitamin pozostava z viacerych zloziek ako sa pdvodne
myslelo, preto médme vitaminy typu Bi, B2, atd’.

Zékladné funkcie vitaminov a ich vlastnosti mozno v podstate zhrnit’ do troch bodov:

1. Vitaminy su faktory exogénne, ktoré moze ziskat' urcity heterotrofny organizmus len z
vonkajSich zdrojov (potravou), pretoZe si ich nevie sdm vlastnymi prostriedkami vyrobit’.
Preto su to latky pre taky organizmus nevyhnutné (esencialne).

2. Vitaminy su faktory, ktoré pdsobia uz v malych koncentraciach, neporovnatelnych s
kvantitativnou potrebou zakladnych Zzivin (sacharidy, tuky, bielkoviny). Posobia ako bio-
katalyzatory a nezucCastiiuju sa tvorby tkaniva (ako stavebné jednotky), ani dodavky ener-
gie.

3. Funkciou vitaminov je, ze bud’ samotné, alebo ich metabolity (koenzymy), urychl'uju pre-
menu latok, a teda aj premeny energie, a preto st pre normalne Zivotné funkcie daného or-
ganizmu nevyhnutné. Na upresnenie je potrebné dodat’, Ze aj ked’ dnes je presne znama
uloha mnohych vitaminov v slede metabolickych dejov, objasnenie ich Uplnej funkcie v
organizme je doteraz neuplné. Mnohé vitaminy st zapojené¢ do enzymovych systémov —
vytvaraju ich koenzymovu zlozku — u niektorych vitaminov vSak dodnes nie je prislusny
enzymovy systém znamy.

Vo v§eobecnosti, vitaminy sa delia na:

m lipofilné (rozpustné v tukoch). Patria sem axeroftol a jeho izoméry, kalciferoly, tokoferoly

a vitaminy K. Vyskytuja sa v organoch bohatych na lipidy, u zivocichov v tukovom tkanive,

napr. v pe€eni, u rastlin v semenach.

m hydrofilné (rozpustné vo vode). Patria sem ¢leny komplexu vitaminov B spolu s cholinom,

inozitolom a kyselinou p-aminobenzoovou. Obyc¢ajne sa do tzv. komplexu vitaminov B zaht-

naju vsetky vo vode rozpustné vitaminy nachddzajiice sa v kvasinkach a peceni. NajznamejSie
su tiamin, riboflavin, kyselina nikotinova.
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V nasledujicom zozname uvadzame chemické Struktiry vitaminov, ich efekt, priznaky
nedostatku a vhodné zdroje:

Vitamin A —retinol, axeroftol

CH, CH,
HC e | |
C CH C CH
N x 2
~CH cH” Sen” Sew” Som
CH,
Vlastnosti Efekt Priznaky nedostatku Vhodné zdroje
- da sa ziskat z - podporuje rast, Extrémne marhule, asparagus,
karoténov, - esencialny pre nor- - kozné problémy, banény, brokolica,

- rozpustny v tu-
koch, nerozpustny
Vo vode,

- tepelne stabilny,
- podlieha zmenam
pOsobenim svetla,
- citlivy na oxida-
ciu

malnu vitalitu epitelial-
nych buniek,

- pomaha pri rezistencii
voci infekciam,

- esencialny pre spravnu
funkciu o¢nej sietnice,

- pomaha pri normalnej
¢innosti Zliaz,

- esencialny pocas teho-
tenstva a dojcenia,

- predlzuje zivot.

- infekcie,

- sterilita,

- slabost’,

- strata na vahe,

- atrofia Zliaz,

- degeneracia nervov

- suchost’ rohovky;
Mierne

- spomaleny rast,

- hnacka,

- zaludoc¢né problémy,
- nechutenstvo,

- oslabena imunita,

- problémy so zubami a
d’asnami,

- sucha koza,

- Seroslepota,

- zniZzena tvorba mlieka

maslo, mrkva, syr,
treska, peceniovy
olej, kukurica, vaj-
cia, zeleny hrasok,
zmrzlina, hlavkovy
Salat, pecen, mlieko,
broskyne, paprika,
slivky, melon, Spe-
nat, sladké zemiaky,
paradajky

Vitamin B1 — tiamin

H.,C N NH

2

| \N(\C;\[CH/

—~S
O
CH,CH,OH

CH,
Vlastnosti Efekt Priznaky nedostatku Vhodné zdroje
- rozpustny vo - ako prekurzor koenzymu  Extrémne asparagus, slanina,
vode, neroz- tiaminpyrofosfat je nevy- - beriberi, otruby, chlieb, kar-
pustny v tukoch, hnutny pre reakcie kataly- - polyneuritida, fiol, kukurica, vaj-
- vsuchej kon-  zované pyruvatdehydroge- - paralyza, cia, ryby, obilniny,

zistencii stabil-

nazou a o-

- svalova atrofia,

hlavkovy Salat,
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ny voci teplu
Vv citratovom cykle,
- podporuje rast,
- stimuluje apetit,
- zuCastnuje sa v me-
tabolizme cukrov a tukov,
- esencialny pre normalne
podmienky a ¢innost’ ner-
vového tkaniva

ketoglutaratdehydrogenazou

- atrofia Zliaz,

- strata vahy,

- nepokoj;

Mierne

- spomaleny rast,

- slabost’,

- pomaly tlkot srdca,
- srdcové poruchy,

- nechutenstvo,

- zaludo¢né problémy,

- znizena peristaltika,

- znizena tvorba mlieka,

- poruchy vo funkcii
zliaz,
- nervozita

pecen, méso, mlie-
ko, orechy, po-
marance, hrasok,
ananas, zemiaky,
slivky, s6ja, Spenat,
paradajky

Vitamin B2 - riboflavin

I
CH,

H--OH
H--OH
H-OH

CH,OH

VlIastnosti Efekt

Priznaky nedostatku

Vhodné zdroje

- rozpustny vo vo- - ako prekurzor ko-
de, enzymov flavinade-
- odolny voci teplu, nindinukleodid (FAD)
- stabilny vo¢i oxi-  a flavinmononukleotid
dacii, (FMN) sa zucastnuje
- citlivy na svetlo Sirokej Skaly redoxnych
reakcii,
- zlepSuje rast,
- predlZuje Zivot,
- esencialny pre nervo-
vé tkanivo,
- esencialny pre bunko-
vé dychanie

Extrémne

- slabost’,

- strata vahy,

- strata funkcie Criev,
- porucha centralneho
nervového systému,

- vypadavanie vlasov,
- katarakta,

- zapal koze;

Mierne

- poruchy travenia,

- narusSeny rast,

- strata aktivity,

- zniZena tvorba mlie-
ka

asparagus, slanina,
banany, otruby,
brokolica, syr, ku-
kurica, vajcia, ryby,
obilniny, grapefruit,
hlavkovy salat,
maso, mlieko, ore-
chy, cibul'a, hrasok,
paprika, slivky,
hrozienka, jahody,
Spenat, paradajky
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Vitamin Bes — pyridoxin

CH,OH
HO CH,OH
H,C™ N

3

Vlastnosti

Efekt

Priznaky nedostatku

Vhodné zdroje

- rozpustny vo vo-
de a v alkohole,
- odolny voci tep-

- ako prekurzor
pyridoxalfosfatu —
prostetickej sku-

Extrémne
- zépaly koze,
- poruchy tkaniva,

kapusta, vaje¢ny Zi-
tok, ryby, SoSovica,
maso, mlieko, pSe-

lu, piny aminotran- - oftalmia, ni¢né klicky, zrno
- vel'mi citlivy na sferaz - abscesy,
svetlo a dekarboxylaz — - hnacka;

je esencialny pre  Mierne

metabolizmus
aminokyselin

- spomaleny rast,
- naru$ena koordinacia sva-

lov
Vitamin Bi2 — kyanokobalamin
i
THZ ?o
<|:o |CH2
CH, CH,
H,C
CH,
H,C NG CH
NH,COCH;— N cH CONH,
N//—C0+—N
CO—— CH; CH—7— | >—L—CH,CH,CONH
| e ¢ N<_cH e
NH 3T
) “H,C
<|3H2 CH,
CHCH CH,  CH,
(l) (H;Z (|:H2
0<pP—0 N=¢7N-CH, O
| HC
(0] \N/C\N/C'CH:g NH2
|
G
CH Hc
CH,OH
Vlastnosti Efekt Priznaky nedostatku Vhodné zdroje
- rozpustny vo vo- - nevyhnutny pre - pernicidzna anémia vajcia, mdso, mlieko,
de tvorbu DNA mlie¢ne produkty
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Biotin
X
HN”™ “NH
I
HO— C— CH,CH,CH,CH;
S
Vlastnosti Efekt Priznaky nedostatku  Vhodné zdroje

- rozpustny vo vode,
- syntetizovany ¢rev-
nymi baktériami,
preto jeho nedostatok
u l'udi je vel'mi
zriedkavy

- je prostetickou sku-
pinou karboxylaz
nevyhnutnych pre
metabolizmus oxala-
cetatu, mastnych ky-
selin a aminokyselin,
- esencidlny pre ciev-
ny systém a pre zdra-
vu pokozku

- zépaly koze a nervov

vajcia, vnutornosti,
maéso, zelenina

Kyselina listova (folova)

OH
N N CH,—NH 9 0
Q C)j/ C—NH—(l'SH—CHZCHZ—C—OH
H,N N

|(|:_OH
@)

Vlastnosti

Efekt

Priznaky nedostatku

Vhodné zdroje

- rozpustna vo vode,
- syntetizovand crev-
nymi baktériami,
preto jeho nedostatok
u l'udi je vel'mi
zriedkavy

- esencialna pre pro-
dukciu dolezitych
Strukturalnych zlo-
ziek v bunke

- anémia,

- naruSené vstrebavanie

7ivin cez ¢revnu stenu

zelena listova ze-
lenina, miso, kva-
sinky
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Kyselina nikotinova — niacin, vitamin B3

0]
|
@ C—OH
N
Vlastnosti Efekt Priznaky nedostatku Vhodné zdroje
- rozpustna v - ako stcast’ ko- Extrémne otruby, vajcia, ryby,
alkoholeav ho-  enzymov NAD - pellagra (drsna koza), maso, mlieko, ovsena
racej vode a NADRP je nevy- - dermatitida, muka, orechy, hra-
hnutny pre fungo- - zniZzovanie kostnej drene, ok, paprika, ze-
vanie dehydroge- - hnacka, miaky, Spenat, para-
naz, - Zvracanie, dajky, pseni¢né kli¢-
- podporuje rast, - choromysel'nost’, ky, tmavy chlieb
- dolezita pre nor- - slinenie;
malnu funkciu ko-  Mierne
ze, - jasne Cervena farba koze,
- dolezita pre nor- - zapalené usta,
malnu funkciu - nervozita,
¢revného traktu - zI€é travenie,
- zapcha,
- nechutenstvo,
- nevolnost’,
- bolest’ hlavy,
- strata hmotnosti
Kyselina pantoténova
I 0 T
HO —C—CH,CH;—NH— C—CH—C—CH,0H
OH CH,
Vlastnosti Efekt Priznaky nedostatku Vhodné zdroje
- rozpustna vo vode, - ako sucast’ ko- - sivé vlasy, vaje¢ny zltok, jadra,
- nedostatok u l'udi enzymu A je dolezitd - krvacavost’, mlieko, mlie¢ne pro-
nepravdepodobny pre metabolizmus - zapaly koze, dukty, vnutornosti,
tukov, proteinov - poruchy rastu zelenina, kvasinky

a sacharidov,

- nevyhnutna pre
produkciu energie a
syntézu niektorych
hormonov
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Vitamin C — kyselina askorbova

HO

OH

/Ay_S—CH—CHZOH

0" o

OH

Vlastnosti Efekt Priznaky nedostatku Vhodné zdroje

- rozpustna vo vo- - dblezité redukéné Extrémne asparagus, banany,
de, nerozpustna v ¢inidlo pri hydro- - skorbut, brokolica, fazul'a,
tuku, xylacii lyzinu - anémia, krvacavost’, karfiol, citrusové

- ni¢i sa vysuSenim  a prolinu - opuch kibov, plody, musle, kuku-

a varenim na vzdu-
chu, nie v tlako-
vom hrnci,

- veI'mi citliva na
oxidaciu

Vv protokolagéne,

- brani skorbutu,

- dolezita pre zdra-
vé zuby,

- stimuluje rast,

- zlepSuje apetit,

- dolezity pre funk-
ciu zliaz,

- zuCastiuje sa ob-
rany proti bakte-
ridlnym toxinom,

- esencialna pre
tkanivové dychanie

- opuch d’asien,

- strata zubov,

- krehké kosti,

- sterilita,

- infekcie dychacieho a
¢revného systému,

- atrofia svalov,
zalidocné vredy;
Mierne

- spomaleny rast,

- kazivost’ zubov,

- naruSena stavba kosti,
- mikké kiby,

- nedostatocna odolnost’
voci infekciam,

- zalido¢né problémy,

- lamavé krvné kapilary
(vlasocnice),

- inava,

- znizena tvorba mlieka

rica, hlavkovy salat,
broskyne, hrasok,
ananas, zemiaky,
maliny, Spenat, dy-
na, jahody, para-
dajky

Vitaminy skupiny D:

Provitamin D — ergosterol

HO

CH

CH

C|3H3 CH, <|:H3
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Vitamin Dz — ergokalciferol
c|:H3 CH, (|:H3

3~ CH—CH=CH—CH—CH—CH,

HO

Vitamin D3 — cholekalciferol

T

Vlastnosti Efekt Priznaky nedostatku Vhodné zdroje
- v tuku rozpustny, - reguluje metaboliz-  Extrémne hovédzina, maslo,
nerozpustny vo vo-  mus vapnika a fos- - rachitida (krivica u deti),  syr, ¢okolada,
de, foru, - zvag$ené kiby, kokos, kukuriény
- stabilny vo¢i oxi- - esencidlny pre nor- - kriva chrbtica, olej, vajeény Zi-
dacii a teplu malny rast kosti a vy- - mékké kosti, tok, ryby, zmrz-
V0j zubov - porovité kosti, lina, mlieko

- vyznamna strata vapnika

a fosforu,

- spomaleny rast;

Mierne

- slaba asimilacia vapnika

a fosforu,

- nizka hladina vapnika,
fosforu a fosfatazy v krvi,
- slabé ukladanie vapnika a
fosforu do zubov a kosti,

- znizena aktivita,

- kazivost’ zubov,

- oneskorené uzavretie
fontanely,

- Unava,

- spomaleny rast
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Vitamin E — a-tokoferol

CH, ‘|3H3 CH
|
@)
_CH, _CH CEZ/CQ
CH, “CH, “CH,) "CH, CH,
HO 2
Vlastnosti Efekt Priznaky nedostatku Vhodné zdroje

- rozpustny v tukoch,
nerozpustny vo vode,
- odolny voc¢i teplu

- nedostatok pozo-
rovany iba u labo-
ratérnych zvierat
kfmenych Special-
nou stravou

Extrémne

- sterilita,

- spomalenie rastu,

- svalova dystrofia,

- degenerativne choroby
nervového systému;
Mierne

- nizka plodnost’,

- znizena tvorba mlieka,
- svalova slabost’

vajcia, miso, mlieko,
takmer vsetky zelené
listy a celé zrn4, rast-
linny olej

Vitamin K — fylochinén

@)

CH,

CH

CH, 3

| |
CHZCH:CCHz{CHZCHZCHCHﬁ;H

O
Vlastnosti Efekt Priznaky nedostatku  Vhodné zdroje
- rozpustny v tukoch, - dolezity pre karbo-  Extrémne Karfiol, Zitky z va-
nerozpustny vo vode, xylaciu kyseliny - krvacavost, jec, ryZa, Spenat,
- odolny voci teplu, glutamovej na kyse- - anémia; sojovy olej, para-
- podlicha zmenam linu y- Mierne dajky
vplyvom silnych ky-  karboxyglutamovu - spomalena zrazanli-

selin a oxidantov

V preprotrombine,
- esencialny pri zra-

zani krvi, brani krva-

cavosti

vost’ krvi

Pouzita literatura

e Devlin T. M.: Textbook of biochemistry with clinical correlations, 6th edition, John Wiley
& Sons, New York 2005.
e Eaton D. C.: Laboratory investigations in organic chemistry, McGraw-Hill, Inc., New York

1989.
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TEMA VITAMINY
Uloha 39: | Stanovenie koncentrdcie vitaminu C 2,4-dinitrofenylhydrazinom
Princip: Kyselina L-askorbova (vitamin C) sa oxiduje na kyselinu dehydroaskorbovii
aj pretrepanim na vzduchu za katalyzy aktivaym uhlim.
CH,OH CH,OH
HOCH__O\__o oxidacia HOCH__ O __o
Hg —= H>;_\(
redukcia
HO OH (o] O
Kyselina dehydroaskorbova s dinitrofenylhydrazinom dava v slabo redukujizcom
prostredi tiomocoviny osazon, ktory sa rozpusta v koncentrovanej kyseline siro-
vej. Cervené sfarbenie roztoku sa hodnoti spektrofotometricky.
Reagencie: 1. standardny roztok kyseliny askorbovej s koncentraciou 15 g/100 ml
2.roztok vzorky z jablka, citronu, pomaranc¢a, mandarinky (K stave z ovocia
pridame trocha aktivneho uhlia, premieSame a nechdame reagovat
10 minut. Prefiltrujeme a filtrdt zriedime v pomere 1:10)
3.2,5 % roztok tiomoc¢oviny v 50 % etanole
4.2% roztok 2,4-dinitrofenylhydrazinu (DNFH) v 50 % etanole dopl-
nime 0,5 ml kyseliny chlorovodikovej na celkovy objem 100 ml
5.85 % roztok kyseliny sirovej
Material: sada skimaviek, stojan na skiimavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpény
spektrofotometer, plastové kyvety, laboratorna trepacka, termostat
Postup: Do Ssiestich oznacenych skamaviek pipetujeme sklenenymi pipetami §tan-
dardny roztok vitaminu C podla tabulky 6.1 a postupujeme podla pokynov
v nej uvedenych. Do siedmej skimavky pipetujeme namiesto $tandardu 1 ml
vzorky ovocnej $tavy (do zoSita nezabudneme zapisat’ o aké ovocie i§lo).
TABULKA 6.1 0 1 2 3 4 5 vzorka
Standard vitaminu C [ml] — 0,2 0,4 0,6 0,8 1 -
vzorka ovocnej Stavy  [ml] - - - - - - 1
destilovana H,O [ml] 1 0,8 0,6 0,4 0,2 - -
tiomocovina 1kv. | 1kv. | 1kv. | 1kv. | 1kv. | 1kv. | 1Kkv.

premiesat’
inkubovat’ 60 min pri 37 °C

85 % H>SO4

[mI] 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25

dinitrofenylhydrazin [mi] 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

inkubovat’ 30 min pri laboratérnej teplote
urcit’ absorbanciu pri 540 nm

mnoZstvo vitaminu v sku- 0 30 60 920 120 150 X

mavke [mg]

absorbancia pri 540 nm -

Vyhodno- Pomocou kalibracnych roztokov (skimavky 1 az5) zostrojime kalibracny

tenie: graf (zavislost’ absorbancie Standardného roztoku vitaminu C pri 540 nm od
mnozstva) a Z neho ur¢ime mnoZstvo vitaminu C v mg na 1 ml vzorky (x).
Thto hodnotu vyndsobime prisluSnym riedenim.

Zaver: Uvedieme koncentraciu vitaminu C v ovocnej Stave (v mg/ml).
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Uloha 40: | Dékaz vitaminu A
Reakcia s kyselinou sirovou
Princip: Provitamin A je dolezitou sucastou stravy, pretoze v ludskom organizme sa
Z neho vytvara vitamin A (retinol). Tento vitamin je doleZity pri redoxnych pro-
cesoch v organizme, biochemickych dejoch videnia a podobne. Preto by ho mal
byt v potrave dostatok. Nachddza sa napr. v mrkve a paradajkdch. Jeho ne-
dostatok sposobuje poruchy zraku a rastu. Priemernd denna spotreba vita-
minu A v ludskom organizme je priblizne 2,8 mg.
Provitamin A (Chemicky beta karotén) patri do skupiny karoténov, ktoré sa
V pritomnosti kyseliny sirovej sfarbia na modro alebo modrofialovo.
PN T Tauw
retinol
Reagencie: 1. koncentrovana kyselina sirova
2. petroléter
3. nastruhana mrkva
Material: skimavky, stojan na skimavky, mikropipety
Postup: Do skumavky dame postrihani mrkvu a priddme 3 — 5 ml petroléteru. Ska-
mavku zazatkujeme a dokladne pretrepeme. Obsah skiimavky nechame ustat
2 -4 min avyluh zlejeme do druhej skimavky. K vyluhu potom po stenach
skamavky pridame 3 — 5 ml koncentrovanej kyseliny sirovej a sledujeme fareb-
ni zmenu. Vyluh sa po pridani koncentrovanej kyseliny sirovej sfarbi na stycnej
ploche na modro.
Pozorova- , .
nie- Zaznamename farebnll zmenu.
Uloha 41: | Dékaz vitaminu By
1. Reakcia s kyselinou diazofenylsulfonovou
Princip: Vitamin Bi (tiamin) patri do skupiny vitaminov B rozpustnych vo vode. Fos-
forylovany vystupuje ako koenzym dekarboxylazy a dehydrogenazy kyseliny py-
rohroznovej. Dava farebnu reakciu s kyselinou diazofenylsulfonovou, ¢o sa vyu-
Ziva na jeho dokaz.
NH,
N7 X |\f4\S
L S
HsC N" H,C
tiamin OH
Reagencie: 1.4 % roztok hydroxidu sodného

2.5,76 % roztok uhli¢itanu sodného

3.diazoreagencia (0,9 g kyseliny sulfanilovej v 9 ml koncentrovanej kyseliny
chlorovodikovej doplnime destilovanou vodou do 100 ml. Tento zdkladny
roztok uchovdavame v tmavej flasi. Z neho odpipetujeme 1,5 ml do 50 ml
banky, ktoru drzime v lade, pridame 1,5 ml 5% dusitanu sodného a po
5 minutach este 5 ml dusitanu sodného. Po minite doplnime po znacku.
Roztok nechame v lade este 15 minut. Takto pripravend reagencia vydrzi

24 hodin.)
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4.0,1 % tiamin okysleny kyselinou chlorovodikovou na pH 3 az 4

Material: skimavky, stojan na skimavky, mikropipety
Postup: Do skiimavky napipetujeme 1 ml zmesi hydroxidu sodného a uhli¢itanu sod-
ného v pomere 1:1, prikvapneme 10 — 12 kvapiek diazoreagencie a 2 — 4 kvapky
tiaminu. Poc¢iato¢né zIté sfarbenie sa zmeni za niekol’ko minuit na oranzové.
Pozorova- . .
nie: Zaznamename farebnll zmenu.
2. Reakcia s hexakyanozZelezitanom draselnym
Reagencie: 1.1 % roztok hexakyanozelezitanu draselné¢ho
2.30 % hydroxidu draselného
3. n-butanol
4.0,1 % roztok vitaminu B1
Material: | skimavky, stojan na skiimavky, pipety
Postup: Do skimavky k 1 ml vitaminu B: priddme 2 ml hexakyanozelezitanu dra-
selného, 1 ml KOH a po zamiesani 5 ml n-butanolu. Po dokladnom pretrepani
horna vrstva fluoreskuje pod UV lampou (pri 254 nm).
Pozorova- . ,
nie: Zaznamename farebnll zmenu.
Uloha 42: | Dékaz vitaminu C
Princip: Vitamin C plni v ludskom organizme mnohé dolezité funkcie — je sucastou
antioxidacného systému, je nutny pre normdlnu imunitnu odpoved’ na infekcie,
pre hojenie ran a podobne. Priemernd denna davka pre zdravého dospelého
cloveka by mala byt asi 100 mg.
Uvedeny dokaz vitaminu C je zalozeny na jeho redukcnych schopnostiach.
Kyselina askorbova zredukuje hexakyanozelezitan draselny na hexakyanozelez-
natan draselny a ten utvori so Zelezitym kationom berlinsku modru (hexakyano-
zeleznatozelezitan draselny). Takto mozno polokvantitativne sledovat’ obsah
vitaminu C v jednotlivych druhoch ovocia a zeleniny (intenzita sfarbenia je re-
lativne umernd obsahu vitaminu C).
Reagencie: 1.zmes 1 % roztoku hexakyanozelezitanu draselné¢ho a 1 % roztoku chloridu
zelezitého
2.vitamin C
3. platky roznych druhov ovocia (najlepsie citrusového)
Materidal: | skiimavky, stojan na skimavky, pipety
Postup: Zmes hexakyanozelezitanu draselného a chloridu Zelezitého kvapneme na
tenky platok ovocia a pre porovnanie aj do skimavky s roztokom vitaminu C.
Povodne olivovozelené sfarbenie sa zmeni v pritomnosti vitaminu C na modré.
Pozorova- . .
nie: Zaznamename farebnll zmenu.

153




Praktické cvicenia z biochémie

Vysokoskolsky ucebny text

Autori: doc. RNDr. Erik Sedlak, DrSc.
RNDr. Rastislav Varha¢, PhD.,
RNDr. Patrik Danko, PhD,
doc. RNDr. Helena Paulikova, CSc.
prof. Ing. Dusan Podhradsky, DrSc.

Vydavatel:  Univerzita Pavla Jozefa Safarika v Kogiciach

Vydavatel'stvo SafarikPress

Rok vydania: 2020
Pocet stran: 154
Rozsah: 8,9 AH

Vydanie: prvé

ISBN 978-80-8152-902-3 (e-publikacia)





