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Predslov

Predkladané skriptd su uréené Studentom 3. rocCnika bakalarskeho Studia ucitelstva chémie
v kombindcii na Pedagogickej fakulte TU. V Uvodnej Casti skriptd sumarizuju a vysvetluju zdkladné
laboratérne techniky, postupy a zrucnosti vyuzivané v biochemickom laboratériu (napr. praca
s automatickou pipetou, spektrofotometria) a prinasaju ulohy na ich praktické precvi¢enie. Jadrom
navodov na laboratérne cvicenia su vsak ulohy venované jednotlivym biomolekuldm — sacharidom,
aminokyselindm, proteinom, lipidom, nukleovym kyselindm a enzymom. Vsetky ulohy su navrhnuté
a prakticky odskusané tak, aby ich Studenti stihli zrealizovat v ramci hodinovej dotacie urcenej
pre laboratérne cvicenie. Absolvovanie Laboratérnych cviceni z biochémie umozZni aj Studentom
utitelskych odborov prehibit si teoretické vedomosti z predmetu Biochémia a ziskat praktické
zruénosti nielen z oblasti zakladnych biochemickych metdd, ale i s pracou s biologickym materidlom.

Dakujem recenzentom prof. Jane Sedldkovej a doc. Katarine Kotulakovej za cenné rady a pripomienky,
ktorymi prispeli k skvalitneniu predkladanych navodov. Mgr. Dominike Koperovej a Mgr. Natdlii
Priskinovej, PhD. dakujem za postrehy k realizacii navrhnutych uloh a finalizacii u¢ebného textu.

Autor



Laboratérny poriadok a bezpeénost a ochrana zdravia pri praci v Laboratériu organickej chémie
a biochémie PdF TU.

V Laboratériu organickej chémie a biochémie sa vyskytuju Specifické rizika, a preto osoby pritomné
v laboratériu s povinné dodrzZiavat bezpeénostné predpisy a chranit svoje zdravie a zdravie ostatnych
pritomnych oséb. Z tohto dévodu su povinni dodrzZiavat nasledujice pokyny:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Studenti su povinni sa zodpovedne pripravit na kazdé laboratérne cvi€enie. Pred cvi¢enim si
nastuduju teoreticky Uvod andvod klaboratérnemu cviceniu, a musia poznat principy
realizovanych uloh.

Pri praci vlaboratériu sa Studenti riadia pisomnymi alebo Ustnymi pokynmi a moézu
uskutocriovat iba predpisané experimenty. V pripade, ze akakolvek instrukcia alebo jej ¢ast nie
je dostatocne zrozumitelnd, je student povinny poziadat vyucujiceho o vysvetlenie.

Vstup do Laboratéria organickej chémie abiochémie je povoleny iba v pritomnosti
vyucujuceho. Opustenie laboratéria v priebehu cvicenia alebo po ukonceni dlohy je mozné iba
s vedomim a suhlasom vyucujlceho.

Nedostatocnd priprava na cvicenie, neznalost bezpecnostnych predpisov alebo nevhodné
spravanie pocas laboratérneho cvicenia, mdze byt ddévodom na vyluéenie Studenta
z praktického cvicenia.

Osoby, ktorych pozornost alebo rozpoznavacie schopnosti su alebo moézu byt ovplyvnené
zdravotnym stavom, uzivanymi liekmi, alkoholom alebo omamnymi latkami, nesmu do
laboratéria vstupovat, ani sa v iom zdrZiavat.

V laboratdriu je zakazané jest, pit a fajéit. Rovnako je zakdzané do laboratéria nosit akékolvek
potraviny a ndpoje.

Pred kazdym odchodom z laboratdria je potrebné si umyt ruky.

Pred vstupom do laboratéria sa S$tudenti musia prezut do vhodnej obuvi a obliect si
laboratérny plast, ktory musi byt vidy zapnuty. Studenti si povinni pocas laboratérneho
cvi¢enia pouzivat ochranné okuliare.

Neodporuca sa vstupovat do laboratdria s kontaktnymi SoSovkami. DIhé vlasy musia byt
zopnuté gumickou alebo sponkou. Pred vstupom do laboratéria je potrebné odloZit z rak
prstene a iné ozdoby.

Do laboratéria nesmu vstupovat tehotné Zeny aosoby, ktoré by vzhladom k svojmu
zdravotnému stavu mohli byt ohrozené pobytom v laboratériu, pouzivanymi chemikaliami
alebo biologickym materidlom.

Kazdy student ma pridelené svoje pracovné miesto, na ktorom je povinny udrzovat poriadok
a Cistotu. Kazdy Student zodpovedad za pouzivané pristroje a pomocky. Stratu alebo poskodenie
ihned hlasi vyucujucemu.

Horuce alebo chemikaliami kontaminované pomécky sa odkladaju na vopred uréené miesto.
Zatky reagencnych skimaviek a baniek sa ukladaju na pracovny stél tak, aby sa ¢asti zasiahnuté
reagenciami nedotykali stola. Po pouZiti je potrebné nadobky s reagenciami ihned’ vratit na
povodné miesto.

Do pracovnych stolov je zakazané ukladat horlaviny arozpracované prace, pri ktorych
prebieha reakcia alebo sa predpoklad3, Zze prebehnit moze, pokial nie je v pokynoch uvedené
inak.

V pripade, Ze dojde krozliatiu, rozsypaniu alebo Uuniku akejkolvek chemikalie alebo
biologického materidlu, je Student povinny uskutocnit vsetky opatrenia, aby zabranil skodam
na zdravi, majetku a Zivotnom prostredi a ihned informovat vyucujiceho. To plati aj v pripade
inych neocakavanych udalosti (vzplanutie materidlu, neocakavana reakcia).
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Pri rozliati horlaviny je nutné okamzite zhasnut kahan, zabezpelit dokladné vetranie
a odstranit horlavinu vsiaknutim do porézneho materidlu, ktory sa likviduje ako nebezpecny
odpad.

Rozliate kyseliny sa ihned' riedia vodou a splachnu sa velkym mnoZstvom vody alebo sa
odstrania vsiaknutim do inertného materidlu, ktory sa likviduje ako nebezpelny odpad.
Rozliate zdsady sa splachnu vodou alebo sa odstrania vsiaknutim do inertného materidlu, ktory
sa likviduje ako nebezpecny odpad.

Ostatné rozliate alebo rozsypané chemikalie sa likviduju podla pokynov vyucujiceho, ak nie je
urcené inak, spravidla sa zmetud alebo odsaju vhodnym materidlom a likviduju sa ako
nebezpeény odpad. Zasiahnuté miesto sa dokladne umyje vodou.

Rozbité sklo a odpad s ostrymi hranami musi byt umiestneny do uréenych nadob.

Pri praci s koncentrovanymi kyselinami, zasadami a niektorymi organickymi rozpustadlami sa
pouzivaju ochranné stity na tvar. Dioptrické a ani ochranné okuliare nie si dostatocnou
ochranou.

Pri praci s biologickym materidlom a niektorymi nebezpeénymi latkami sa pouzivaju
jednorazové ochranné rukavice. V pripade znecistenia je potrebné rukavice ihned vymenit.

Je zakdzané pipetovanie Ustami.

Vsetky prace sprchavymi adymiacimi latkami, avuréenych pripadoch aj s dalSimi
nebezpecnymi latkami, je potrebné uskutoénovat v zapnutom digestore.

Testované vbne alebo zapachy vzniknutych plynov je potrebné opatrne pohybom ruky priviat
k nosu. Nesmie dojst k prudkému vdychnutiu koncentrovanych plynov.

S kahanom a predmetmi, ktoré boli zahrievané (skiumavky, azbestova sietka a pod.), je
potrebné pracovat s velkou opatrnostou. Kahan nie je dovolené ponechat horiet bez dozoru.
Ak déjde k ndhlemu zhasnutiu plamenia, je nutné okamzite uzavriet privod plynu, pockat na
vychladnutie kahana a horak nastavit. Horlaviny je zakdzané ohrievat kahanom alebo na variéi.
Skimavka s roztokom sa zahrieva a pozoruje vidy s Ustim odvratenym od tvare vSetkych os6b
v okoli.

Pri likviddcii roztokov po skonéeni pokusu je nutné dodrziavat predpisy a pokyny vyucujiceho.
Roztoky, ktoré mozu byt vyliate do kanalizacie, je potrebné vidy ddokladne zriedit: vodné
roztoky kyselin a zasad asi 1:30, ostatné s vodou miesatelné asi 1:10. Nebezpecné latky, ktoré
sa nesmu vylievat do kanalizacie ani po zriedeni, sa likviduju ako nebezpecny odpad podla
pokynov vyucujuceho.

V pripade, Ze dbéjde kurazu, je potrebné okamzite poskytnit prvi pomoc a udalost
a poskytnuté Gkony bezodkladne ohlasit vyucujucemu.

Studentom je zakdzané manipulovat s elektrickymi pristrojmi a rozvodmi inak, ako je uvedené
v pokynoch. Je zakdzané pripajat neschvalené pristroje. Studenti nesmu snimat kryty pristrojov
a zariadeni, ato ani v pripade, Ze kryt je moZné odmontovat k realizacii uzivatelskej udrzby
(vymena poistiek, Ziaroviek a pod.).

Je nutné reSpektovat bezpecnostné stitky a piktogramy na pristrojoch, pomdckach
a chemikaliach.

V pripade, Ze Student zisti alebo ma podozrenie, Ze doslo k poskodeniu vybavenia laboratéria
spésobom, ktory ohrozuje zdravie a bezpecnost oséb (unikajici plyn, vniknutie tekutin do
elektrickych zasuviek, poskodenie izolacie elektrického vedenia), oznami to okamizite
vyucujucemu. Ak by hrozilo nebezpecenstvo z omeskania, za¢ne sam realizovat zodpovedajtce
bezpecnostné opatrenia.

Po skonceni prace Student umyje pouzité sklo a ulozi dalSie pouZivané pomdcky na uréené
miesto. Pred odchodom zlaboratdria vyucujuci skontroluje pracovné miesto, pouZivané
pristroje a pomaocky.



Oznacenie nebezpecnych chemikalii

Nebezpecné chemikalie v originalnych baleniach sa oznacuju vystraznymi symbolmi, tzv. signalnymi
slovami, a udajmi o nebezpecnosti podla Globdlneho harmonizovaného systému klasifikacie a
oznacovania chemikalii (GHS). Pokial to prevadzkové a technické podmienky umoznuji, moéze sa
rovnaké znacenie, pripadne jeho zjednoduseny variant, pouzit aj v studentskom laboratériu.
Oznacenie chemikalie podla GHS obsahuje:

1.

2.
3.
4

vystrazny symbol (pozri nizsie),

vystrazné slovo ,,nebezpecenstvo” (vyssie riziko) alebo ,,varovanie” (nizsie riziko),

vystrazné upozornenia (H-vety), ktoré obsahuju viac podrobnosti o nebezpecenstve,

pokyny pre bezpecné zaobchadzanie (bezpecnostné upozornenie), ktoré uvadzaju, ako s
latkou bezpecne manipulovat.

Vystraznych symbolov sa pouZiva celkom devéat. Nasledujica tabulka uvadza ich opis zjednoduseny pre
potreby praktickych cviéeni:

Vybusné latky

Plyny pod tlakom

Horlavé latky - patria sem hlavne latky, ktoré mozno lahko zapalit, m6zu
vzplanut pri ohreve alebo pri samovolnej reakcii, dalej latky a zmesi, ktoré
sa mdzu samovolne zahrievat, moZu sa vznietit pri styku so vzduchom,
uvolfuju horlavé plyny pri styku s vodou.

Oxidujuce latky
Samy o sebe nie su horlavé, ale mézu reagovat predovietkym s horlavymi
latkami a sp6sobit ich poZiar, vybuch alebo mdZu poziar zosilnit.

Korozivne a Zieravé latky
Mo6Zu vazine poskodit kozu alebo odi.

Toxické latky
Pri poziti, alebo v niektorych pripadoch pri vdychnuti ¢i styku s pokozkou,
mozu sposobit akutne poskodenie zdravia alebo smrt.

Drazdivé latky

Napr. latky spdsobujuce podrazdenie koZe, oli alebo dychacich ciest,
omamné latky a latky, ktoré maju iné skodlivé ucinky na zdravie. Rovnakym
symbolom sa oznacuju tiez latky poskodzujuce ozénov vrstvu.

Latky nebezpecné pre zdravie

Tymto symbolom sa oznacuju napr. latky karcinogénne, poskodzujlice plod
alebo mutagénne. Dalej sem patria latky, ktoré mézu poskodit urcity orgdn
alebo ktoré vyvolavaju alergie, astmu alebo ochorenie dychacieho systému.

HSGHHSSD

Latky nebezpecné pre Zivotné prostredie
Patria sem najma latky poskodzujice vodné ekosystémy.




Prva pomoc pri Urazoch v laboratériu

Vniknutie chemikalie do oka

Ak vnikne do oka akakolvek chemikélia alebo biologicky material, je nutné okamzite oko vyplachnut
pomocou ocnej sprchy alebo pridom vodovodnej vody. Ak mda postihnuty nasadené kontaktné
$o3ovky, treba ich ¢o najskor vybrat. Dal$i postup uréi vyuéujuci. Pri prvej pomoci sa nepouzivaju ziadne
neutralizané roztoky ani o¢né kvapky.

Poleptanie koZe
Najskér je potrebné odstranit zasiahnuty odev, poleptané miesta je ihned nutné dlhodobo oplachovat
pradom vody. V pripade tazsieho poleptania zaisti dalSie osetrenie vyucujuci.

Popalenia
Postihnuté miesto je potrebné ¢o najrychlejsie ochladit studenou vodou. Na popdélent plochu sa
neaplikuju ziadne masti ani lieky. Dal3ie o$etrenie zabezpedi vyucujuci.

Otvorené poranenia

Najprv je potrebné zastavit krvacanie. Drobné rany (porezanie sklom) umyjeme priadom vody, dalsie
osetrenie (vratane dezinfekcie a sterilného krytia) zabezpeci vyucujuci. Cudzie telesa, napr. ulomky
skla, sa z rany pri prvej pomoci nevyberaju.

Inhalacia skodlivych latok
Postihnutého je nutné premiestnit na ¢erstvy vzduch a uvolnit odev. Ak postihnuty nedycha, za¢ne sa
neodkladnd resuscitacia. Dalsie odetrenie zabezpeé&i vyucujici.

Potzitie Skodlivych latok
Je nutné okamiite informovat vyucujuceho, ktory zaisti oSetrenie.



1. Zakladné zrucnosti potrebné pre pracu v biochemickom laboratériu
1.1 Vazenie

Na navaZovanie latok pouzivame vahy. Vahy pouzivané v chemickom laboratdriu sa daji rozdelit podla
niekolkych hladisk. Najbeznejsie je delenie podla citlivosti, teda na kolko desatinnych miest (v
gramoch) st schopné vazit, a podla svojej konstrukcie.

Delenie podla citlivosti: vahy vazZiace na celé gramy, na jedno alebo dve desatinné miesta sa nazyvaju
predvazky (1); vahy vaZiace na tri desatinné miesta su semianalytické vahy (2); na Styri desatinné
miesta a viac s vahy analytické (3).

Vazivost vah je daj o maximalnej moZnej hmotnosti, ktoré su vahy schopné odvazit.

Delenie podla konstrukcie (ma skor okrajovy vyznam): (1) vahy optomechanické, dnes uz pouZivané
minimalne, nakolko boli nahradené vahami elektronickymi; (2) vahy elektronické, dnes
najmodernejsie, predstavuju najcastejSie pouzivany druh vah.

Nech pouzivame akykolvek typ vah, musime dodrziavat niektoré zakladné pravidla. Vodovaha - vahy s
presnostou na jedno alebo dve desatinné miesta vyZzadujua aspon priblizne rovnu plochu. Pokial nie je
plocha dostatocne rovna na displeji vah sa objavi chybové hlasenie (Error xy). Pre vahy s vacsou
presnostou je vyZzadovana rovna plocha. Preto tento typ vah je od vyroby vybaveny vodovahou.
Nastavenie vodorovnej polohy realizujeme aretacnymi skrutkami vahy alebo vdhy umiestnime na
vahovy stél, ktory vyvaZzime. Vahy musia byt vynulované - po spusteni vdh musia ukazovat nulu. Pri
mechanickych a najma optomechanickych vdhach byva zabudovany nulovaci mechanizmus, ktorym
vahy vynulujeme. Castou pri¢inou zlého nulovania je nedodrzanie podmienky vodovahy. Elektronické
vahy sa vacéSinou nuluju samé. Vahy je nutné udriiavat v istote. Zabrani sa tym nielen ni¢eniu vah,
ale aj moZnej kontaminacii dalSej navaZovanej vzorky. Vahy sa utieraju suchou handri¢kou, ometaju
Stetcom, pripadne pri vacsom znedisteni utieraju handrickou namocenou v alkohole.

Nikdy nevazime priamo na miske vah! Na navaZovanie pouzivame prednostne materialy, ktoré mozno
v pripade potreby oplachnut (laboratérne sklo, porcelan, teflén pripadne kovové materialy uréené na
vazenie). Filtracny papier je nevhodny pre svoju hrubost a pdrovitost a zachytava sa v nom urcité
mnozstvo vzorky.

Tarovanie - vicsina elektronickych a niektoré optomechanické vahy maju zabudovanui pomaocku na
vynulovanie vah po vloZeni laboratérneho skla, na ktoré chceme navaZovat. Nemusime si tak
zaznamenat hmotnost tohto skla, ale po vloZeni skla nechame vahy ustdlit, a potom pouZijeme
tarovanie. Vahy sa vynuluju a mézeme navazovat pozadovani hmotnost.

1.2 Meranie objemu kvapalin - pipetovanie

V sucasnej dobe sa v biochemickom alebo molekularno-biologickom laboratériu pracuje takmer
vyhradne s automatickymi jedno a viackandlovymi pipetami, ktoré nahradili menej presné sklenené
pipety. Automatické pipety su vhodné pre pipetovanie mikrolitrovych objemov. MozZzu byt s fixnym
alebo nastavitelnym objemom (1 - 10 ml, 1 — 5 ml, 100 — 1000 pl, 20 — 200 pl, 2 — 20 pl alebo 0,2 -2
ul), pricom objem sa nastavuje otocenim reguldtora objemu a zobrazi sa na indikatore objemu. Typicka
automaticka jednokanalova pipeta s nastavitelnym objemom je na Obr. 1.

PouZivaju sa dve techniky pipetovania — pipetovanie smerom dopredu areverzné pipetovanie.
Pipetovanie smerom dopredu (priame pipetovanie) je najCastejsi sposob pipetovania, pri ktorom
davkovaci piest stlatime do prvej polohy (po prvi zardzku) a pipetu s nasadenou Spickou kolmo
ponorime do kvapaliny (2-5 mm pod hladinu). Pomaly uvolnime piest, pricom dochadza k nasatiu
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kvapaliny do $picky. Pri vypustani kvapaliny do reakénej zmesi drzime Spicku v miernom uhle proti
stene nadoby a pomaly stlac¢ime piest po prvu zarazku. Po vyteceni kvapaliny stla¢ime piest do druhej
polohy (po druhu zarazku), ¢im dosiahneme Uplné vyprazdnenie Spicky (Obr. 2).

Obr. 1. Automaticka pipeta s nastavitelnym objemom Eppendorf. 1. davkovac, 2. regulator objemu, 3.
zhadzovac, 4. indikator objemu, 5. jednokanalovy vrchny diel s menovitym objemom, 6. justovaci
otvor, 7. indikator justovania, 8. aktivne pole, 9. jednokandlovy spodny diel s menovitym objemom, 10.
zhadzovacie puzdro, 11. hrot kuZela, 12. $picka pipety.
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Obr. 2. Pipetovanie smerom dopredu — priame pipetovanie.

Reverzny sposob pipetovania sa vyuZiva pri pipetovani malych objemov do 50 pl sciefom
minimalizovat relativnu chybu pipetovania. KedZe pri reverznom pipetovani sa nasava vacsi objem (ako
je na pipete nastaveny) mozno s nim zlepsit vysledky pipetovania aj pri praci s kvapalinami s vyssou
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viskozitou a sklonom k peneniu. Pri nasavani stlacame piest pipety az do druhej polohy (po druhu
zarazku) a Spi¢ku kolmo vlozime do kvapaliny. Pomaly uvolnime piest, pricom dochadza k nasatiu
kvapaliny do $picky. Pri vypustani kvapaliny do reakénej zmesi drzime Spicku v miernom uhle proti
stene nadoby a pomaly stlaéime piest po prvu zardzku a pockame, kym prestane kvapalina vytekat
(Obr. 3). Zvysna kvapalina zostdva v Spicke — nepatri k pipetovanej davke!

7 7 3
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—

Obr. 3. Reverzné pipetovanie.

V laboratdrnej praxi sa mézeme stretnit aj s opakovanym pipetovanim. Tento spdsob pipetovania je
urceny pre opakované pipetovanie rovnakého objemu, napr. na pridavanie Cinidla do série skiimaviek.
Ide v podstate o opakujlice sa reverzné pipetovania. Po nasati kvapaliny do $pi¢ky sa opakuju kroky 2
a3 naOlbr. 3.

Uloha 1. Pipetovanie destilovanej vody s kontrolou vazenim

a) Pipetovanie vacsich objemov pouiZitim automatickej jednokanalovej pipety s fixnym
objemom

Pomdcky: kadicka, automatické jednokanalové pipety, Spicky (modré a biele), analytické vahy

Pracovny postup: Na misku vah poloZte prazdnu mald kadic¢ku (20 alebo 50 ml), do ktorej budete
pipetovat destilovanu vodu, a stlaéte tladidlo pre tarovanie (vynulovanie hmotnosti na vahach
poloZenej nadobky, v ktorej vazime). Kadicku preneste z misky vah na pracovny stél a postupne
do nej napipetujte destilovanu vodu v nasledujucich objemoch:

3 x 3000 pl; 2 x 1000 pl; 1 x 500 pl

Pre pipetovanie 3000 ul (3 ml) pouZijete automaticku pipetu s fixnym (pripadne nastavitefnym)
objemom a prislusnu velkd bielu $picku. Vzdy je potrebné prekontrolovat, Ze spojenie 3picky s
pipetou je pevné. Automatické pipety, ktoré budete pouzivat, sa nasadzovanim a zloZenim
Spicky lahko v mieste pripojenia Spicky povolia, potom dostatoCne netesnia a pipetovana
kvapalina zo $picky vyteka! Podobne budete automatickou pipetou s fixnym objemom pipetovat
1000 pl (1 ml) a 500 pl (0,5 ml), pricom pouZijete modra Spicku. PouZite priamy sposob
pipetovania.

Po dokonceni pipetovania kadicku polozte na misku vah a odéitajte hmotnost napipetovanej
destilovanej vody. Porovnajte skutocny odvazeny vysledok s o¢akavanou hodnotou vypocitanou
suétom pipetovanych objemov a prepocétom objemu na hmotnost pouzitim hustoty. Uvazujte
hustotu destilovanej vody pri teplote v laboratériu rovni p = 1,000 g/cm?.
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Ocakavany objem Ocakavana hmotnost Skuto¢na hmotnost

b) Pipetovanie mensich objemov pouzitim nastavitelnej automatickej pipety

Pomocky: skimavky typu Eppendorf (eppendorfky), automatické nastavitelné pipety, Spicky
(modré a Zlté), analytické vahy

Pracovny postup: Na misku vah poloZte prazdnu plastovu skimavku - eppendorfku, do ktorej
budete pipetovat destilovand vodu a stlaéte tladidlo pre tarovanie. Vezmite otvorenu
eppendorfku do ruky a postupne do nej napipetujte destilovani vodu s nasledovnym objemom:

265 ul; 35 pl

Na pipetovanie objemu 265 pl pouzite automatickd pipetu s rozsahom 100 — 1000 pl a modru
Spicku. Na pipetovanie objemu 35 pl pouZzite automaticku pipetu s rozsahom 20 — 200 ul a zZltd
Spicku. Pouzite priamy a reverzny sp6sob pipetovania.

Po dokonceni pipetovania eppendorfku uzavrite, polozte na misku vah a od¢itajte hmotnost
napipetovanej destilovanej vody. Porovnajte skutony odvazeny vysledok s ocakavanou
hodnotou vypoditanou suétom pipetovanych objemov a prepoétom objemu na hmotnost
pouzitim hustoty. Uvazujte hustotu destilovanej vody pri teplote v laboratériu rovni p = 1,000
g/cm?3.

Ocakavany objem Ocakavana hmotnost Skutoéna hmotnost

c) Zistenie hustoty roztoku
Pomaocky: eppendorfky, automaticka pipeta, modré Spicky, analytické vahy

Pracovny postup: Na misku vah polozte prazdnu eppendorfku a stlacte tlacidlo pre tarovanie.
Do eppendorfky pipetujte presne 1000 ul roztoku, ktorého hustotu mate zistit. Pre pipetovanie
1000 ul pouZite pipetu s nastavitelnym objemom v rozsahu 100-1000 pl a modru Spicku.
Eppendorfku uzavrite, poloZte na misku vah a odéitajte hmotnost napipetovaného roztoku.

Zo znameho objemu a hmotnosti vypocitajte hustotu.

Objem Hmotnost Hustota
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d) Priprava roztoku a jeho presné rozpipetovanie
Pomocky: eppendorfky, automatické pipety s nastavitelnym objemom, ZIté a biele Spicky

Pracovny postup: Do eppendorfky napipetujte 85 pl destilovanejvody a 15 pl farebného roztoku
(napr. roztok metylénovej modrej). Na pipetovanie 85 ul pouZite pipetu s nastavitelnym
objemom v rozsahu 20-200 pl a ZItu Spicku. Na pipetovanie 15 pl pouZite pipetu s nastavitelnym
objemom v rozsahu 2-20 pl a malu bielu Spic¢ku. Pridavate velmi maly objem, preto je Ustie Spicky
potrebné ponorit pod hladinu roztoku, ktory uz je v eppendorfke. Pocas pridavania na 15 pl
vysledny roztok aj premieSajte. Na tento Ucel najlepSie posluzi opakované nasavanie a
vypustanie do spicky pipety, teda pohyb roztoku v $picke hore a nadol. V nasom pripade je roztok
farebny, mali by ste priamo vidiet, ¢i uZ je dostatoéne premiesany. Dajte pozor, aby $picka po jej
vytiahnuti spod hladiny na konci premiesania bola prazdna!

Do stojanu si pripravte 5 mikroskimaviek (eppendorfiek) a do kazdej pipetujte presne 20 ul
pripraveného roztoku (Obr. 4). PouZite priamy i reverzny sposob pipetovania.

e
_—

‘ A
_—
=

5 x 20 pl

=y JUuUy

4 %20 pl

100 | ! \ \ \ \

Obr. 4. Sposob rozpipetovania pripraveného roztoku. A — pouZite priame pipetovanie, B —
pouZite reverzné pipetovanie.

Vyhodnotte ako presne a spravne ste v oboch pripadoch pipetovali:

e) Pipetovanie velkych objemov

Pomaocky: titracnd banka, sklenend pipeta, pipetovaci nastavec alebo baldnik, davkovacia flasa
s 0,1 M HCI, metylova Cerven

Pracovny postup: Do titracnej banky pipetujte 10,0 ml destilovanej vody a pridajte: 5,0 ml 0,1
M HCl a 5 kvapiek indikatora (metylova cerven). Na pipetovanie 10,0 ml destilovanej vody
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pouzite sklenenu pipetu s pipetovacim nastavcom alebo balénikom. 5,0 ml 0,1 M HCI pridajte
z davkovacej flase (je uréena na davkovanie agresivnych reagencii a ide o nadobu s piestom, na
ktorom je mozné nastavit pozadovany objem). Pri davkovani sa cely piest vytiahne na doraz hore
a potom sa pomaly stlaci spat dole. V poslednom kroku pridate 5 kvapiek indikatora.

Uvedeny roztok pouZite na nacvik pipetovania (Obr. 5). V pripade pipetovania celého objemu, je
nutné vypustit kvapalinu aZ po oznacenu rysku.

LU~ VL g
5m| | =

A1B—‘_C@

Obr. 5. Technika pipetovania. A — spravne odcitanie objemu na spodny meniskus odmeriavane;j
kvapaliny, B — napipetovany vacsi objem, C — napipetovany sprdvny objem, D — nie je
napipetovany cely objem, E — priloZzenim pipety k stene nadoby dosiahneme vypustenie pipety
aZz po koncovu risku.

1.3 Spektrofotometria

Pri stanoveni mnohych biochemicky vyznamnych latok (sacharidov, proteinov, nukleovych kyselin) sa
vyuzivaju optické metddy, nakolko su rychle, citlivé, presné a navysSe nedestruktivne, ¢o znamenj, Ze
po merani moZeme roztok dalej pouZivat a spracovavat inymi metédami. Optické metddy su zalozené
na interakcii elektromagnetického Ziarenia s hmotou.

Spektroskopia je fyzikalno-chemicka disciplina zaoberajlca sa vznikom a vlastnostami vsetkych druhov
spektier, interakciami medzi hmotou a elektromagnetickym Ziarenim. Skima zavislost absorpcie,
emisie alebo rozptylu elektromagnetického Ziarenia ako funkcie vinovej dizky (A) alebo frekvencie (f).
Interpretaciou vysledkov moézeme ziskat informéacie o kvantite a kvalite skdmanych latok.
K spektroskopii zaradujme aj absorpéni spektrofotometriu, ktord sa zaoberd meranim a
interpretaciou elektronovych spektier molekul Iatok, ktoré absorbuju elektromagnetické Ziarenie v
rozsahu vinovych dizok 200 aZ 800 nm.

Absorpcia Ziarenia je charakteristickou optickou vlastnostou latok. Pri interakcii elektromagnetického
Fiarenia (svetla) vhodnej vinovej dizky s ¢asticami latky (atdémami a molekulami) dochadza k vyuZitiu
energie foténu (absorpcii) na excitdciu valenénych elektrénov. Intenzita vystupujuceho svetla (/) je teda
mensia ako intenzita svetla, ktoré na latku dopada (/o) a plati pre fnu Lambertov zakon:

=1, 107+
kde | je hribka absorbujlcej vrstvy a veli¢éina W predstavuje linearny absorpény koeficient. Pomer
intenzity vystupujuceho a dopadajlceho svetla nazyvame transmitancia (7):
T-1

Io
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Hodnoty T sa pohybuju od 0 (pohlti sa vSetko Ziarenie) az po 1 (vSetko Ziarenie prechadza) a niekedy
sa udava aj v percentdch. Zaporny dekadicky logaritmus transmitancie sa nazyva absorbancia (A):

A=—logT = —Iog(llj =u-l

0

Spektrum, ktoré vznika prechodom svetla urcitou latkou, oznacujeme ako absorpcné spektrum
a predstavuje graficku zavislost absorbancie od vinovej dizky.

Pre absorpciu v roztokoch plati Beerov zdkon, kde absorpcny koeficient roztoku je priamo Umerny
koncentracii c:

H=¢&-C
Koncentraciu ¢ zvy€ajne uvadzame ako moldrnu, preto veli¢inu € (konsStanta Umernosti) nazyvame

moladrny absorpény koeficient. € je 3$pecificky pre danu latku a vinovd dizku. Kombindcia vyssie
uvedenych vztahov je znama ako Lambertov-Beerov zakon (Obr. 6):

A=c¢-l-c

Obr. 6. Grafické znadzornenie Lambert-Beerovho zakona.

Absorbancia je velmi uzZito€na veli¢ina priamo Umerna koncentrdcii latky ¢ a hrubke absorbujucej
vrstvy /, o v naSom pripade predstavuje dizku optickej drahy ($irky) kyvety (najéastejsie 1 cm). Platnost
Lambert-Beerovho zikona je obmedzend iba na monochromatické svetlo, konstantnu dizku kyvety
a rovnaké rozpustadlo.

Skdimanim spektroskopickych vlastnosti vo viditelnej (VIS) a ultrafialovej (UV) oblasti spektra sa
zaobera UV/VIS spektroskopia a fotometria. VyuZiva svetlo z UV oblasti (vinova dizka 10 — 390 nm),
viditelnej oblasti (vinova dizka 390 — 790 nm) a prifahlej infradervenej oblasti (vinova di?ka 770 nm —
1000 nm). Spektrofotometria v najjednoduchSom usporiadani pre viditelnd oblast sa nazyva
kolorimetria. Latky, ktoré absorbuju len Ziarenie s vinovou dizkou men3ou ne# 380 nm (ultrafialové
Ziarenie), sa prejavuju ako bezfarebné. Naopak latky, ktoré absorbuju z bieleho slne¢ného Ziarenia
vinové dizky v rozsahu 380 az 770 nm, sa prejavuju ako farebné.

UV/VIS spektrofotometria nam teda vdaka platnosti Lambert-Beerovho zdkona umoziiuje zistit
neznadmu koncentraciu neznamych roztokov latok (v nasom pripade potravinarskych farbiv). Ta sa
uréuje dvoma spdsobmi: metddou kalibragnej krivky (pozri Uloha 3) a metédou $tandardného
pridavku.
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Metoda kalibracnej krivky je postup, kedy sa zmeria absorbancia niekolkych kalibraénych roztokov s
roznou koncentraciou, a to v rovnakej kyvete a pri rovnakej vinovej dizke. Z kalibraénej krivky moézeme
nasledne overit platnost Lambert-Beerovho zdkona. Vysledna zavislost by v idedlnom pripade mala byt
linedrna, prechddzajuca zaciatkom - tzv. kalibrac¢nd priamka. Tato metdda je vsak pouzitelnd len pre
jednoduchtd matricu.

Metodda standardného pridavku je postup, pocas ktorého sa zmeria absorbancia neznamej vzorky a
potom sa koncentrdcia latky vo vzorke zvysi definovanym pridavkom Standardu, a meria sa
zodpovedajlca absorbancia roztoku. Touto metddou sa da stanovit latka v zloZitej matrici, kedy by
stanovenie metddou kalibrac¢nej krivky bolo pomerne zlozité.

Na urcenie absorbancie farebnych roztokov najcastejsie vyuzivame spektrofotometer (Obr. 7, 8), do
ktorého vlozime kyvetu s farebnym roztokom. Spektrofotometer meria intenzitu svetla po prechode
vzorkou (/) addva ju do pomeru kintenzite svetla pred prechodom vzorkou (/o). Navyse,
spektrofotometer umozriuje nastavenie lubovolnej vinovej dizky monochromatického svetla alebo tiez
meranie absorbancie spektra v uréitom Useku vinovych dizok. Na zaklade vy$sie uvedenych vztahov
medzi veli¢inami mbézeme urcovat transmitanciu, absorbanciu alebo koncentraciu latky v roztoku.

zdroj svetla kolimator monochromator vzorka detektor

Obr. 7. Schéma spektrofotometra.

4

Obr. 8. Spektrofotometer Specord 50 pouZity v experimentalnej ¢asti.

Stanovenie koncentracie neznamej latky pomocou rovnice linearnej regresie. Rovnicou linearnej
regresie:

y=a+b-x
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vyjadrime teoretickl zavislost nameranej absorbancie vzorky od koncentracie. Vzorec vseobecnej
rovnice linedrnej regresie vychadza z Lambert-Beerovho zakona. Obsahuje dve premenné (x, y) a dva
regresné koeficienty (a, b). Obe premenné mdzeme lahko nahradit veli¢inami z grafu kalibrac¢nej krivky,
ktord nam vyjadruje zavislost absorbancie od koncentracie. Teda x znamena koncentraciu (c) a y
absorbanciu (A). Rovnica by teda po Uprave mala tvar:

A=a+b-c

Regresny koeficient a vyjadruje moznu systematickd chybu merania (pripadne odchylky spésobené
necistotami na stene kyvety a pod.). Tym, Ze predpokladame jeho existenciu, tieto chyby "odfiltruje".
Linearny ¢len b - ¢ uz zodpoveda "Cistému" Lambert-Beerovmu zakonu. Podla neho je absorbancia
roztoku rovna:

A=¢-l-C

Koncentrécia vystupuje v oboch vyrazoch, preto mézeme povedat, Ze koeficient regresie b sa rovna
sucinu molarneho koeficientu extinkcie a Sirky kyvety:

b=¢-I

Tento prvok ndm v rovnici regresie vyjadruje smernicu priamky. Odtial uréime molarny extinkény
koeficient:

e=b/l

Musime vsak dat pozor na jednotky, nakolko koncentracia sa uvadza v umol/|, zatial ¢o Sirka kyvety je
v centimetroch. Ak pozndme regresné koeficienty, méZzeme nezndmu koncentraciu roztoku urcit zo
zmeranej absorbancie podla vztahu:
_A-a
b

Uloha 2. Meranie absorpéného spektra potravinarskych farbiv

SPECORD 50 plus je spektrofotometer, ktory meria v oblasti vinovych di?ok 190 — 1100 nm.
UmozZiiuje meranie absorbancie v intervale hodndt A= (-3) — (+3). Spektrofotometer ovldadame
pomocou programu WinASPECT, ktory sucasne umoziuje jednoduchd a rychlu analyzu dat.
Farbivo FCF briliantovd modra absorbuje vo fialovej a ¢ervenej oblasti spektra viditelného
Ziarenia, ZIta SY absorbuje v modrej oblasti spektra viditelného Ziarenia (Obr. 9).

briliantovd modra s s 71t4 Sy MNaSOi

Pomocky: automatické pipety, pipetovacie Spicky, kadicky, odmerné banky, kyvety,
spektrofotometer Specord 50 plus

Chemikalie: zasobny roztok potravinarskeho farbiva FCF briliantova modra (40 mg/L), zadsobny
roztok potravinarskeho farbiva ZIta SY (40 mg/L), destilovana alebo deionizovana voda
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Obr. 9. UV-Vis spektrum FCF briliantovej modrej (zelena ciara) a Zltej SY (¢ervena Ciara).

Pracovny postup:

1. Do oznacenych kadiciek nalejte destilovanu vodu, pripravené roztoky potravinarskych farbiv.
Zapnite spektrofotometer a PC.

Spustite program WinAspect z ikony na pracovnej ploche.

Po spusteni programu zvolte z lavého menu panel ,,Spectrum® (Obr. 10).

Po otvoreni ponuky vyberte ,Method setup” pre nastavenie parametrov merania (Obr. 10).

vk wnN

[ Aspect UV
File Settings Moduls Instrument Info

Method setup

[REE

Spectrum

==

-

Photometry

o

Kinetics

O
4 Method pote

General

Measurement mode Absorpti

Range 150,00 4
- Measuring points 1,00 nm
Speed 10,0 nm,

&

Integration time 0,1s
Lamp change 320 nm 7

Colorimetry

Obr. 10. Nastavenie spektrofotometra.
6. V paneli ,General” zvolte ndzov (Title) dokumentu a nastavte nasledovné parametre:

Measurement mode — Absorption; Range — 190 — 800 nm. Ostatné parametre ostavaju
nezmenené (Obr. 11).
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P2 Aspect Uy

File Settings Moduls Instrument Info B Spectrum - Settings
Mew document

G | anora
ﬁ ST — | | Generd General

Accassory

Evaluation
Method setup Calibration Title [oha 1 $
7] | Sample sequence

Automatic save

Quick Start Fie ..

Miote Parameters Measurement mode Aabsorption A —
Range [m] 150,00 - [s00,00
Measuring peints [nm] 10 ~|  Integration tme [s]
0,1
Speed [nm/s] 100 ~ "
B wethod = Lamp change at 320 nm * ~
General Multiple measurement  Kumber >
Measurement mode Absorpti
Kinetics Range 190,00 Time controlled
) Measuring points 1,00 nm 5 » o1 | Ahimmess
speed 10,0nm,
\ Integration tme 0,15
Colorimetry Lemp chang s
Accessory
Standard cell holder
e .. ck Cancel

Obr. 11. Nastavenie spektrofotometra - metéda.

7. V paneli ,Sample sequence” zvolte pocet vzoriek kliknutim na ,Add samples”. Pridajte
odpovedajuci pocet vzoriek (Sample) a slepu vzorku (Blank). V pripade vzoriek zvolte poradie
merania ,, At the end”, pri slepej vzorke , At start” (Obr. 12) a stlacte ,,OK”.

Moduls  Instrument  Info Eg Spectrum - Settings — o 1%
New document

Spectrum General
Accessory _ . _ _ i
% Evaluation mfgur e sampie table, ST o the SequENcE by Measire Sequence” in the men
Ao e Calibration Sample table
w Sample sequence E
Automatic save Add samples Remove samples Import data
Note
No. Type Name Note
1
2
3
4
:
+ Method Note
General
Measurement mode Absorpt]
Kinetics Range 190,00
= Measuring points 1,00 nm
g Speed 10,0 m,
-/ Integration tme 0,15
Lamp change 320 nm
Accessory
Standard cell holder
< >
bz Pees Ok Cancel

Obr. 12. Nastavenie spektrofotometra - vzorky.

8. Pred samotnym meranim je nutné uskutocnit referencné meranie. Farbiva su rozpustené
v destilovanej vode, preto pouZijeme ako blank destilovanu vodu. Zvolte ikonu ,Reference
R“ otvorte kryt spektrofotometra a kolmo vlozte do drziaka kyvetu s destilovanou vodou.
Kyvetu vidy drite za matnu stranu. Svetelny 1U¢ prechadza Cirymi stranami a ich znecistenim
(napr. odtlackom prstu) moze doéjst ku skresleniu vysledkov merania. Spustite referen¢né
meranie (Obr. 13). Po skonéeni merania stlacte ,,OK“.
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Uloha 1

Spectrum

o > ¥

Measure sequence  Measure sample Reference Stop
O+

Fie ...

o
= Method ote

General
Measurement mode Absorpti
Range 180,00

Measuring points 1,00 nm
10,0nm, Information

Speed
Integration time 0,15

Lamp change 320mm o Start of reference measurement

Accessory
Standard cell holder

Yes No

Obr. 13. Nastavenie spektrofotometra — referenéné meranie.

9. Vtejto chvili je spektrofotometer pripraveny na meranie. Zvolenim mozZnosti , Measure
sequence” sa otvori okno, ktoré nas informuje o nastavenom poradi vzoriek (Obr. 14). Po
stlaceni ,,OK” zacneme s meranim spektra slepej vzorky. Podla postupu vyssie vloZime kolmo
do drZiaka kyvetu s destilovanou vodou. Po potvrdeni vloZenia spektrofotometer zmeria
absorpéné spektrum vody. Rovnako budeme postupovat aj v pripade vzoriek roztokov
potravinarskych farbiv. Dbajte na to, aby bola kyveta vidy Cistd a medzi meraniami kyvetu
vidy premyte destilovanouu vodou. Spekrofotometer je pristroj citlivy na vyliatie kvapalin.
Pracujte preto opatrne a v pripade rozliatia kvapaliny miesto ihned osuste (napr. bunicitou

vatou).

B Aspect UV
File Settings Moduls Instrument Inf

Ulsha 1

Spectrum

F > ¥
File... | Measuresequence Measuresample  Reference
PE sequenz settings - o X
-¢ | O4
Mode of sample type Sample table
Rl[s|o Addsamples || Remove samples || Import data
No. Type Name Note
e vee | . =
=] 2
+ Method pote o o 3
General 4
Measurement mode Absorpti 5
Range 130,00
Measuring points 1,00 nm,
Speed 10,0mm,
Integration time 0,15
Lamp change 320 rm
Accessory
Standard cell holder
< >
o

Obr. 14. Nastavenie spektrofotometra — meranie vzoriek.

10. Po skonceni merania prevedieme vysledky do podoby dokumentu a uloZime pod svojim
menom.
11. Vyhodnotenie vysledkov.

19



Uloha 3. Stanovenie koncentracie neznamej vzorky a Lambert-Beerov zakon

Podla Lambert-Beerovho zakona je zavislost absorbancie od koncentracie v uréitom
koncentra¢nom rozsahu linearna. Preto je potrebné pred meranim neznamych vzoriek urcit
koeficient Umernosti a zostrojit kalibraénd krivku pomocou merania absorbancie vzoriek so
zndmou koncentraciou.

Pomocky: automatické pipety, pipetovacie Spicky, kadicky, odmerné banky, kyvety,
spektrofotometer Specord 50 plus

Chemikalie: zasobny roztok potravinarskeho farbiva FCF briliantova modra (40 mg/L), zasobny
roztok potravinarskeho farbiva zIta SY (40 mg/L), roztoky farbiv s neznamou koncentraciou,
destilovanad alebo deionizovana voda

Pracovny postup: Pripravte si 50 ml zdsobného roztoku potravinarskych farbiv FCF
briliantova modra a Zlta SY s koncentraciou 40 mg/I. Tieto nasledne nariedte destilovanou vodou
tak, aby ste pripravili roztoky s koncentraciou 20, 10, 5 a 2,5 mg/I. Po priprave vzoriek zmerajte
ich absorbanciu pri vinovej dizke, ktoru uréite podla spektier farbiv FCF briliantova modra a 7Ita
SY nameranych v Ulohe 2.

Najprv si zostrojite kalibracna Ciaru, ktord zobrazuje zavislost spektrofotometrom namerane;j
absorbancie od koncentrdcie roztoku. Program WinAspect na zéklade kalibra¢nej krivky vypocita
hodnoty potrebné pre vypocet molarneho koeficientu extinkcie a nakoniec ur¢i nezndmu
koncentrdciu vzorky v kyvete.

1. Do oznacenych kadiciek nalejte destilovanu vodu, pripravené roztoky potravinarskych farbiv
s pozadovanou koncentraciou.

2. Zapnite spektrofotometer a PC.

3. Spustite program WinAspect z ikony na pracovnej ploche.

4. Po spusteni programu zvolte z lavého menu panel ,,Photometry” (Obr. 15).

5. Po otvoreni ponuky vyberte ,,Method setup” pre nastavenie parametrov merania (Obr. 15).

[’ aspectuv

File Settings Moduls Instrument Info

New document New document

Photomg
B o
File...| | Method setup
O+

o
% Method Note

General

Measurement mods Absorpti
Wavelengths 500,001
Integration tme 0,15
Lamp change 320mm

Accessory
Standard cel holder

Obr. 15. Zakladné nastavenie spektrofotometra.
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6. V paneli ,General” zvolte nazov (Title) dokumentu a nastavte nasledovné parametre:
Measurement mode — Absorption; Wavelenght (nm) — 625 (pre FCF briliantovi modru).
Ostatné parametre ostavaju nezmenené (Obr. 16).

[ Aspect U

File Settings Moduls Instrument Info

New document Kalibraéna Eiara

Photometry
= R
¥ > ¥
File ... Method setup Measure sequence  Measure sample Reference
[’ Photometry - Settings - O X
’ General -
Accessory General
Evaluation
Calibration
Title &na G
-
Automatic save
ot General Measurement mode Absorption ——
u]
+ Method Note 625,00 +

General Wavelengths [m]

Measurement mode Absorpti

Wavelengths 625,00

Integration tme 0,15 Integration time [5] o1 ~

Lamp change 320 nm

) Accessory Lamp change at 320nm * v
EEmRRy Standard cell holder
Multiple measurement  Number =
Batch
e 0 00 00 ] hbzmm:ss

Hep ... ok Cancel

Obr. 16. Nastavenie spektrofotometra - metéda.

7. Zvolte panel ,Calibration” a potvrdte vyber (Obr. 17). Vyberte rovnicu pre linearnu regresiu
a zvolte jednotku ,Unit”, v tomto pripade mg/l. Ostatné parametre ostavaju nezmenené.

(B Aspect UV
File Settings Moduls Instrument Info

New document  Kalibragnd 8iara

Photometry
= R
g > ¥
File ... Method setup Measure sequence  Measure sample  gReference
O
[® Photometry - Settings - O X
General
Accessory
Evaluation "
Calibration
[ Calibratic
Sample sequence whration
Automatic save
Note Choice Create new
[a]
4 Method | Note Regression y=A+87x v —
General Ordinate value Used wavelength ~
Measurement mode Absorpti
w625 ~
Wavelengthe 625,00
Lamp change 320nm Pathlength [cm]
Accessory [ Limit value 0,0000
Colorimeiry Standard cell holder
Upper init
Help .. ok Cancel

Obr. 17. Nastavenie spektrofotometra - kalibracia.
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8. V paneli ,Sample sequence” zvolte pocet vzoriek kliknutim na ,Add samples”. Pridajte
odpovedajuci pocet Standardov (Standard) s uvedenim ich koncentracie, pridajte pocet
vzoriek (Sample) a referen¢nu vzorku (Reference). Poradie merania nastavite pomocou volby
»At the end” a ,At start” (Obr. 18). Stlacte ,, OK".

File Seftings Moduls Instrument Info

Hew document aterazn r |
Photometry

= R
> > ¥
File ... Method setup Measure sequence  Measure sample Reference
O
[’ Photometry - Settings - o X
General
Accessory
Evaluation &
Calibration
— | | Szmple cequence Sample table
Automatic save ‘Add samples Remove samples Import data
o MNote
% Method ote No. Type Mame Note Concentration
1 Reference
General 2 Standard 5,0000
Measurement mode Absorpti 5 s ] 15,0000
Wavelengths 625,00
4 Standard 20,0000
Integration tme 0,15
5 Standard 40,0000
Lamp change 320nm
6 Standard 80,0000
p— :
Standard cell holder s
< >
Help .. o Cancel

Obr. 18. Nastavenie spektrofotometra — Standardy a vzorky.

9. Z ponuky zvolte ,Measure sequence”. Zobrazi sa vyzva na uskutocnenie referenéného
merania (Obr. 19). Nakolko su farbiva rozpustené v destilovanej vode, pouzijeme ako blank
destilovani vodu. Otvorte kryt spektrofotometra a kolmo vlozte do drziaka kyvetu
s destilovanou vodou. Kyvetu vidy drite za matnu stranu. Svetelny |U¢ prechadza Cirymi
stranami a ich znecistenim mozZe déjst ku skresleniu vysledkov merania. Spustite referenéné
meranie stlacenim ,Yes”.

Photometry
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o S smedmaec
% retod e
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Sarce: vesaaement
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[res———
a5
Coodaed oetcnts
X = oo
s Comw §
£ = 10000 s
Fatengt ol
Lo
Ostefome of resremet
PPt
. ) Comcentration (mall]

Obr. 19. Referencéné meranie.
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10.Spektrofotometer je pripraveny na meranie. Informuje nds o poradi Standardov a vzoriek
(Obr. 20), ktoré postupne vkladame do spektrofotometra a meriame absorbanciu. Dbajte na
to, aby bola kyveta vidy Cistd a medzi meraniami kyvetu vidy premyte destilovanou vodou.
Spekrofotometer je pristroj citlivy na vyliatie kvapalin. Pracujte preto opatrne a v pripade
rozliatia kvapaliny miesto ihned’ osuste (napr. bunicitou vatou).

&

Photometry

Amm smW0 eSNO To0A RGN SN0 WM ILGG  LGO0  1A000 MWD LS00 0w 00w Mo Baww  meoo  mLeom
Concentration [mg/l]

Obr. 20. Meranie Standardov a vzoriek.

11.Po zmerani Standardov je kalibracnd ciara aj srovnicou regresie zobrazena v okne
,Calibration”. Pri neznamych vzorkach spektrofotometer zmeria absorbanciu a na zdklade
uréenych regresnych koeficientov vypocita koncentraciu farbiva v roztoku.

12.Kalibra¢nu ¢iaru spolu s vysledkami merania nezndmych vzoriek ulozte v PC pod svojim
menom.

13.Vyhodnotte vysledky merania.

1.4 Centrifugacia

Centrifugdcia (odstredovanie) patri k najbeznejsim operaciam v biochemickom laboratériu. Dovoluje
oddelit zlozky suspenzie alebo emulzie na zéklade rozdielnych hustét. Casto je rychlejsia a najma
pohodInejsia ako filtracia a v niektorych pripadoch vedie aj k lepSiemu oddeleniu pevnej a kvapalnej
fazy. Okrem nahradenia alebo doplnenia filtracie, najma ak je suspendovana latka velmi jemn3, zle
filtrovatelnd, a teda filtracia je zdlhava, ma odstredovanie v biochémii aj iny vyznam. SIGZi na niektoré
Specialne preparativne a analytické ucely (napr. izolacia mitochondrii diferencnou centrifugaciou).
Centrifugacia moéze byt pouzitd na pripravu bunkovych Struktdr gradientovym odstredovanim.
Z analytickych aplikacii je zaujimavé stanovenie relativnych molekulovych hmotnosti zlucenin a
stanovenie Cistoty izolovanych pripravkov.

Pri odstredovani pésobi na sedimentujlce Castice odstrediva sila (P), ktord je mozné vyjadrit vztahom:

P=mxrxao’

kde m je hmotnost Castice, r je polomer otacania a w je uhlova rychlost. Pre praktické vypocty sa vsak
zaviedla veli¢ina relativna centrifugacna sila RCF (relative centrifugation force), ktora udava, kolkokrat
je zrychlenie vadésie ako gravitacné zrychlenie zeme g a je dand vztahom:
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RCF=1118xrxN?x10°

kde N je pocet otacok za minutu (rpm) a r je polomer otacania v cm. Relativna centrifugacna sila sa
uvadza ako zakladna charakteristika centrifugacie. Zo vztahu je zrejmé, Ze iba Gdaj o pocte otacok za
minutu proces centrifugacie necharakterizuje. Aby sa relativna centrifugacna sila nemusela v kazdom
pripade vypocitavat, vyrobcovia €asto dodavaju k centrifigam diagramy, z ktorych sa lahko urdia
hodnoty RCF. BeZne sa relativna centrifugacna sila od¢ita aj z univerzalneho nomogramu (Obr. 21).

180 —— 90,000 —— 21,000 ——
T 20,000 —+—
+ 1
T 50,000 — .
150 15,000
T 10,000
10,000
100 -
5000 ——
90 -
80 L
i 5000 —t—
70 4
1000 ——
60 1
500 —-
50 - +
200 - 2000 —+
40 +
100 ——
50 +
40 +
% T 30 4 1000 -
20 +
1 . 15.7 . 750 -
Rotating radius Relative centrifugal Rotor speed
(mm) force (x g) (rom)

Obr. 21. Nomogram na vypocet relativnej centrifugacne;j sily RCF.

Dostupnych je mnoho typov centrifig, ktoré sa lisSia velkostou (malé stolové aZ velkoobjemové
priemyselné), dosahovanym zrychlenim a tvarom rotorov (vykyvné a uhlové). Vo vykyvnych rotoroch
su kyvety uloZené v puzdrach, ktoré su volne zavesené v c¢apoch vlastného rotora, a pocas
odstredovania su vo vodorovnej polohe. Naproti tomu v uhlovych rotoroch su kyvety fixované k osi
otacania v uréitom uhle, zvycajne 45 — 50°.

Zvlastnou kategdriou su ultracentrifigy, ktorych pouZivanim je moziné dosiahnut relativhu
centrifugacnu silu 100.000 x g i viac. Od beZnych centriflg sa liSia tym, Ze priestor s rotorom musi byt
pri odstredovani v prostredi vakua. Pouzivaju sa na delenie biopolymérov a subcelularnych castic v
hustotnom gradiente sachardzy alebo CsCl. Tieto techniky mozno vykonavat v analytickom i v
preparativnom meradle. Analytické centrifigy suU navySe vybavené optickym zariadenim, ktoré
umoziiuje sledovat rozhranie tvorené jednotlivymi sedimentujdcimi latkami.

Pocas laboratérnych cviceni budete pouzivat mald stolovud centrifigu (Obr. 22). Centrifugované vzorky
je do rotora potrebné vkladat tak, aby bol rotor vyvazeny. Odstredivé sily, ktorymi jednotlivé vzorky
pdsobia na hriadel rotora, sa musia vzajomne rusit. V praxi to znamen3, Ze je potrebné vzorky do rotora
vkladat tak, aby v protilahlych poziciach boli vidy dve rovnako tazké skimavky. Kazda nepresnost v
dynamickom aj statickom vyvazeni sa mnohondsobne prejavi zvacsenim odstredivého tlaku na jednu
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stranu osi. Os sa nerovnovaznym zatazenim lahko ohne alebo sa poskodi lozisko. Pri chode centrifigy
sa pri nepresnom vyvazeni prejavuju silné vibracie. Cim vaéia rychlost otacania sa pouzije, tym
presnejsie sa musi rotor vyvazit. Pri nizkych otackach postaci pouzit na vsetky vzorky skimavky
rovnakého typu a napipetovat do nich rovnaké objemy vzoriek. Pri ultracentrifugdcii sa skimavky vazia
a objem vzorky sa upravuje tak, aby protilahlé skimavky mali identicki hmotnost.

Obr. 22. Centrifuga Hettich Eba 200 s uhlovym rotorom pouzivana v Laboratériu organickej chémie
a biochémie.
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2. Sacharidy

Sacharidy su prirodné organické Iatky, ktoré vznikaju pocas fotosyntézy. Vo svojej molekule obsahuju
atomy uhlika, vodika a kyslika v pomere 1:2:1. Z chemického hladiska sacharidy definujeme ako
polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketény. Spolu so svojimi derivdatmi sa vyskytuju vo vsetkych
rastlinnych aj ZivociSnych bunkdch, kde maju rézne funkcie. Sacharidy: (1) su dolezitym a lahko
dostupnym zdrojom energie (uvolfiuje sa pri ich oxidacii), (2) su stavebnymi zlozkami buniek a tkaniv
(celuléza, chitin), (3) tvoria zasobné latky (glykogén, Skrob) a (4) su zlozkami nukleotidov a inych

ucinnych latok (koenzymy, antibiotika).

Monosacharidy — su najjednoduchsie sacharidy a v zadsade ide o aldehydy alebo ketdny, ktoré obsahuju
dve a viac hydroxylovych skupin. Empiricky vzorec vac¢siny monosacharidov je (CH2O),. Podla funkénej
skupiny ich delime na alddzy (funkéna skupina CHO) a ketdzy (funkcéna skupina C = O). Najjednoduchsie
sacharidy maju v molekule tri uhliky (tridzy, n = 3, glyceraldehyd — alddza, dihydroxyacetén — ketdza).
Sacharidy so Styrmi, piatimi, Siestimi a siedmimi uhlikovymi atémami sa oznacuju ako tetrdzy, pentdzy,
hexdzy a heptdzy (Obr. 23, 24).
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H OH
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0O
= =
H——OH HO——H
H——OH H——0H
“SoH SoH
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= %O = =
H——O0H HO——H H—1—OH HO——H
H——OH H——OH HO——H HO——H
H——OH H——OH H——CH H——OH
~
“oH oo “SoH OH
D-ribdz D-arabindza D-xyldza D-lyx6za
O 0 o} O
“ 22 P P P A = =
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H——OH H——OH HO——H HO——H H——0OH H—f—0H HO——H HO——H
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D-aldza D-altréza D-glukdza D-mandza D-guléza D-idoza D-galaktéza D-taloza

Obr. 23. D-alddzy.

Uhlikové atdmy monosacharidov sa cisluju tak, aby karbonylovd skupina mala ¢o najnizsie Cislo.
Chiralita skupin CHOH spOsobuje izomériu monosacharidov urcitého typu. Pocet moZnych

26



stereoizomérov (n) je dany podtom centier chirality (x); n = 2% takie mozno napr. odvodit 8
izomerickych aldohexéz (x = 4), z ktorych kazda tvori dva enantioméry. Zakladom pre rozliSenie
enantiomérov je systém D / L, pricom rozhodujuca je zhoda konformacie na uhliku s najvyssim
poradovym cislom s konformaciou jedného z dvoch enantiomérov aldotridzy, glyceraldehydu. Podla
tejto predstavy mozno Struktdru monosacharidov znazornit linedrnymi Fischerovymi vzorcami (Obr.
25).
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0
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OH
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H OH
OH
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—0 —0
H——OH HO——H
H——OH H——CH
“SoH o
D-ribuléza D-xyluléza
/OH /OH /OH /OH
—0 —0O —O —0
H——0H HO——H H——CH HO——H
H——0H H——OH HO——H HO——H
H——OH H—r—OH H——CH H——OH
~
e “SoH “SoH OH
D-psikéza D-fruktdza D-sorbéza D-tagatdza

Obr. 24. D-ketdzy.

0
H—|oH
HO——H
H——OH
H——OH
SoH

Obr. 25. Glukdza vo Fisherovej projekcii.

Tieto vzorce vSak nevystihuju presne Struktuiru a niektoré chemické vlastnosti monosacharidov.
Dévodom je, Ze molekuly sacharidov nie su linearne, ale cyklické. Vo vSeobecnosti aldehydova skupina
reaguje s hydroxylovou skupinou na tej istej molekule za vzniku intramolekulového hemiacetalu.
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V pripade glukdzy tak vznika Sestélankovy kruh podobny pyranu - pyrandza. Podobne reaguje keténova
skupina s hydroxylovou skupinou za vzniku intramolekulového hemiketalu. V pripade fruktézy vznika
patélankovy kruh podobny furdnu — furandza. Vacsina monosacharidov existuje volne v podobe
pyrandz, iba niektoré pozname aj vo forme furandzy, najma ako zlozky oligo- a polysacharidov. Cyklické
formy monosacharidov sa zobrazuju Haworthovymi projekénymi vzorcami (Obr. 26). Podla polohy
hydroxylovej skupiny na prvom uhliku rozliSujeme a a B formy — tzv. konfigurac¢né izoméry (anoméry).
Oznacenie a znamena, Ze hemiacetalovd hydroxylovd skupina sa nachddza pod rovinou kruhu,
oznacenie B indikuje polohu hemiacetalovej hydroxylovej skupiny nad rovinou kruhu.

OH
H O H
H
OH H
HO OH
H OH
o—D-glukopyranoza p-D-glukopyrandza
HO OH
o]
H O
H OH
OH H

a-D-fruktofuranéza

Obr. 26. Cyklické formy monosacharidov — Haworthove projekéné vzorce.

Monosacharidy su biele krystalické latky rozpustné vo vode a takmer nerozpustné v organickych
rozpustadlach. Pri zahrievani dochadza kich topeniu, pri vyssich teplotach hnednd (karamelizuju).
Roztoky monosacharidov maju sladku chut a zvycajne otacaju rovinu polarizovaného svetla - si opticky
aktivne. V sucasnej dobe je znamych viac ako 100 v prirode sa vyskytujucich monosacharidov, a to v
jednoduchej forme (glukdza a niektoré ketdzy) alebo ako zlozky oligo- a polysacharidov. Okrem toho
si monosacharidy zlozkami tiez glykozidov, nukleotidov, glykolipidov alebo glykoproteinov.
Metabolickou formou monosacharidov su ich fosforecné estery. Z biochemického hladiska su
vyznamné najma hexdzy a pentdzy, medzi ktoré patri napr. glukdza, fruktéza, galaktéza, mandza a
ribdza.

Oligosacharidy — su tvorené dvoma aZ desiatimi monosacharidmi, ktoré su spojené a- alebo B-O-
glykozidovou vazbou. V zavislosti od poc¢tu monosacharidovych podjednotiek, na ktoré moézu byt
rozloZené kyslou alebo enzymovu hydrolyzou, ich delime na di-, tri-, tetrasacharidy atd’ Oligosacharidy
su znacne rozsirené v rastlinnej aj ZivociSnej risi. Vyskytuju sa pritom vo volnej i viazanej forme.
Vyznamné su najma disacharidy (Obr. 27), ktoré su tvorené rovnakymi alebo rozdielnymi
monosacharidovymi jednotkami spojenymi O-glykozidovou vazbou.

Podla typu véazby rozliSujeme disacharidy redukujice, kedy je do vazby zapojeny iba jeden
poloacetalovy hydroxyl, zatial ¢o druhy je volny (napr. laktéza alebo maltdza). Redukujuci disacharid
ma teda jednu volnd reaktivnu hydroxylovd skupinu s redukénymi vlastnostami, schopnostou
mutarotdcie a tvori taktieZ osazdny a oximy. Druhou skupinou su neredukujuce sacharidy, kde sa oba
poloacetalové hydroxyly zucastiuju glykozidovej vazby. Prikladom je sachardza a trehaldzy.
Neredukujuce sacharidy stracaju schopnost poskytovat typické reakcie jednoduchych cukrov ako su
redukcia, tvorba osazénov a mutarotdcia. Disacharidy su zloZzkou potravy, nie su vSak vSeobecne
vstrebdvané z ¢reva, a musia byt preto v jeho stene hydrolyticky Stiepené na svoje monosacharidové
jednotky.
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Obr. 27. Laktdza (redukujuci) a sacharéza (neredukujuci) sacharid.

Polysacharidy — patria medzi najrozsirenejsie biopolyméry v prirode. Su zlozené z velkého poctu
monosacharidov alebo ich derivatov, spojenych glykozidovymi vazbami do linedrnych alebo
rozvetvenych retazcov. Ak je polymér tvoreny len jednym druhom monosacharidu, ide o homoglykany.
V pripade heteroglykdnov sa stavby zucastniuje viac druhov monosacharidov. Stavebné jednotky
polysacharidov netvoria jednotlivé monosacharidy, ale oligosacharidy, charakterizované svojimi
zlozkami a vazbou medzi nimi. Napr. Struktdrnou jednotkou amylézy je disacharid maltdza, celuldzy
celobidza a pod. V zdvislosti od svojej Struktdry maju rozne polysacharidy rozlicné vlastnosti: niektoré
sa rozpustaju vo vode (amyldzy), iné napuciavaju a tvoria viskdzne roztoky (pektiny), niektoré su vo
vode Uplne nerozpustné (celuldza, Obr. 28).

_ oH on _
H ¢ 0 H o)
HO OH H 0 OHH H O “
H H
H  OH H OH
= 1 n
celuléza

Obr. 28. Celuléza.
Polysacharidy maju rézny fyziologicky vyznam: v organizme su suéastou stavebnych a podpornych

Struktur (celuldza, chitin), zasobnymi latkami (Skrob, glykogén, inulin) a plnia tiez funkciu fyziologicky
aktivnych latok (heparin, polysacharidy krvnych skupin).

Uloha 4. Chemické vlastnosti sacharidov - kvalitativne reakcie

V biochémii aj potravinarskej chémii sa stretdvame prakticky so vSetkymi druhmi sacharidov —
s monosacharidmi, oligosacharidmi i polysacharidmi. Na ich dokaz a stanovenie sa pouZivaju
chemické, fyzikalne i biologické metddy. Chemické metddy vyuZivaju napr. moznost premeny
sacharidov na furfuraly (Obr. 29), ktoré moino dokazat mnohymi farebnymi reakciami,
oxidoredukcné vlastnosti sacharidov, tvorbu osazénov pri reakcii s fenylhydrazinom a dalSie
osobitné vlastnosti jednotlivych sacharidov.

OH
o) HO HO
H N H 0 o_H 0
OH H - H HA — = N
b L N Ry T U
OH OH
H OH

Obr. 29. Premeny sacharidov na furfuraly.
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V tomto cviéeni budete mat za Ulohu identifikovat sacharidy z neoznacenych vzoriek a to sériou
kvalitativnych reakcii, pricom na ich urcenie pouzijete schému na Obr. 30.

v

T emy

sacharidy sacharidy
nepritomné pritomné

I nitrochromova reakcia I

. monosachyridy,
polysacharidy
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/ inulin \
redukéné rekacie

. skrob (modré sfarbenie) sacharéza, redukujuce
celuloza o glykogén (Servenohnedé sfarbenie) rafindza, sacharidy
trehaloza,
inulin

ketoza (fruktoza) (gg) aldoza )
Schiffova reakcia

/\

aldopentozy aldohexoézy
Obr. 30. Schéma na identifikaciu sacharidov.

Pomocky: stojany so skiumavkami, drziaky na skimavky, kadic¢ky, automatické pipety, Spicky,
sklenené pipety, kvapkadld (Pasteurove pipety), elektricky varic¢

Chemikalie a reagencie: vid prislusna reakcia, neoznacené kadicky s roztokom glukdzy, fruktézy,
arabindzy, sachardzy, skrobu, celuldzy a kadic¢ka s vodou

Tymolova reakcia

Skupinova reakcia na sacharidy. Dehydrataciou sacharidov vznikajuce furfuraly davaju
s tymolom Cervené sfarbenie (Obr. 31). Reakcia nie je Specifickd. Davaju ju aj glykoproteiny
a indoxyl.

CH, CH; R  CHg

r/ + 2 [0]

R H,S0, =
OH 0] OH

HsC CHj H,C CH3 HsC CHj
Obr. 31. Reakcia furfuralu s tymolom.

30



Reagencie: 3 % tymol v etanole, koncentrovana kyselina sirova
Pracovny postup: Do 1 ml roztoku sacharidu sa pridaju 2 kvapky tymolu a prevrstvi sa 2 ml
kyseliny sirovej. Opatrnym varenim (1 — 3 min) vznika stdle tmavocervené sfarbenie.

Nitrochrémova reakcia

Skupinovd reakcia na mono aoligosacharidy. Spociva v reakcii skupiny =CH-OH
s koncentrovanou kyselinou dusi¢énou a chrémanom draselnym, pricom vznika modré sfarbenie.
Nie je Specificka len pre sacharidy.

Reagencie: koncentrovana kyselina dusi¢nd, 5% chréman draselny

Pracovny postup: Do 1 ml roztoku sacharidu sa opatrne pridaji 3 ml kyseliny dusi¢nej a po stene
skiumavky 3 kvapky chrémanu draselného. Po dokladnom premieSani sa asi po 1 min roztok
sfarbi na modro.

Dokaz redukujucich sacharidov

Povarenim mono- a disacharidov obsahujucich volnd poloacetdlovd hydroxyskupinu v silne
alkalickom prostredi vznikaju ako medziprodukty tzv. reduktény, ktoré redukuju komplexne
viazané iény tazkych kovov (Cu®, Bi**, Fe®, Hg*, Ag*) a tieZ niektoré iné |atky (kyselina pikrova,
metylénova modra).

Fehlingova reakcia

Redukujuce sacharidy redukujd hydroxid mednaty na ¢erveny oxid medny. Hydroxid mednaty
sa stabilizuje vinanom sodno-draselnym, takZe po zahriati sa vyzraza Cierny oxid mednaty. Aj za
studena dobre reaguje kyselina glukurénovd a galakturénova. Reakcia je pozitivna aj za
pritomnosti kyseliny mocovej, kreatininu a chloroformu.

Reagencie: Fehling | — 4 % siran mednaty, Fehling Il — 346 g vinan sodno-draselného a 120 g
NaOH sa rozpusti v 1 | destilovanej vody

Pracovny postup: V skiimavke zmieSajte 1 ml vzorky s 0,5 ml roztoku Fehling I a 0,5 ml roztoku
Fehling Il. Opatrne zahrievajte, v pripade pozitivnej reakcie vznika ¢ervena zrazenina Cu.0.

Selivanova reakcia

Dokaz ketdéz - ketohexdzy zahriatim so zriedenou kyselinou chlorovodikovou davaju
oxymetylfurfural, ktory sa s rezorcinom sfarbi na visSiovo-Cerveno. Reakcia nie je Specificka. Je
pozitivna aj pri vyssom obsahu glukdzy (viac ako 2 %). Niekedy sa tvori hneda zrazenina, ktora
sa rozpusta v etanole. Az potom sa hodnoti sfarbenie roztoku.

Reagencie: Selivanova reagencia — rezorcin 0,05 g v 99, 5 ml 12 % kyseliny chlorovodikovej
Pracovny postup: Vo vriacom vodnom kupeli zahrievajte sucasne 0,5 ml vzorky sacharidu s 2 ml
Seliwanovej reagencie. Pritomnost ketdz sa prejavi visfiovo-Cervenym sfarbenim uz po 1 minute.
Alddzy reaguju slabo a az po dlh3ej dobe.

Reakcia s jddom

Roztok jédu sa vyuZiva na dékaz skrobu. Nerozvetvena Cast skrobu (amyldza) vytvara zavitnice,
v ktorych sa zhromazduje jod, ¢im vznika charakteristické tmavomodré sfarbenie. Naproti tomu
amylopektin (rozvetvena cast) tvori ovela kratSie zavitnice, v ktorych sa jod nezhromazduje
v potrebnej koncentracii, vysledkom coho je oranzové sfarbenie roztoku.

Reagencie: 0,3 % jod v 5 % jodide draselnom
Pracovny postup: Do skusanej vzorky sa prida niekolko kvapiek reagencie. So skrobom vznika
modré sfarbenie.

31



Schiffova reakcia
Pentdzy sa dehydratuji minerdlnymi kyselinami na fural, ktory mozno vydestilovat z reakénej
zmesi, a dokdzat pomocou anilinu. Vznika intenzivne karminovocervené sfarbenie furanilinu.

Reagencie: koncentrovana kyselina chlorovodikova, roztok octanu anilinu (1 mél anilinu sa
zmiesa s 1 mélom kyseliny octovej)

Pracovny postup: 1 — 2 ml roztoku obsahujiceho pentdzu zahrievajte az do varu s rovnakym
objemom koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej. Ked' pri Usti skimavky pridrzite niekolko
minut prazok filtracného papiera, namoceného do roztoku octanu anilinu, na papieriku sa objavi
Cervené sfarbenie.

Vyhodnotenie vysledkov:

1. Vsetky vykonané kvalitativne reakcie sumarizujte v prehladnej tabulke; v zdhlavi uvedte
vodorovne Cislo kadicky s nezndmou vzorkou a zvisle nazov reakcie. Vysledky reakcii oznacite
nasledovne: (+) pozitivna (pozorované prislusné sfarbenie), (-) negativna.

2. Na zéaklade vysledkov urcite zloZenie neznamej vzorky.

Uloha 5. Separacia sacharidov tenkovrstvovou chromatografiou

Chromatografia na tenkej vrstve je vhodnd na analytické, ale aj preparativne Gcely. Na analytické
ucely su vhodné najma hotové analytické platne Silufol alebo Alufol. Chromatografické platne
Silufol su hlinikové félie s rozmerom 15 x 15, pripadne 20 x 20 cm, na ktorych je nanesena vrstva
silikagélu, a ako spojivo je pouzity Skrob. Chromatografické platne s oznacenim Silufol 254
obsahuju fluorescenény indikator a mozno na nich UV svetlom detekovat bezfarebné latky.
Jednotlivé sSkvrny sa vo svetle UV lampy prejavia fluorescenciou alebo zhasanim.
Chromatografické platne Alufol obsahuju ako adsorbent oxid hlinity so spojivom.
Chromatografia na tenkej vrstve (TLC — thin-layer chromatography) je jednou z modifikacii
adsorpénej chromatografie a je pomocou nej mozné rychlo a lahko analyzovat Cistotu latok.
Pouzitim vhodnych $tandardov je mozné zaroven jednotlivé latky v zmesi aj identifikovat.

Pomaoacky: silufolové platne, automatické mikropipety, rozprasovac, susiaren, chromatograficka
komérka s vrchnakom

Chemikalie: mobilna faza, detekéné cinidlo, Standardné roztoky cukrov (2 — 3 g/l), neznama
vzorka

Mobilna faza: zmes butan-1-olu, kyseliny octovej a vody v pomere 4:1:5. Zmes dbkladne
pretrepte a pouzite vrchnu (organicku) fazu

Detekéné ¢inidlo: 1 ml anilinu, 1 g difenylaminu, 10 ml 85 % kyseliny fosfore¢nej a 100 ml
acetonu

Pracovny postup: Pripravte si roztoky nasledovnych Standardov — D-glukdza, laktdza, maltdza,
D-fruktdza a D-arabindza. Na chromatograficku platfiu s rozmermi 10 x 10 cm si 15 mm od
spodného okraja ceruzkou nakreslite Startovaciu Ciaru. 15 mm od lavého okraja oznacte
rovnomerne od seba 6 bodov. Na prvych pat z nich naneste po 3 pl Standardnych roztokov
sacharidov. Je vhodné nanasat koncentrované roztoky, aby Skvrna delenej zmesi bola ¢o
najmensia. Siesty bod je uréeny pre 3 pl vzorky. Roztoky nandasajte opatrne automatickou
pipetou. Pripravenu platriu vlozte do chromatografickej komory s mobilnou fazou (nesmie byt
vyssie ako 1 cm od spodného okraja platne), prikryte vrchnakom a nechajte vyvijat dovtedy, kym
sa Celo nepriblizi na 1 cm od horného okraja platne. Chromatogram vyberte, ceruzkou oznacte
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¢elo a platiiu vysuste. Po ususeni vytvoreny chromatogram v digestore postriekajte detekénym
¢inidlom a vloZte do susiarne vyhriatej na 100 °C. Po chvili sa objavia farebné skvrny jednotlivych
cukrov. Upozornenie: platne nezahrievajte dlhSiu dobu v susiarni!

Vyhodnotenie vysledkov:

1. Porovnanim farebnych Skvin Standardov avzorky urcite, ktory sacharid sa vo vzorke
nachadzal.

2. Na vyhodnotenie mézete pouzit aj porovnanie hodndt retenénych faktorov Ry pre jednotlivé
Standardy a nezndamu vzorku. Rf hodnoty vypocitate ako podiel vzdialenosti stredu Skvrny
(oznacte ceruzkou) od Startu (A) a vzdialenosti ¢ela mobilnej fazy od Startu (B): R¢= A/B. Retenény
faktor je funkciou adsorpcnej schopnosti staciondrnej fazy a pre danu latku zavisi od systému, v
ktorom je analyzovany, teda od teploty, druhu adsorbentu a zloZzenia mobilnej fazy.

3. Porovnajte oba spdsoby vyhodnotenia vysledkov.

Uloha 6. Stanovenie redukujtcich sacharidov metédou DNS

Redukcné vlastnosti volnej poloacetalovej hydroxyskupiny (-C=0) redukujucich sacharidov je
mozné vyuzit na ich kvantitativne stanovenie. Pri tychto reakciach sa aldehydova skupina aldéz
oxiduje na karboxyl a v pripade ketdz nastava oxidacia na hydroxyl. Sacharidy, ktoré nemaju
volnd poloacetdlovd skupinu (napr. sachardza), tento typ reakcie neposkytuji. Reakcia
redukujucich sacharidov s kyselinou 3,5-dinitrosalicylovou (DNS) v alkalickom prostredi patri k
najznamejsim reakciam tohto typu. Vznika pri nej Zlto-sfarbeny produkt — redukovanda forma
DNS (kyselina 3-amino-5-nitrosalicylova), ktorého absorbanciu meriame pri vinovej dizke 540
nm.

Reakcia glukdzy s kyselinou 3,5-dinitrosalicylovou za vzniku kyseliny 3-amino-5-nitrosalicylovej
a glukénovej kyseliny je uvedend na Obr. 32.

H——OH o
OH HO——H OH gfi H
_ + H--OH . + HH——SH
O +20 H——OH O + BE
H | N NH, H——OH
O o OH 0 “OH
3,5-dinitrosalicylova kyselina a-D-glukdza 5-amino-3-nitrosalicylova kyselina  o—D-glukdnova kyselina

Obr. 32. Reakcie glukdzy s kyselinou 3,5-dinitrosalicylovou.

Pomocky: kadicky, stojan so skimavkami, odmerné banky, automatické pipety s nastavitelnym
objemom, pipetovacie Spicky (modré a Zlté), vodny kupel, elektricky vari¢, analytické vahy,
vortex, spektrofotometer

Chemikalie: zasobny roztok glukdzy s koncentraciou 5 g/l, DNS reagencia (2 g DNS rozpustite
v 40 ml roztoku NaOH s koncentraciou 2 mol/l a doplrite do 100 ml destilovanou vodou, pridajte
60 g vinanu sodno-draselného a do 200 ml doplrite destilovanou vodou), vzorka s neznamou
koncentraciou glukdzy (napr. krabickovy ovocny dzus)
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Pracovny postup: K 0,8 ml DNS reagencie napipetujte 100 ul vzorky a povarte 5 minut vo
vriacom vodnom kupeli. Nasledne pridajte 8 ml destilovanej vody a 30 sekidnd doékladne
premiesajte na vortexe. Absorbanciu ochladenych vzoriek merajte spektrofotometrom pri
vinovej dizke 540 nm (upozornenie: postupujte podla navodu na obsluhu spektrofotometra
uvedeného v Ulohe 3!). Na zostrojenie kalibracného grafu pouZite ako Standard redukujucich
sacharidov roztoky glukdzy s koncentraciami 1 — 5 g/|, ktoré pripravite nariedenim zasobného
roztoku o koncentracii 5 g/l (Tabulka 1).

Tabulka 1.
Skdmavka ¢. 1 2 3 4 5 Vzorka
Zasobny roztok 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 -
glukdzy 5 g/l
(ml)
Destilovana H,0 4,0 3,0 2,0 1,0 0 -
(ml)
Koncentracia 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 -
glukdzy
(g/1)
Standard glukdzy 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
(ml)
DNS 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
(ml)

Povarit 5 minut, pridat 8 ml destilovanej vody a premiesat na vortexe.
Zmerat absorbanciu pri 540 nm.

Absorbancia pri
540 nm

Vyhodnotenie vysledkov: Z nameranych hodno6t absorbancii Standardnych roztokov glukdzy
zostrojte graf A = f(c) (zavislost absorbancie standardného roztoku glukézy pri 540 nm od
koncentracie glukdzy) a pouZzitim linedrnej regresie urcite regresné koeficienty a, b a koeficient
determinacie R% Nasledne na zadklade nameranych absorbancii vzorky a rovnice kalibraénej
priamky vypoditajte koncentraciu redukujucich sacharidov (g/l) vo vzorke s neznamou
koncentraciou glukdzy.
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3. Aminokyseliny a proteiny

Vsetky proteiny na Zemi sa skladaju z dvadsiatich zakladnych proteinogénnych aminokyselin (Obr. 33).
S vynimkou prolinu ide o a-aminokyseliny. Prolin obsahuje sekundarnu aminoskupinu, a je tak vlastne
a-iminokyselina. Proteinogénne aminokyseliny rozdelujeme podla charakteru boéného retazca na
neutralne, zasadité a kyslé. Takéto delenie nie je ani tak podstatné pre samotné aminokyseliny, ale
najma pre charakterizaciu proteinov, ktoré su aminokyselinami tvorené. Hydrofébne postranné
retazce aminokyselin v proteinoch odpudzuji vodu a naopak hydrofilné si vodou solvatované.

Nepolarne
CH (0]
o 0O 3 @)
HsC HaC
HZN\/lk 3 %OH HBCMOH 3 MOH HsC
OH
NHZ NH2 CH3 NH2
L-glycin L-alanin L-valin L-leucin L-izoleucin o
(0]
i I
S OH
HaC™ OH OH |
OH NH,
NH NH, NH, NH
L-prolin L-metionin L-fenylalnin L-tryptofan
Polarne
o} NH, 0
HoN
HO OH (6] OH
o NH; NH,
L-treonin L-asparagin L-glutamin
(0] o o
OH HO/\/lkOH HS/YlkOH
NH
HO 2 NH; NH,
L-tyrozin L-serin L-cystein
Kyslé
Q 0
HO
OH HO OH
L-asparagova kys. 0 NH, NH L-glutamova kys.
2
Zasadité
0 o] NH, 0

N H2N )\
74 OH OH HN NH OH
|
NH,

NH NH; NH,
L-hystidin L-lyzin L-arginin

Obr. 33. Proteinogénne aminokyseliny.
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Aminokyseliny su pevné krystalické latky, lahko sa rozpustaju v polarnych rozpudstadlach (voda,
etanol), v nepolarnych rozpustadlach st nerozpustné. a-aminokyseliny sa v roztoku pri neutralnom pH
vyskytuju ako amfion (zwitterion), ktorého naboj je intramolekulovo neutralizovany (aminoskupina je
protonizovana NHs* a karboxylova skupina je disociovana COO’).

Celkovy ndboj aminokyseliny (sucet vSetkych pritomnych zdporne a kladne nabitych skupin) zavisi na
koncentracii proténov v roztoku. Schopnost menit naboj aminokyselin zmenou pH sa vyuziva pri
separacii proteinov. Hodnota pH, pri ktorej nema aminokyselina Ziadny ndboj, sa nazyva izoelektricky
bod. Aminokyseliny, s vynimkou glycinu, su opticky aktivne latky, to znamend, Ze otdcaju rovinu
polarizovaného svetla. Molekuly sa rozdeluju na pravotocivé (+) a favotocivé (-). Aminokyseliny maju
na a-uhliku chirdlne centrum avsetky aminokyseliny nachadzajuce sa v proteinoch maju L-
konfiguraciu. Teda fyziologicky vyuZitelné su len L-formy aminokyselin.

Uloha 7. Identifikacia aminokyselin v neznamej vzorke

Okrem acidobazickych a optickych vlastnosti su niektoré aminokyseliny charakteristické
chemickymi reakciami vedlajsich retazcov, ktoré moézu byt do istej miery vyuzité naich
identifikaciu, pripadne stanovenie. Pomocou nasledujucich reakcii urcite, ktoré aminokyseliny
sa nachadzaju v neznamej vzorke.

Pomocky: kadicky, stojan so skimavkami, automatické pipety s nastavitelnym objemom,
pipetovacie spicky (modré a ZIté), vodny kupel, elektricky vari¢, vortex

Chemikalie: roztoky nezndmych vzoriek aminokyselin al % roztoky glycinu, tyrozinu,
tryptofanu, prolinu, argininu, 10 % NaOH, 0,2 % ninhydrin, 0,2 % a-naftol v etanole, chldran
sodny/brémnan sodny, Paulyho ¢inidlo I, Paulyho ¢inidlo I, 1,5M Na,CO3

Sakaguchiho reakcia

P6sobenim zasaditého brémnanu (pripadne chlérnanu) a a-naftolu na guanidinovd zlozku
argininu vznikd charakteristické cervené sfarbenie vzniknutého produktu oxidacie -
substituovaného 1,4-naftochinénu (Obr. 34).

OH OH
NH,

/R +
(NaClO) (NaCl)
<

SNH NH,

Obr. 34. Sakaguchiho reakcia.

Pracovny postup: Pre reakciu pouZite roztoku argininu, glycinu a nezndmu vzorku (poskytne
vyucujuci). K 1 ml roztoku aminokyseliny pridajte 6 kvapiek 10 % roztoku NaOH. Nasledne
pridajte 0,5 ml 0,2 % etanolového roztoku a-naftolu a 6 kvapiek brémnanu sodného, resp.
chlérnanu sodného. Po premiesani vznikd Cervené sfarbenie roztoku, v pripade negativnej
reakcie ostava roztok sfarbeny na Zlto.
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Xantoproteinova reakcia

V pripade tejto reakcie spociva dokaz v nitracii aromatického jadra prislusnych aromatickych
aminokyselin (tryptofan, tyrozin a fenylalanin). P6sobenim kyseliny dusi¢nej nastava nitracia
aromatického jadra za vzniku Zltych nitrozld¢enin. P6sobenim alkalii sa ZIté zafarbenie meni na
oranzové (vznika sol aciformy nitrozlGéeniny) (Obr. 35).

COOCH CoOo
NH + 20H —— + 2H,0
HO 2 ‘o NHZ 2
NO, NO,
Obr. 35 Xantoproteinova reakcia.

Pracovny postup: Pre reakciu pouZite roztoky tyrozinu alebo tryptofanu, glycinu a neznamej
vzorky (poskytne vyucujuci). Vo vodnom kupeli zahrejte 1 ml roztoku aminokyseliny s 0,5 ml
koncentrovanej kyseliny dusicnej, vznikne ZIté sfarbenie, pripadne zrazenina. Obsah skumavky
alkalizujte 20 kvapkami 10 % NaOH, farba sa zmeni na oranZovu aZ ¢ervenu. V pripade negativnej
reakcie k farebnym zmenam nedochadza.

Paulyho reakcia
Pri reakcii tyrozinu a histidinu s diazotovanou kyselinou sulfanilovou v alkalickom prostredi
vznikaju oranZové azZ Cervené kopulacné produkty (azofarbiva) (Obr. 36).

N
/©/ Xy COOH
COOH N HO3S NH;
N HO
NH3 2 Nx
HO HO5S /©/ N
HO5S

+

7

Obr. 36. Vznik azofarbiv pri Paulyho reakcii.

Pracovny postup: Pre reakciu pouZite roztoky tyrozinu, glycinu a neznamej vzorky (poskytne
vyucujuci). V skimavke zmiesajte 1 ml Paulyho ¢inidla I s 2 ml Paulyho ¢inidla Il. Nasledne k 1 ml
roztoku aminokyseliny pridajte 0,5 ml pripraveného Paulyho ¢inidla. Roztok alkalizujte 4
kvapkami 1,5 M uhli¢itanu sodného. Po pretrepani vznikaju oranZovo Cervené kopulacné
produkty.

Adamkiewiczova reakcia

Principom tohto dbkazu je reakcia indolového jadra tryptofanu s kyselinou glyoxylovou v
prostredi koncentrovanej kyseliny sirovej za vzniku ¢ervenofialového zafarbenia (Obr. 37).
Reakcia je citlivd a postacuju k nej stopy kyseliny glyoxylovej v starsej kyseline octovej, kde
vznika jej oxidaciou.

R R R R

+ HOOC—CHO + — O O
NH NH NH  &ooy NH

Obr. 37. Adamkiewiczova reakcia.
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Pracovny postup: Na reakciu pouzite roztoky tryptofanu, glycinu a neznamej vzorky (poskytne
vyucujuci). Do skiumavky s 0,5 ml roztoku aminokyseliny pridajte 0,5 ml kyseliny octovej, ktora
obsahuje kyselinu glyoxylovd. Obsah skimavky dokladne premiesajte. Velmi opatrne v
naklonenej skimavke roztok podvrstvite 1 ml koncentrovanej kyseliny sirovej. Po chvili sa na
rozhrani oboch kvapalin objavi ZzItohnedy prstenec.

Ninhydrinova reakcia

Pri oxidacno-redukénej reakcii ninhydrinu (2,2-dihydroxy-1,3-indandién) s volnymi amino- a
imino- skupinami vznikaju farebné produkty. Reakciou s primarnymi aminoskupinami
modrofialovy, ktory sa nazyva Ruhemanova violet (Amax = 570 nm) (Obr. 38). Reakciou s
iminoskupinami, napr. v pripade prolinu a jeho derivatov, Zlty (Amax = 440 nm). V peptidoch a
proteinoch, kde s aminokyseliny viazané peptidovou vazbou, reaguje iba volna e-aminoskupina
lyzinu (Lys). ZvySenie citlivosti reakcie mozno dosiahnut pridanim ciastocne redukovaného
ninhydrinu — hydrindantinu. Ten reaguje s amoniakom uvolhenym pri reakcii za vyrazného
prehfbenia sfarbenia.

0 0
R coo” / OH [ole]0)
100°C
\K + OH ——= =N—  + HO’
NH; X 3
\o
© o,
ketimin
o} (@]

+H,0 / &
NH, =~ H _N—<
\ R

R o)

H,O |-NH,

O
OH NH,
ninhydrin
\
o]

Obr. 38. Ninhydrinova reakcia.

aldimin

Ruhemanova violet

Pracovny postup: V reakcii pouzite roztoky prolinu, glycinu a nezndmej vzorky (poskytne
vyucujuci). K1 ml roztoku aminokyseliny pridajte 1 ml roztoku ninhydrinu a povarte. Asi po
dvojminitovom vare vznikd tmavomodré sfarbenie roztoku s aminokyselinou. Prolin poskytuje
ZIté sfarbenie.

Vyhodnotenie vysledkov

1. Do tabulky prehladne uvediete vysledky vykonanych chemickych reakcii.

2. ldentifikujte zloZenie aminokyselin v neznamej vzorke a zdévodnite, na zaklade ¢oho ste urcili
o aké aminokyseliny sa jedna.
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V proteinoch st aminokyseliny viazané peptidovou vazbou, vznik ktorej je zndzorneny prostrednictvom
kondenzacie dvoch aminokyselin (alanin a cystein):

SH

CHg
H OH 4+ H OH
SNH NH
o) o)

|

CHs 0
H NH\)k
NH : OH
o) =
SsH

V dosledku rezonancie ma peptidova vazba charakter Ciastocne dvojitej vazby (priblizne 40 %).
Désledkom toho je, Ze rotacia tejto vazby je obmedzena s velkou tendenciou nadobudat planarny
charakter. SU mozné dve konfigurdcie peptidovej vazby, pri ktorej su atdmy Co. v trans alebo cis polohe.
Trans poloha je zo sterickych dovodov vyhodnejsia.

Proteiny sa liSia svojimi vlastnostami podla toho, akd Ulohu v organizmoch zohravaju. K hlavnym
biologickym funkcidam proteinov patri:

- stavebna (Strukturna) — su stavebnymi latkami, napriklad keratin alebo kolagén. Proteiny sa
podielaju na stavbe kosti, svalov, vlasov, koZe, nechtov a podobne. Su sucastou bunkovych
membran,

- transportnda — hemoglobin a myoglobin podielajlice sa na transporte kyslika v organizme su
proteinového povodu,

- katalyticka — vSetky enzymy katalyzujuce biochemické reakcie su proteiny,

- regulaénda — mnohé signdlne molekuly si transmembranové bielkoviny, hormdny su taktiez
proteinovej povahy,

- obranna — protilatky su vysokospecifické proteiny rozpoznavajuce cudzie elementy ako virusy,
mikroorganizmy,

- pohybova — proteiny sud hlavnym komponentom vo svaloch. Svalovd kontrakcia je
uskutogriovand kizavym pohybom dvoch druhov proteinovych filamentov.

Stanovenie celkovej koncentracie proteinov v roztoku je jednou z naj¢astejsie vykonavanych analyz v
biochemickych laboratéridch. Napriek zdanlivej jednoduchosti sa vSak pri realizacii pouZivanych metéd
stanovenia proteinov stretdvame s viacerymi problémami, ktoré ¢asto vedu k nespravnym alebo
nepresnym vysledkom. Cielom tejto Ulohy je Studentov podrobnejSie zoznamit s najpouzivanejsimi
metddami stanovenia proteinov, ich vyhodami i nevyhodami. Dnes sa v praxi vyskumnych i rutinnych
laboratérii pouZzivaju prakticky iba spektrofotometrické metddy. Z historickych metdd je potrebné
zmienit Kjeldahlovu a Dumasovu - ich pouzitie je viak obmedzené velkou pracnostou a ¢asovou
naroc¢nostou uz pri priprave vzoriek (dodnes sltzZia ako zédkladné referenéné metddy pre presnu analyzu
proteinov, napr. obilnych zfn v potravinarstve). V st€asnosti je cielom vzorku upravovat minimalne,
aby jej analyza bola ¢o najrychlejsia a najlacnejsia.
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Spektrofotometrické metddy stanovenia proteinov delime na priame — zaloZené na spektralnych
vlastnostiach proteinov, a nepriame — zaloZzené na interakcidch proteinu s ¢inidlom, pri ktorych
dochadza k zmene spektralnych vlastnosti Cinidla.

a) Priame metody

Meranie absorbancie v blizkej UV oblasti (vinova dizka 280 nm)

Stanovenie proteinov v blizkej UV oblasti umozriuje pritomnost chromoférov v molekulach proteinov,
najma tyrozinu a tryptofanu, s absorbénym maximom 275 - 280 nm. Metdda je relativne malo citlivd a
vykazuje velku zavislost na aminokyselinovom zloZeni proteinov. Preto sa pre stanovenie koncentracie
proteinov nepouZiva, jej pouZitie je mozné pre stanovenej Cistoty nukleovych kyselin (vid' tloha 15),
kedy sa interferencia proteinov (spésobend pritomnostou tyrozinu a tryptofanu) eliminuje meranim
pri dvoch vinovych di?kach s naslednou korekciou.

Meranie absorbancie v dalekej UV oblasti (vinova dizka 205 nm)

Meranie v dalekej UV oblasti pri 205 nm je zaloZené na absorbcii peptidovej vazby s Amax = 192 nm. Na
meranie pri tejto vinovej dizke je potrebné precizne volit zloZenie pufra. Vzorky je nutné zbavit malych
opaleskujucich Castic centrifugaciou a vo vzorke je potrebné tiez na minimum zniZit obsah kyslika. Na
vypocet koncentrdcie sa pouziva empiricky vzorec:

c (mg/ml) = A205[27 + 120 (Azs0/Az05)]

Vyhodou priameho merania proteinov v UV oblasti je nedestruktivna analyza vzorky — po jej vykonani
je mozné vzorku dalej pouzivat. Naopak, nevyhodou je nutnost pouzitia kremennych kyviet.

b) Nepriame metédy
Biuretova metdda

Metdda je zaloZena na chelatacii Cu®* idnov imidovymi Struktdrami polypeptidu ionizovanymi v silno
alkalickom prostredi za vzniku ¢erveno-fialového komplexu. So stanovenim interferuje glukdza a iné
med’ redukujuce latky napr. proteiny bohaté na sulfhydrylové skupiny (keratin). Taktiez interferuju
vysoké koncentracie amdnnych soli a niektoré fosfaty pouzivané pri purifikacii proteinov. Biuretova
metdda je vhodna pre vzorky obsahujice protein v koncentracii 1 — 10 mg/ml, ktoré sa riedia 5 x
pridanim ¢inidla na vyslednu koncentraciu proteinu 0,2 — 2 mg/ml. Vaésina proteinov poskytuje tmavo
Cervené sfarbenie s maximom absorbancie pri 550 nm.

Lowryho metdda (Hartree-Lowryho metdda)

Lowryho metdda (1951) patri k najcitovanejsim pracam v biochémii a zaroven aj k najpouzivanejsim
metdédam stanovenia koncentracie proteinov. lde o kolorimetrické stanovenie, zaloZzené na
dvojzlozkovom cinidle. Prvou zloZkou je Biuretovo cinidlo a druhou Folin-Ciocalteauovo cinidlo na
fenoly obsahujuce polykyseliny fosfomolybdénové a fosfowolfrdmové, ktoré sa redukuju tyrozinovymi
zvySkami proteinov za vzniku modrého sfarbenia. Lowryho metdda je citlivejsia (detekcény limit 0,1 —
0,6 g/l) ako Biuretova reakcia a stanovenie je linearne v SirSom koncentraénom rozsahu. Reakcia je
velmi citliva na pH prostredia a preto je nutné udrziavat pH v rozmedzi 10,0 — 10,5 a na dosiahnutie
reprodukovatelnych vysledkov je taktiez potrebné dodrZiavat jednotlivé ¢asové intervaly pridavania a
zmieSavania Cinidiel.

40



BCA metdda

V tejto metdde sa vyuZiva kyselina bicinchoninova (BCA, Obr. 39) na spektrofotometrické stanovenie
celkovych proteinov, ktoré je zaloZené na alkalickej redukcii Cu?* iénov proteinom na Cu* a naslednej
chelatacii Cu* kyselinou bicinchoninovou za vzniku ¢erveného sfarbenia.

Obr. 39. Kyselina bicinchoninova.

Bicinchoninova metdda je znacne variabilna. Jej citlivost je zavisld od doby a teploty inkubacie, od
vlastnosti proteinu pouzitého na standardizaciu a pod. Na reakciu medzi roztokom BCA a peptidovymi
vazbami v proteinoch je idealna teplota 37° C. Priizbovej teplote reaguje roztok BCA iba s tyrozinovymi,
treoninovymi a cysteinovymi aminokyselinovymi zvySkami v proteinoch. NavysSe, niektoré skupiny
latok velmi silno interferuju - napr. redukujice sacharidy ¢i amdnne iény. Pokial su vSak odstranené
(napr. dialyzou), je metdda porovnatelna s Lowryho metddou.

Bradfordova metdda

Tadto metdda je zaloZend na tvorbe komplexu medzi proteinmi a trifenylmetanovym farbivom
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Obr. 40) v kyslom prostredi. K vdazbe dochddza dvoma sp6sobmi:
trifenylmetanova skupina sa viaze na nepolarne oblasti proteinu a anién sulfoskupiny sa viaze na
postranné retazce aminokyselin nestce kladny naboj (lyzin, arginin).

. 7
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Obr. 40. Farbivo Coomasie brilliant blue G-250.

Po vdzbe na protein sa absorbéné maximum farbiva postiva zo 465 na 595 nm, dochddza teda
k farebnej zmene, ktord je Umernd mnozstvu proteinu. Reakcie je velmi citlivd v pripade albuminu
a dalsich globuldrnych proteinov. Na rozdiel od Lowryho a BCA metddy je tato metdda kompatibilna s
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redukujucimi latkami pouzivanymi pre stabilizaciu proteinov v roztoku, avsak nie je ju mozné pouzit v
pritomnosti detergentov narusujucich tvorbu komplexu s proteinmi. Metdda je velmi ¢asto pouzivana
vdaka svojej jednoduchosti a citlivosti. Ako kalibracny protein sa pouZiva hovadzi sérovy albumin.
Metdda je zhruba tri az Styrikrat citlivejsia ako Lowryho a BCA metdda.

V biochemickych laboratériach sa mézeme stretnut aj s dalsimi postupmi stanovenia proteinov. Napr.
po kyslej hydrolyze mozZno proteiny stanovit ninhydrinovou metddou. Proteiny obsahujlce vedlajsie
retazce tyrozinu a tryptofanu absorbuju svetlo v UV oblasti spektra pri 275 — 280 nm. Pri vhodnom
zriedeni vzorky proteinu je mozné tymto spésobom stanovit celkové proteiny z UV absorbancie za
pouzitia kyviet z kremenného skla. V praktickej ¢asti urcite koncentraciu proteinov v neznamej vzorke
pomocou Lowryho metdédy.

Uloha 8. Stanovenie proteinov Lowryho metédou

Pri reakcii proteinu s pouzitymi cinidlami (vid' vyssie) dochdadza k vzniku produktu, ktory ma
modré sfarbenie. Jeho intenzita zavisi od koncentracie proteinu v roztoku. MnoZstvo proteinov
vo vzorke sa urci na zaklade hodnoty nameranej absorbancie pri 750 nm.

Pomocky: kadicky, stojan so skimavkami, automatické pipety s nastavitelnym objemom,
pipetovacie spicky (modré a Zlté), vortex, sklenené tycinky, analytické vahy, spektrofotometer
Specord 50, plastové kyvety

Material a chemikalie:

- vzorka s neznamou koncentraciou proteinov;

- fyziologicky roztok (0,9 % NaCl);

hovéadzi sérovy albumin alebo vajeény albumin s koncentraciou 50 mg/100 ml;
roztok A 2 % Na,COsz v 0,1 M NaOH;

roztok B 0,5 % CuSQ, . 5 H,0 v 1 % tetrahydrate vinanu sodno-draselného;

roztok C: roztoky A a B zmiesajte tesne pred laboratérnym cvi¢enim v pomere 50:1;
Folinovo ¢inidlo (kyselina fosfomolybdeno-fosfovolframova)

Pracovny postup: Do série oznacenych skimaviek pipetujte automatickou pipetou dany objem
Standardného roztoku albuminu (Tabulka 2) a nezndmej vzorky. Doplrite destilovanou vodou na
objem 1 ml. Pridajte 5 ml roztoku C a skimavky dokladne premiesajte na vortexe. Po 10
minutach pridajte 0,5 ml Folinovho cinidla a opat premieSajte. Po 30 mindtach zmerajte
absorbanciu pri 750 nm (postupujte podla postupu, ktory je uvedeny v Ulohe 3).

Tabulka 2.
Skdmavka ¢. 1 2 3 4 5 6
Standard albuminu  (ml) 0,05 0,10 0,25 0,50 0,75 -
Nezndma vzorka (ml) - - - - - 1
Destilovana voda (ml) 0,95 0,90 0,75 0,50 0,25 -
Roztok C (ml) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

Skimavky dékladne premiesajte
na vortexe a nechajte 10 minut reagovat
Folinovo cinidlo (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Dokladne premiesajte na vortexe, nechajte 30 minut stat.
Zmerajte absorbanciu pri 750 nm.
Koncentracia proteinu (mg/l) 25 50 125 250 375 X
Absorbancia pri 750 nm

42



Vyhodnotenie vysledkov: Z nameranych hodnét absorbancii Standardnych roztokov albuminu
zostrojte graf A = f(c) (zavislost absorbancie standardného roztoku albuminu pri 750 nm od
koncentracie albuminu) a pouzitim linedrnej regresie urcite regresné koeficienty a, b
a koeficient determinacie R?. N&sledne na zéklade nameranych absorbancii vzorky a rovnice
kalibracnej priamky vypocitajte koncentraciu proteinov (mg/l) vo vzorke s nezndamou
koncentraciou.
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4. Lipidy

Lipidy predstavuju velmi rozmanitu skupinu latok, ktoré su hydrofébne (nerozpustné vo vode), ale
dobre sa rozpustaju v nepolarnych organickych rozpustadlach (chloroform, benzén, éter) — maju
lipofilny charakter. Tym sa vyznamne odliSuju od ostatnych prirodnych latok, ktoré su zvacsa hydrofilné
a lipofébne. Uvedenad definicia dobre charakterizuje najma jednoduché lipidy. Zlozené lipidy obsahuju
v molekule okrem zakladnych zloZiek eSte dalsiu poldrnu zlozku, ktord im doddva amfifilny charakter —
teda éast molekuly je hydrofébna a ¢ast hydrofilna. Takéto molekuly vo vodnom prostredi tvoria
utvary, v ktorych je dotykova plocha nepolarnych casti a polarneho rozpuistadla minimalna. Tieto
Utvary su zakladom Struktury biologickych membran (Obr. 41). Struktdrne odlidnd skupinu tvoria
izoprenoidné lipidy. Tieto maju hydrofébne vilastnosti, podielaju sa na transporte lipidov v organizme
a spoloc¢ne tvoria sucast biologickych Struktar.

hydrofébna ¢ast
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hydrofilna ¢ast micela

Obr. 41. Lipidova dvojvrstva a micela.

Medzi najdoleZitejsie biologické funkcie lipidov v organizme patri:

- stavebna a Strukturna, lipidy sa spontanne orientuju do mono a dvojvrstiev a tym sa podielaju
na vzniku biomembran (Obr. 41). Z4c¢astruju sa tiez stavby nervovych buniek a obaluju nervové
vlakna,

- zdroj energie, tuky a oleje su najkoncentrovanejSou formou energie v potravinach a v potrave
su dolezité pre ich pomalé travenie. Lipidy su dblezZitou zlozkou potravy nielen pre svoj vysoky
obsah energie, ale tiez preto, Ze poskytuji esencidlne mastné kyseliny a absorbuju
a transportuju vitaminy rozpustné v tukoch,

- ochranna funkcia, ¢ast acylglycerolov obaluje niektoré organy a chrani ich pred mechanickym
poskodenim. PodkoZny tuk funguje ako izolacna bariéra zabrariujuca 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.

Z chemického hladiska su lipidy estery vyssich karboxylovych (mastnych) kyselin. Podla zloZenia ich
delime na jednoduché a zloZené. Karboxylové kyseliny v lipidoch maju pdarny pocet uhlikov
a nerozvetveny retazec. M6zu byt nasytené alebo nenasytené (Tab. 3). Zakladné delenie lipidov
sumarizuje Obr. 42.

Jednoduché lipidy su estery vyssich mastnych kyselin a alkoholu. Podla alkoholovej casti sa delia na
acylglyceroly a vosky. Acylglyceroly (tuky a oleje) su estery vysSich karboxylovych kyselin, ktoré
obsahuju trojsytny alkohol glycerol. Ten mdze mat esterifikovanu jednu, dve alebo tri hydroxylové
skupiny. Podla toho vznikaju mono-, di- alebo triacylglyceroly. Jednoduché lipidy, ktoré obsahuju
prevazne nasytené karboxylové kyseliny, su za beZnych podmienok tuhé - tuky. Ak obsahuju vacsi
podiel nenasytenych karboxylovych kyselin, su kvapalné a oznacuju sa ako oleje.
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Tabulka 3. Mastné kyseliny vyskytujlce sa v lipidoch.

cis dvojitd vazba

(9)

Nazov Struktarny vzorec Pozndmka
laurova \° C12,
[s]
myristova -0 C14,
W nasytend
(e}
palmitova 0 Cis,
\(\/\/\/\/\/\/\/ nasytens
(o]
palmitoolejova Cie,
mono-
nenasytena,
=
o]

stearova H’D\H/\/\/\/\/\/\/\/\/ C1s,
nasytenad
olejova C18,
mono-
nenasytena,

cis dvojitd vazba

(9)

ricinolejova

C1s,

mono-
nenasytena,

cis dvojitad vazba
(),

obsahuje OH
skupinu

linolova

C18,

poly-
nenasytena,

cis dvojitad vazba
(9,12),
esencialna
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Nazov Struktarny vzorec Poznamka

a-linolenova A C18,

poly-
nenasytena,

cis dvojitd vazba
(9,12, 15),
esencialna

y-linolenova CHy C1s,

poly-

=z nenasytena,

cis dvojitd vazba
(6,9,12)

a-eleostearova 0 C18,
HO X poly-

= nenasytena,
cis dvojitd vazba
(9), trans dvoijita
vazba (11, 13)

C20,

poly-
nenasytena,

cis dvojitd vazba
(5, 8,11, 14),

arachidénova

esencialna
Jednoduché Izoprenoidné
1 ] \
- ZIcové
acylglyceroly vosky acylsteroly Zlozené steroly kyseliny
—_l
fosfolipidy glykolipidy
" ' e _
glycerolfosfolipidy sfingofosfolipidy ~ sfingoglykolipidy - cerebrozidy
‘ - gangliozidy
\ - sulfatidy

fosfatidylcholiny
fosfatidyletanolaminy
fosfatidylseriny
fosfatidylinozitoly
plazmalogény

Obr. 42. Rozdelenie lipidov.

Druhou skupinou jednoduchych lipidov su vosky. Su to estery vyssich karboxylovych kyselin a vyssich
jednosytnych alkoholov (cetylalkohol (C16), stearylalkohol, (C18), myricylalkohol (C31). Zohravaju
Ulohu pri ochrane a izoldcii povrchovej vrstvy listov, plodov i niektorych Zivocichov. V Zivocisnych
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voskoch prevladaju alkoholy so 14 az 18 uhlikovymi atdmami, v rastlinnych alkoholy s dlh$im retazcom
(26 — 30 uhlikov).

Acylsteroly obsahuju ako alkoholovi zloZzku cholesterol (Obr. 43) alebo iny sterol. Su stcastou lipidovej
zlozky biologickych membrdn a lipoproteinov, ktoré umoznuju regulovatelny transport lipidov v
organizme. Hydrolytickym odstiepenim mastnej kyseliny vznikda amfifilny steroidny alkohol. Tato
lipofilno-amfifilnd premena ma vyznam v regulacii transportu lipidov.

il H

Obr. 43. Cholesterol.

Zlozené lipidy obsahuju vo svojej molekule okrem mastnej kyseliny a alkoholu dalSiu zlozku.
Fosfolipidy obsahuju esterovo viazanu kyselinu fosforeénu a ¢asto obsahuju aj dusikaté bazy a dalsie
substituenty. Delia sa na:

- glycerolfosfolipidy — v ktorych je alkoholova zloZzka glycerol. Maju vyznam predovsetkym ako
zlozky biomembran (fosfatidylcholin sa nazyva lecitin, fosfatidyletanolaminu kefalin a
bisfosfatidylglycerol je kardiolipin).

- sfingofosfolipidy — kde je alkohol sfingozin. Napr. sfingomyeliny sa vyskytujud v myelinovej
posve nervov.

Glykolipidy obsahuju sacharidovu zlozku, napr. glukézu alebo galaktézu, mastnu kyselinu a sfingozin.
Lipoproteiny obsahuju bielkovinovu cast.

Izoprenoidy suU najvacsia a najpestrejSia skupina latok, ktord je Strukturne odvodena od molekuly
izoprénu (2-metyl-1,3-butadién, Obr. 44a). Zaradujeme sem terpény a steroidy. Podla poctu
izoprenoidnych jednotiek rozliSujeme (1) hemi-, (2) mono-, (3) seskvi -, (4) di-, (6) tri-, (8) tetra- a
polyterpény. Triterpén skvalén (Obr. 44b) je prekurzor pri syntéze steroidov. Koneénym produktom
cyklizacie skvalénu je cholesterol (vid vyssie), ktory je najddleZitejsim Zivocinym sterolom. Dal$imi
sterolmi su lanosterol (z ovcej viny), zymosterol a ergosterol (z kvasnic), sitosterol a stigmasterol
(rastlinného pdvodu). K tetraterpénom patria napriklad karotény, xantofyly a iné lipofilné rastlinné
farbiva.

Obr. 44. 1zoprén (a) a triterpén skvalén (b).

Cholesterol (Obr. 43) patri medzi najvyznamnejSie malé molekuly v bioldgii. Po prvykrat bol cholesterol
izolovany v roku 1784 zo Zlcovych kamenov (nazov pochadza z gréctiny - chole = ZI¢ a stereos = pevny).
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Predstavuje Zivotne dolezZitu zlozku bunkovych membran aje prekurzorom mnohych steroidnych
hormdnov a Zl¢ovych kyselin. Je najvyznamnejsim Zivoc¢iSnym steroidom. Polarna OH-skupina mu
poskytuje slaby amfifilny charakter a kondenzované cykly zaruéuju vaésiu pevnost v porovnani
s ostatnymi membranovymi lipidmi. Syntéza cholesterolu zahffia niekolko desiatok po sebe
nasledujucich enzymatickych reakcii prebiehajucich na membranach endoplazmatického retikula.
Cholesterol je pre Zivot nevyhnutny, hoci jeho ukladanie v tepnach je spajané s aterosklerézou
a vznikom srdcového infarktu, a teda najcastejSimi pri¢éinami umrti ¢loveka. V zdravom organizme je
udrziavand velmi zlozZitd rovnovdha medzi biosyntézou, vyuZitim a transportom cholesterolu, ktora
udrzuje jeho skodlivé ukladanie v minimdlnych medziach.

Fluidita membrany je ovplyvnena najma pomerom nasytenych a nenasytenych retazcov fosfolipidov
a obsahom cholesterolu. Vyssie zastupenie nenasytenych uhlovodikovych retazcov za fyziologickych
podmienok spbsobuje zvysenu fluiditu membrdan. Cholesterol pri vyssich teplotach znizuje fluiditu
membrany, pravdepodobne interakciou s uhlovodikovymi retazcami fosfolipidov a glykolipidov. Pri
nizkych teplotdch zabranuje "stuhnutiu" membrany. Cholesterol teda zabezpeluje zachovanie
konstantnej fluidity membran.

Cholesterol je prekurzorom pri biosyntéze velkého poctu biologicky aktivnych latok - steroidnych
hormadnov. Do tejto skupiny patria Zenské pohlavné hormdny - estrogény (progesterdn, estradiol),
muzské pohlavné hormany - androgény (testosterdn), glukokortikoidy (kortizol) a mineralokortikoidy
(aldosterdn). Cholesterol je tiez prekurzorom na syntézu vitaminu D. V organizme sa tiez premiena na
ZIcové kyseliny. Tie su syntetizované v peceni a sekretované vo forme Zzl¢e, a su esencidlne pre
absorpciu tukov z trdviaceho traktu. V ludskom tele su dva zdroje cholesterolu — exogénny (z potravy)
a endogénny (syntetizovany pecefiovymi bunkami). Cholesterol je hydrofébna molekula, ktora
v krvnom rieisti nie je volne transportovand. Novosyntetizovany cholesterol je esterifikovany na
hydroxylovej skupine, pricom vznikaju estery cholesterolu. Na ich transporte vkrvi vo forme
lipoproteinovych komplexov sa podielaju lipoproteiny s velmi nizkou hustotou, ktoré sa postupne
premienaju na lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL — low-density lipoproteins). Cholesterol, estery
cholesterolu a triacylglyceroly z potravy sa v krvi prenasaju lipoproteinovymi komplexami nazyvanymi
chylomikrény. Po odstraneni triacylglycerolov v periférnych tkanivach sa viazu na receptory
pecenovych buniek a do ich vnutra prenikaju pomocou receptorovej endocytdzy. LDL teda prendsaju
cholesterol z pecene k periférnym tkanivam. Naopak, transport cholesterolu z periférnych tkaniv do
pecene zabezpecuju lipoproteinové castice s vysokou hustotou (HDL — high-density lipoproteins).
Nadbytocny cholestrol sa vyluCuje vo forme Zlcovych kyselin. ZvySend hladina LDL v krvi moZe
spbsobovat artériosklerézu. Cholesterol prenasany tymito lipoproteinmi je preto oznacovany ako
"zly", na druhej strane cholesterol transportovany z periférie do pecene pomocou HDL castic je
oznacovany ako "dobry".

Tabulka 4. Hodnoty koncentracie vybranych lipidov v krvi.

Lipid typické hodnoty (mg/dl) odporuéané hodnoty (mg/dl)
celkovy cholesterol 170-210 <200
LDL cholesterol 60 - 140 <130
HDL cholesterol 35-85 > 40
Triacylglyceroly 40 - 150 <135

Dolezitym ukazovatefom zdravia je aj koncentrécia cholesterolu a triacylglycerolov v krvi. Hodnoty
tychto parametrov liSiace sa od normalu totiz poukazuju na nebezpecenstvo vzniku a rozvoja srdcovo-
cievnych ochoreni (Tab. 4). Na zaklade toho, ¢o uz bolo spomenuté o "dobrom" a "zlom" cholesterole
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je zrejmé, Ze vysoké hodnoty LDL cholesterolu su nebezpecné, kym vysoké hodnoty HDL cholesterolu
su dobré a Zelané.

Uloha 9. Stanovenie cholesterolu v olejoch

Na kvantitativne stanovenie obsahu cholesterolu v oleji vyuzijeme kolorimetricki metddu
zalozenu na Liebermann-Burchardovej reakcii, ktord je Specifickd pre nenasytené steroidy
a triterpény. V tejto reakcii reaguje cholesterol s kyselinou octovou, koncentrovanou kyselinou
sirovou aanhydridom kyseliny octovej za vzniku zelenych az zelenomodrych produktov,
predovsetkym cholestapolyénov a cholestapolyénovych karbdniovych idnov (Obr. 45).

HzC

CH3
CH3

CH,COOH, H,S0,

CHs

CH, Hal

acetanhydrid

HO

cholesterol 3,5-cholestadiénovy kation
Obr. 45. Liebermann-Buchardova reakcia.

Pomocky: sklenené pipety, automatické mikropipety, Spicky, skimavky, stojan na skimavky,
kadicky, analytické vahy, spektrofotometer

Materidl a chemikalie: kyselina octovd ladova, acetanhydrid, kyselina sirova, rybi olej,
cholesterol (M(chol) 386,7 g/mol)

Pracovny postup: Pripravte si 50 ml zdsobného roztoku cholesterolu s koncentraciou 20 mmol/I
v ladovej kyseline octovej (dobre sa rozpusta pri zahriati). Pripravte sériu skimaviek
s koncentraciou cholesterolu 1, 2, 5, 10, 20 mmol/l tak, aby vysledny objem kazdého
kalibra¢ného roztoku bol 2 ml (Tab. 5). Do oznacenych skimaviek (1 — 5 al” - 5°) pipetujte
pomocou automatickej pipety 200 pl z prislusnych kalibracnych roztokov, pridajte 3 ml roztoku
kyseliny octovej a acetanhydridu (1:5). Zmesi premiesajte a nechajte ich stat po dobu 5 min pri
laboratérnej teplote. Nasledne, tesne pred meranim, pridajte do kazdej skimavky 0,6 ml 96 %
kyseliny sirovej, opat premiesajte a zmerajte na spektrofotometri absorbanciu jednotlivych
roztokov proti blanku pri vinovej dizke 575 nm (Tab. 6). Postupujte podla postupu, ktory je
uvedeny v Ulohe 3. Uskutocnite 2 paralelné merania (meranie je nutné dokoncit do 30 min od
pridania kyseliny kvoli nizkej stabilite vznikajuceho komplexu). Rovnako postupujte aj pri
stanoveni obsahu cholesterolu v nezndmych vzorkach a vysledky zaznacte do Tab. 7.

Tabulka 5. Priprava Standardnych roztokov.

Standardny c (chol) V zasob. roztoku V riediaceho roztoku vysledny V
roztok ¢. [mmol/I] cholesterolu [ml] (f'ad. kys. octova) [ml] [ml]
1 1 2
2 2 2
3 5 2
4 10 2
5 20 2
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Tabulka 6. Namerané hodnoty absorbancii Standardnych roztokov.

skimavka

4

4

c (chol)
[mmol/I]

10

20

A 575 nm

Vyhodnotenie vysledkov: Z nameranych hodnét absorbancii Standardnych roztokov
cholesterolu zostrojte graf A = f(c) (zavislost absorbancie standardného roztoku cholesterolu
pri 575 nm od koncentracie cholesterolu) a pouzitim linearnej regresie urcite regresné
koeficienty a, b a koeficient determindcie R%. Ndsledne na zdklade nameranych absorbancii
vzorky a rovnice kalibracnej priamky vypocitajte koncentraciu cholesterolu (mmol/I) vo vzorke s
neznamou koncentraciou.

Tabulka 7. Namerané hodnoty absorbancii nezndmych vzoriek.

Vzorka Vi V1’ V2 V2’
A 575 nm
c (chol)
[mmol/I]

V1 —rybiolej, V2 —rybiolej 2

Uloha 10. Stanovenie peroxidového &isla tukov a olejov

Tuchnutie tukov predstavuje suhrn chemickych zmien, ktoré vedu k zhorseniu organoleptickych
vlastnosti. Ide predovsetkym o oxidacné hydrolytické reakcie charakterizované vznikom
hydroperoxidov. Obsah peroxidov a hydroperoxidov sa stanovuje pomocou peroxidového disla.
Uvedené oxidacné produkty reaguju s nasytenym roztokom jodidu draselného za vzniku jédu,
ktory sa titruje Standardizovanym roztokom tiosiranu sodného. Peroxidové Ccislo udava
mnozstvo aktivneho kyslika na 1 kilogram tuku. Metdda je pouzitelna pre vsetky ZivocisSne a
rastlinné tuky a oleje, mastné kyseliny vratane ich zmesi s peroxidovym cislom do 30 meq
aktivneho kyslika v kg vzorky. Metdda nie je vhodna pre mlieéne tuky a nemozno ju pouzit na
lecitiny. Jodometrické stanovenie peroxidového cisla prebieha na zdklade reakcii:

ROOH + 2 I'+ 2 H*=> I,+ ROH + H,0
I+ 2 52032-9 21+ 54052—

Uvolneny jod je mozné stanovit aj elektrochemickymi metddami. Kolorimetrické stanovenie
peroxidového Cisla je zaloZzené na oxidacii Zeleznatych idnov na Zelezité idny, ktoré sa stanovuju
ako farebny tiokyanatan Zelezity.

Pomocky: banky so zdtkami, odmerny valec, pipeta, byreta, mikroténové félie, vahy

Chemikalie: 50 % roztok jodidu draselného, roztok tiosiranu sodného (0,001 mol/l), kyselina
octova, chloroform, destilovana voda, vzorka tuku a oleja

Pracovny postup: Do Erlenmayerovej banky so zdbrusom odvazte 1 g vzorky tuku alebo oleja s
presnostou na 1 mg. Do banky pridajte 10 ml chloroformu, banku ihned uzavrite a tuk
pretrepanim rozpustite. K roztoku pridajte 10 ml koncentrovanej kyseliny octovej, zmes
premiesajte a nasledne pridajte 1 ml roztoku jodidu draselného. Dajte pozor, aby nevznikali
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pary. Banku zazatkujte, zmes v nej asi 1 minutu pretrepavajte a nasledne ulozte na tmavé
miesto. Po 5 mindtach do banky pridajte 75 ml destilovanej vody a za intenzivneho
pretrepdvania titrujte roztok uvolneného jédu odmernym roztokom tiosiranu sodného. Priebeh
reakcie indikuje ¢ervenofialové zafarbenie jodu rozpusteného v chloroforme. Vidy po pretrepani
reakénej zmesi pockajte, kym dbéjde k rozdeleniu vrstiev. Titrujte az do odfarbenia
chloroformovej vrstvy. Spotrebu tiosiranu oznacte Vi. Toto stanovenie sa vykond pri kazdej
vzorke dvakrat.

Prevedte slepy pokus. Postupujte pri nom rovnako, ale bez pouZitia vzorky tuku. Spotrebu
zaznamenajte ako V..

Roztok KI musi byt bezfarebny alebo iba velmi slabo sfarbeny do ZIta. Spotreba roztoku tiosiranu
sodného v pripade slepej vzorky nesmie prekroc¢it 1 ml.

Vyhodnotenie: Peroxidové cislo (PV), vyjadrené v miliekvivalentoch aktivneho kyslika na
kilogram, vypocitajte podla vzorca:

V_VxTxlOOO
B m

kde:

V = objem (v ml) roztoku tiosiranu sodného korigovany vysledkom slepého pokusu;
T = molarita pouzitého roztoku tiosiranu sodného;

m = hmotnost navazku vzorky (v g).

Zhodnotte zistené vysledky vo vztahu ku kvalite testovanych vzoriek.
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5. Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny objavil v roku 1869 Svajciarsky lekar a bioldg Friedrich Miescher. Z bunkového jadra
izoloval kysla latku s vysokym obsahom fosforu rozpustnid v hydroxidoch a podla miesta vyskytu ju
nazval nuklein. V hierarchii latok potrebnych na existenciu Zivej hmoty stoja nukleové kyseliny
najvyssie.

Nukleové kyseliny si makromolekulové latky, ktoré vo svojej Struktuire nesu geneticku informaciu.
Podla sacharidovej zlozky nukleotidov rozliSujeme kyselinu deoxyribonukleovi (DNA) — obsahuje
sacharid 2-deoxyribdzu, a kyselinu ribonukleovid (RNA), ktord obsahuje sacharid ribézu. Zakladnou
stavebnou jednotkou nukleovych kyselin je nukleotid. Nukleotid je tvoreny heterocyklickou bdazou,
ktora N-glykozidickou vazbou viaZe sacharid (ribdza alebo 2-deoxyribdza, Obr. 46) a esterovou vazbou
zvysSok kyseliny trihydrogenfosforecnej (fosfat). Heterocyklické bazy v nukleovych kyselinach su
odvodené od purinu alebo pyrimidinu. NajcastejSie zastupené pyrimidinové bdazy su cytozin (C), tymin
(T) a uracil (U) a purinové bazy adenin (A) a guanin (G) (Obr. 47).

OH OH
HO o HO 0
OH OH OH
riboza 2-deoxyrib6za

Obr. 46. Pentdzy ribdza a 2-deoxyribdza.
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Obr. 47. Pyrimidinové a purinové bazy.

Molekula DNA obsahuje Styri zasady — adenin, guanin, cytozin atymin, v pripade RNA je tymin
nahradeny uracilom. Pritomné mozu byt aj iné bazy, tzv. minoritné (5-metylcytozin, pseudouridin...).
Jednotlivé nukleotidy st viazané do polynukleotidového retazca prostrednictvom fosfatu, pricom
vznika diesterova vazba (Obr. 48).

Okrem primarnej Struktury reprezentovanej poradim baz v polynukleotidovom retazci je molekula
DNA charakterizovana este sekundarnou a tercidrnou Struktidrou. Objav sekundarnej Struktiry DNA
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patri asi k najvyznamnejsim objavom v 20. storoci. V roku 1953 Watson a Crick s vyuZitim poznatkov
Franklinovej (RTG difrakéna analyza DNA) zistili, Ze molekula DNA ma tvar dvojitého helixu, ktory je
zloZeny z dvoch antiparalelnych polynukleotidovych retazcov. Retazce su sformované tak, ze kostra
pozostava z pentdzovych kruhov a zvyskov kyseliny fosforeénej, a do vnutra dvojitého helixu smeruju
bazy. Takato Struktira je stabilizovana vodikovymi vazbami medzi bazami vyskytujucimi sa v dvoch
retazcoch. Podla Chargaffovych pravidiel sa adenin paruje styminom dvomi vodikovymi vazbami
a cytozin s guaninom tromi vodikovymi vazbami.
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Obr. 48. Primarna struktira DNA a RNA.

Experimentdlne bolo preukdzané, Ze DNA je nositefom genetickej informacie, teda zakladom
dedicnosti. V DNA je uloZena zakladna geneticka informacia potrebna na biosyntézu proteinov. Tato
informdcia je zapisanad (zakddovana) formou poradia jednotlivych nukleotidov (geneticky kdd).
Informacia sa moze prenasat na dalsie generdcie v procese replikacie DNA (pri rozdeleni bunky) alebo
nastava prepis z DNA na medidtorovu RNA (transkripcia) na zaklade komplementarneho pdrovania baz.
Mediatorovad RNA sa bezprostredne zucastriuje biosyntézy proteinov (translacia). Prenos informacie
po osi DNA — RNA — protein je podstatou centrdlnej dogmy molekulovej biolégie. Celkovo
rozoznavame pat zakladnych typov RNA, ktoré sa lisia predovsetkym funkciou, lokalizaciou a relativnou
molekulovej hmotnostou: a) medidtorovd (messengerovd) — mRNA; b) ribozdmova — rRNA; c)
transferova — tRNA; d) malé jadrové — snRNA; e) virusova RNA.

Lokalizacia DNA v bunkach. V prokaryotickych bunkdch sa DNA vyskytuje v cytoplazme a okrem
chromozomalnej kruhovej DNA mozu bunky baktérii obsahovat aj cirkularnu extrachromozomalnu
DNA — plazmidy. Plazmidy si bunke pritomné v jednej alebo viacerych képiach a dokazu sa replikovat
nezavisle od bakteridlneho chromozému. Oba typy bakteridlnej DNA maju Struktiru kruhovej
dvojzavitnice a navzdjom sa liSia velkostou. V eukaryotickych bunkach Zivoc¢ichov sa DNA vyskytuje
vjadre, ktoré je od zvysSku cytoplazmy oddelené jadrovou membranou, a v mitochondriach.
Chromozomadlna DNA je linearna a mitochondridlna DNA, podobne ako plazmidova, predstavuje
kruhové, dvojvlaknové molekuly DNA, ktoré existuju a replikuju sa nezavisle od struktidry chromozému.
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Rastlinné eukaryotické bunky obsahuju okrem jadrovej a mitochondridlnej DNA aj plastidovu
(chloroplastovu), ktord ma podobné vlastnosti ako DNA mitochondrii. Z dovodu rozdielnej velkosti a
lokalizacie jednotlivych typov DNA v bunke, ako aj rozdielnej stavby jednotlivych typov buniek, sa
jednotlivé typy DNA izoluju r6znymi spésobmi. Vdaka tymto rozdielom je mozné jednotlivé typy DNA
od seba izolovat.

Metddy izolacie nukleovych kyselin. Na izolaciu nukleovych kyselin zo Zivych organizmov bolo
vyvinutych mnoho metdéd, ktoré sa od seba mdzu znacne lisit. V principe je vzdy prvym krokom lyza
buniek alebo pevnych tkaniv. V pripade buniek vacésinou postacuje rozruSenie bunkovej steny
a membrany. Na tento Ucel sa vyuZivaju najma detergenty typu SDS (dodecylsulfat sodny) alebo Triton
X-100. Pri izolacii DNA alebo RNA z rastlinnych pletiv alebo Zivocisnych tkaniv je potrebné ich najskor
mechanicky narusit bud mrazom (tekuty dusik) alebo homogenizatormi. Bunkovy obsah vratane DNA
sa z lyzovanych buniek uvolni do extrakéného pufru. Takéto pufre obsahuju vidy chelatacné cinidlo
EDTA, ktoré vychytd vietky vapenaté a horecnaté idny z extraktu. Dévodom je fakt, Ze Ca?" idny
funguju ako kofaktory nukleaz — enzymov, ktoré stiepia nukleové kyseliny, a aktivne nukleazy by pocas
extrakcie stiepili vSetky izolované nukleové kyseliny. Suéastou extrakéného pufra su niekedy aj
proteindzy, enzymy Stiepiace proteiny. VacSina DNA je asociovana s bazickymi proteinmi — histonmi
(podielaju sa na stavbe chromatinu) a ich odstranenie proteinazami zvysi Cistotu izolovanej DNA.

Cast metdd izolacie nukleovych kyselin je zaloZzena na extrakcii zmesou fenolu a chloroformu. Fenol sa
rozpusta vo vode iv chloroforme, preferuje ale chloroform. Chloroform ako nepoldrne organické
rozpustadlo sa s vodou nemiesa. Ak priddme zmes fenolu a chloroformu k extraktu zo Zivych tkaniv,
vsetky tuky prechadzaju do chloroformu, proteiny a €ast polysacharidov sa pdsobenim organickych
rozpustadiel vyzraza a nukleové kyseliny zostand vo vodnej faze. Po extrakcii sa zmes odstredi a
vzniknuté fazy sa od seba oddelia. Vyzrazané proteiny a sacharidy vytvoria na rozhrani bielu kruhovu
zrazeninu. Nukleové kyseliny sa z vodnej fazy vyzrazaju absoldtnym etanolom s pridavkom soli alebo
izopropanolom. Opaleskujuci pelet nukleovych kyselin vznikajici po intenzivnej centrifugdcii (14.000
rpm) sa premyva etanolom, susi a nasledne rozpusta vo vode alebo vhodnom pufri.

Novsie metddy izoldcie vyuZzivaju adsorpciu nukleovych kyselin na silikat v pritomnosti chaotropnych
soli, napr. guanidin izotiokyanat. Chaotropné soli su soli chaotropnych cinidiel (ako st napr. mocovina
a guanidinhydrochlorid), ktoré rozrusuju vodikové mostiky vody tym, Ze s vodou tieto mostiky sami
vytvaraju. Vo vysokych koncentraciach (6 — 9 mol/l) pésobia ako denaturacné Cinidla, pretoze rusia
hydrofébne interakcie. Extrakt nukleovych kyselin sa zmieSa so silikdtovou matricou v podobe vrstvy
silikatovych gulic¢iek v pritomnosti chaotropnej soli. Nukleové kyseliny sa naviazu na gulicky a tie sa
potom premyvanim zbavia kontaminujlcich proteinov, polysacharidov a inych nedistot. Nukleové
kyseliny z guliiek sa uvolnia znizenim idnove;j sily roztoku. Tato metdda je velmi rychla a efektivna a
vyuziva sa vo vacsine komercnych setov pre izoldciu nukleovych kyselin, napr. v diagnostickych
laboratoriach.

Uloha 11. Izol4cia genémovej DNA z ovocia

Nasledovny experiment je realizovatelny aj v domdacich podmienkach, comu je prispésobeny aj
pouzity materidl a pomocky. Ako zdroj DNA rastlinného povodu pouzZijete zmrazené jahody.
Bunkovy povrch jednotlivych buniek jahod sa rozrusi vznikajucimi krystalikmi ladu pocas ich
rozmrazovania. Ako zdroj enzymov na uvolnenie DNA z proteinov viazucich DNA do podoby
chromozémov (histdnové proteiny) bude slizit éerstvd anandsova stava, ktora obsahuje velké
mnoZstvo proteazy bromelain. Zvysky buniek od DNA oddelite filtraciou cez sitko. Destilat
s vysokym obsahom alkoholu sp6sobi vyzrazanie DNA vo forme zrazeniny pripominajlcej vatu,
ktora je dobre viditelna aj volnym okom.

54



Pomaécky: odstavovac alebo strihadlo, drevena Spajdla, sklené nadoby, jemné kuchynské sitko
Material: zamrazené jahody, Cerstvy ananas, destilat s vysokym obsahom alkoholu

Pracovny postup: Rozmrazte jahody (4 — 5 ks). Odstavte anands s pouzitim odstavovaca alebo
jemného struhadla. Do vhodnej nadoby vlozte rozmrazené jahody a pridajte priblizne 100 ml
anandasovej Stavy. V ananasovej $tave jahody dokladne roztlacte a nechajte stat pri izbovej
teplote aspon 30 minut. Ziskanu hmotu nasledne precedte cez jemné sitko. Ziskanu ovocnu
$tavu opatrne prevrstvite 50 ml ladovo vychladeného vysokopercentného alkoholu. Po par
mindtach namotajte biele chumace izolovanej hmoty — DNA na drevenu Spajdlu.

Uloha 12. I1zolacia RNA z kvasnic

Vhodnym materidlom pre izoldciu RNA su pekarske kvasnice, ktoré obsahuju priblizne 4 % RNA.
Kvasinky su jednobunkové eukaryotické organizmy, ktoré maju na povrchu bunkovu stenu. Po
jej rozruseni trenim s malym mnozstvom morského piesku v trecej miske sa RNA extrahuje 0,5
% roztokom NaOH a po Uprave pH sa zraza ladovym etanolom.

Pomocky: trecia miska, kadicky, odmerné banky, centrifugaéné skamavky, centrifiga,
indikatorové papieriky, filtraény papier, analytické vahy

Material a chemikalie: kyselina octova (5 a 50 %), 0,5 % hydroxid sodny, dietyléter, pekarske
drozdie

Pracovny postup: Zmes 40 g kvasnic (pekarskeho drozdia), 3 ml destilovanej vody a 3 ml
dietyléteru rozotrite s pouzitim morského piesku v trecej miske. Do pripraveného homogenatu
pridajte postupne 50 ml vychladeného 0,5 % NaOH a pokracujte v roztierani aspon 15 min.
Nasledne upravte pH homogendtu s pouZitim 5 % kyseliny octovej na hodnotu pH 6. Zmes
centrifugujte pri 3000 rpm pocas 10 min. (pozri ¢ast 1.4, centrifugaéné skimavky musia byt
dokladne vyvaZzené). Supernatant zlejte do kadicky a s 50 % kyselinou octovou upravte pH na 3,5
(zaznamenajte pouzity objem kyseliny octovej). Nasledne pridajte rovnaky objem vychladeného
etanolu. Vzniknuta zrazenina predstavuje ribonukleoprotein, ktory po centrifugdcii (10 min,
3000 rpm) pouzijete v dalSom experimente na stanovenie spektofotometrickej Cistoty
izolovanej RNA a pri dékaze zloZiek RNA.

Uloha 13. Izolacia DNA zo sleziny

DNA je v bunke viazand s bazickymi proteinmi — histdnmi, vo forme deoxyribonukleoproteinu
(DNP). Pri jeho izolacii sa vychadza z tkaniv obsahujucich bunky s velkymi jadrami (napr. slezina).
Na extrakciu sa pouZiva roztok chloridu sodného. Po zriedeni roztoku sa vyluci
deoxyribonukleorotein vo forme vldknitého produktu. Pri extrakcii zriedenym roztokom moze
dochédzat k depolymerizacii vplyvom aktivity nukledz.

Pomocky: trecia miska, kadicky, odmerny valec, centrifugacné skimavky, centrifiga, filtracny
papier, drevena Spajdla, analytické vahy

Materidl a chemikalie: 1 M chlorid sodny, Cerstva slezina

Pracovny postup: 5 g skalpelom nakrajanej sleziny rozotriete s trochou morského piesku v trecej
miske. Za intenzivneho roztierania po malych ddvkach priddvajte celkovo 100 ml 1M NaCl a
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homogenizujte 15 min. Viskozita roztoku stipa postupom extrakcie DNA. Pripraveny homogenat
centrifugujte 10 min pri 4000 rpm (centrifugacné skimavky musia byt dokladne vyvazené),
supernatant zlejte a pomaly prilievajte do Sestnasobného mnoZstva vychladenej destilovanej
vody. DNA sa zraza vo forme vlakna, ktoré sa navija na drevenu Spajdlu. Tieto vlakna preneste
do dvoch skiumaviek a nasledne pouzite v dalSich ulohach.

Uloha 14. Dokaz zloziek DNA a RNA

2-deoxypentdzy, podobne ako vacsina ostatnych monosacharidov, poskytuju zahrievanim v
kyslom prostredi derivaty furalu (vid Uloha 4) a niektoré dalSie chromogénne latky, ktoré davaju
s aromatickymi aminmi charakteristické sfarbenie. DNA a RNA mozno rozli$it na zaklade
farebnych reakcii, ktoré poskytuju ribdéza a 2-deoxyribéza s difenylaminom. Difenylamin
poskytuje s RNA zelené a s DNA modré sfarbenie.

Pomocky: skimavky, stojan na skimavky, automatické pipety, Spicky, kadicky, elektricky varic

Material a chemikalie: izolovana DNA a RNA z predchadzajucich uloh (12, 13), difenylaminova
reagencia (do 100 ml 1 % roztoku difenylaminu v ladovej kyseline octovej sa pridd 2,75 ml
koncentrovanej kyseliny sirovej), 0,5 % hydroxid sodny

Pracovny postup: Do skiimaviek prenesieme prvu Cast izolovanej DNA a RNA, pridajte 1 ml 0,5 %
NaOH a nasledne po premieSani arozpusteni pridajte 1 ml difenylaminovej reagencie.
Zahrievajte 10 — 20 min vo vriacom vodnom kupeli. Pozorujte vyvoj sfarbenia.

Vyhodnotenie: Ako sa liSi DNA a RNA? Vysvetlite vznik modrého sfarbenia.

Uloha 15. Spektrofotometrické stanovenie nukleovych kyselin

Pritomnost purinovych a pyrimidinovych dusikatych zdsad v polynukleotidovom retazci, ktoré
vdaka aromatickému charakteru absorbuju svetlo v UV oblasti, umoZiuje spektrofotometrom
merat absorbanciu roztoku s izolovanou DNA i RNA. Tymto postupom je moZné ziskat pomerne
presnu informdciu o mnoiZstve izolovanej DNA ¢i pripadnom znecisteni RNA.

Pre spektrofotometrické stanovenie koncentracie DNA sa meria absorbancia roztoku DNA pri
260 nm. Sucasne sa zmeria absorbancia aj pri vinovej dizke 320 nm, pri ktorej nukleové kyseliny
a proteiny Ziarenie neabsorbujd. Pritomna absorbancia pri tejto vinovej dizke indikuje obsah
dalSich latok v roztoku. Absorbancia s hodnotou 1 pri 260 nm zodpoveda koncentracii
dvojvldknovej DNA 50 pg/ml, jednovldknovej DNA 40 pg/ml, RNA 40 pg/ml a oligonukleotidov
20 pg/ml. Koncentraciu DNA uréime zo vztahu:

koncentracia (ng/ml) = (Aze0 — Asz0) % zriedenie vzorky x 50 pg/ml

Hodnota absorbancie vSak zavisi nielen od mnozstva DNA, ale aj od mnoZstva sekundarnych
Struktdr pritomnych v DNA. Absorpéné maximum roztoku RNA je 260 nm a minimum pri 230
nm.

Spektrofotometrické stanovenie Cistoty nukleovych kyselin. Molekuly nukleovych kyselin su
najcastejSie znecistené proteinmi, ktoré maju absorpéné maximum pri 280 nm. Pomer
absorbancii pri 260 nm a 280 nm udava Cistotu nukleovych kyselin. Ak je pomer Azeo/Azs0 1,8,
indikuje to dostatocéne Cistl DNA. Pomer Axeo/Azs0 2,0 naznaduje dostatocne Cisti RNA. Hodnota
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nizsia ako 1,8 poukazuje na pritomnost proteinov (aromatické aminokyseliny fenylalanin, tyrozin
a tryptofan), fenolu alebo inych znedistujucich latok s absorpénym maximom v oblasti 280 nm.
V pripade molekul RNA izolovanych z r6znych tkaniv a roznymi izolacnymi metédami sa pomer
Azeo/Azs0 pohybuje v rozmedzi 1,7 — 2. Hodnota nizsia ako 1,7 je znakom kontaminacie RNA
proteinmi. Takéato vzorka ma tendenciu sa rychlo rozkladat vdaka pravdepodobnej pritomnosti
ribonukleaz.

PretoZe preparaty izolované v predchddzajlcich ulohach obsahuju okrem nukleovych kyselin aj
znacny podiel proteinov, ktoré absorbuji pri 280 nm, pouZijeme na stanovenie obsahu
nukleovych kyselin pomer absorbancii Azso/Az0 podla metdédy Warburga a Christiana (Tabulka
8).

Tabulka 8. Hodnoty faktoru F podla Warburga a Christiana.

Azs0/Az60 % nukleovych kyselin F
1,75 0,00 1,116
1,63 0,25 1,081
1,52 0,50 1,054
1,40 0,75 1,023
1,36 1,00 0,994
1,30 1,25 0,970
1,25 1,50 0,944
1,16 2,00 0,899
1,09 2,50 0,852
1,03 3,00 0,814
0,979 3,50 0,776
0,939 4,00 0,743
0,874 5,00 0,682
0,846 5,50 0,656
0,822 6,00 0,632
0,784 7,00 0,585
0,767 7,50 0,565
0,753 8,00 0,545
0,730 9,00 0,508
0,705 10,00 0,478
0,671 12,00 0,422
0,644 14,00 0,377
0,615 17,00 0,322
0,595 20,00 0,278

Pomocky: skimavky, stojan na skimavky, automatické pipety, Spicky, spektrofotometer,
kremenné kyvety

Material a chemikalie: izolovana DNA a RNA z predchadzajucich udloh (12, 13), 0,5 % hydroxid
sodny

Pracovny postup: K zvysnému podielu izolovanej DNA a RNA pridajte 0,5 ml 0,5 % NaOH. Do
kremennej kyvety (10 mm) napipetujte 2 ml 0,5 % NaOH a pridajte 20 ul DNA alebo RNA v
roztoku NaOH. Nasledne zmerajte absorpcné spektrum v rozsahu 200 — 350 nm (postupujte
podla navodu v Ulohe 2). Plastové asklené kyvety si pre tento Gcel nevhodné z dévodu
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absorbcie UV Ziarenia. Ako slepy pokus (blank) pouZijete 0,5 % NaOH. Zo spektra odditajte
hodnoty absorbancie pri 260 a 280 nm.

Vyhodnotenie: Metddou Wartburga a Christiana zistite podiel nukleovych kyselin a obsah
proteinov v izolovanych preparatoch. Pri vypocte balastnych proteinov nachadzajucich sa vo
vzorke pouzite nasledovny vztah:

proteiny (mg/ml) = F. Ao / d
kde d je opticka draha kyvety vyjadrend v cm a F je faktor z Tabulky 8.

Na zaklade zistenych hodno6t absorbancie urcite koncentraciu DNA v roztoku.
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6. Enzymy

Enzymy su latky bielkovinovej povahy, ktoré maju funkciu biokatalyzatorov, teda urychluju priebeh
biochemickych reakcii. Bez enzymov by vacsina metabolickych reakcii v podmienkach biologickych
systémov (vodné prostredie, teplota, tlak) neprebiehala, pripadne prebiehala velmi pomaly. Nakolko
s enzymy proteiny, vyznacuju sa Specifickou Struktirou. M6zu byt jednoduché, alebo mézu obsahovat
aj neproteinovld zlozku. Proteinovi c¢ast nazyvame apoenzym a nizkomolekulovi neproteinovi
zlozku kofaktor. Kofaktorom mdzu byt niektoré katiény kovov, napr. Zn?*, Mg®, alebo organické
molekuly nazyvané koenzymy (FAD, NAD a iné). Enzymy sa chemicky viazu so substratmi (zliceniny
vstupujuce do reakcie) za vzniku prechodného, nestdleho komplexu enzym-substrat. Prechodny
komplex sa velmi rychlo rozpadd za uvolnenia produktu (produktov) biochemickej reakcie (Obr. 49).

, Vhodné vazbové a priestorové produkt
substrat ; . ; "
podmienky pre naviazanie substratu ‘

{ Aktivne miesto

= =

Substrat vstupujuci Komplex Komplex Produkty
do aktivheho enzym/substrat enzym/produkt uvolnené z aktivheho
miesta enzymu miesta enzymu

Obr. 49. Katalytické posobenie enzymov.

Podstatou ucinku katalyzatora je znizenie aktivacnej energie (E.), ktori molekuly reagujucich latok
potrebuju na uskutocnenie reakcie. Na Obr. 50 je porovnanie priebehu enzymom katalyzovanej reakcie
a nekatalyzovanej reakcie.

Prechodny
komplex

E, (uncat

Nekatalyzovana
reakcia

Volna energia

reaktanty
Katalyzovana

reakcia

produkty

Priebeh reakcie

Obr. 50. Porovnanie priebehu enzymom katalyzovanej reakcie a nekatalyzovanej reakcie.

Katalytické ucinky si enzymy zachovavaju aj po uvolneni z buniek. V uréitom prostredi a pri urcitych
podmienkach (in vitro) mézu enzymy katalyzovat rovnaké chemické reakcie ako v Zivych organizmoch.
Zakladny rozdiel medzi enzymami a ostatnymi katalyzatormi je v tom, Ze svojou Specifickou Strukturou
chemické reakcie nielen urychluju, ale aj reguluju, a chemickych reakcii sa priamo zucastriuju.
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So substratom nereaguje cely povrch enzymu, ale substrat sa viaze len na Specifické miesto povrchu.
Toto miesto sa oznacuje ako aktivne miesto (Obr. 49) a vytvara vhodné vazbové a priestorové
podmienky na naviazanie substratu. Molekula substratu sa viaze na aktivne miesto enzymu tak, Ze jej
uréité charakteristické skupiny su pritahované medzimolekulovymi interakciami aminokyselin
aktivneho centra. Tvorba komplexu enzym-substrat sa teda realizuje stechiometrickou vazbou
molekuly substratu na aktivne miesto enzymu. V aktivnom mieste enzymu mozno rozlisit vizbové
a katalytické miesto.

Enzymy sa vyznacuju 3$pecifickostou uéinku, teda schopnostou katalyzovat len jednu
z termodynamicky moznych premien substratu. Specifickost U¢inku je ovplyviiovana koenzymom.
Substratova $pecifickost oznaluje schopnost urditého enzymu katalyzovat premenu len uréitého
substratu (Uzka Specifickost) alebo skupiny substratov (Sirsia Specifickost). Za substratovu Specifickost
zodpoveda apoenzym, konkrétne aktivne miesto.

Katalyticka aktivita enzymu je schopnost enzymu urychlit urcitd reakciu - teda premienat substrat na
produkt v zavislosti od Casu. Jednotkou katalytickej aktivity je katal (kat), o je enzymova aktivita, ktora
premeni 1 mol substratu za 1 sekundu pri optimalnom pH a nasyteni substratom. Specifickd aktivita
enzymu je pocet katalov vztiahnuty na 1 kg proteinu. Enzymova aktivita je ovplyviiovana fyzikdlno-
chemickymi podmienkami prostredia. Vyznamny vplyv na enzymovu aktivitu ma:

- koncentrécia substratu,

- teplota,

- pH,

- ibnovasila,

- oxidac¢no-redukény potencial,
- pritomnost aktivatorov,

- pritomnost inhibitorov.

Rychlost enzymovej reakcie stipa so stUpajucou koncentraciou substratu dovtedy, kym nedéjde
k obsadeniu vsetkych aktivnych miest enzymu. Aj so zvySovanim teploty dochadza k narastu rychlosti
enzymovej reakcie, ale stcasne sa zvysuje aj rychlost proteolytickej degradacie. Pri urcitej teplote sa
narast rychlosti enzymovej reakcie zastavuje z dovodu denaturacie enzymu. Teplota, pri ktorej sa
dosahuje maximalna rychlost enzymovej reakcie, sa oznacuje ako optimalna. Podobne je rychlost
enzymove] reakcie zdvisld aj od koncentracie proténov v reakénom prostredi (pH) a vyznacuje sa
optimom. Aktivitu enzymu ovplyviiuje aj pritomnost niektorych nizkomolekulovych zliéenin alebo
iénov v reakénom prostredi. M6zZe dochadzat k znizovaniu katalytického Ucinku (inhibicii enzymu)
alebo k zvySovaniu katalytického ucinku (aktivacii enzymu).

Tabulka 9. Hlavné triedy enzymov podla IUBMB.

Trieda Nazov Katalyzovana reakcia

EC1 Oxidoreduktazy oxidacno-redukéné reakcie

EC2 Transferazy prenos skupin atdmov medzi molekulami

EC3 Hydrolazy hydrolytické Stiepenie roznych vazieb

EC4 Lyazy nehydrolytické Stiepenie roznych vazieb

EC5 lzomerazy intramolekulové premeny substratu

EC6 Ligdzy kovalentné viazanie dvoch molekul za sucasného Stiepenia ATP
EC7 Translokazy presun iénov alebo molekul cez membranu
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Na oznacenie enzymov pouzivame trividlne alebo systémové nazvoslovie. Trividlny ndzov sa zvycajne
tvori z nazvu substratu, ktory do reakcie vstupuje, a pripony -aza (napr. enzym sacharaza katalyzuje
hydrolyzu disacharidu sacharézy za vzniku glukdzy a fruktézy). Podla komisie IUBMB (International
Union of Biochemistry and Molecular Biology) sa enzymy rozdeluju do siedmich tried na zaklade typu
katalyzovanej enzymovej reakcie (Tab. 9). Podtried a podpodtried je podstatne viac. Podla
systémového nazvoslovia sa kazdému enzymu prideluje poradové Cislo a systémovy nazov enzymu,
ktory zahffia typ reakcie i oznacenie substratu a ma koncovku -aza.

Uloha 16. Uréenie substratovej Specificity sacharazy a a-amylazy

Enzym sacharaza patri medzi hydroldzy (EC 3.2.1.26; systémovy nazov B-D-
fruktofuranozidfruktohydroldza) a okrem inych subtratov katalyzuje aj hydrolyzu sachardézy.
Hydrolyzou vznikd tzv. invertny cukor, ¢o je ekvimolarna zmes D-glukdzy a D-fruktézy. Zmes
tychto dvoch monosacharidov je sladSia ako sachardza samotna a preto sa vyuziva na vyrobu
sladenych potravin. Z toho dévodu nachddza sachardza vyuzitie v potravindrskom priemysle,
pricom jej hlavnym zdrojom su kvasinky. Molekulova hmotnost sacharazy izolovanej z kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae je 270 000 g/mol (270 kDa) a je stabilna pri 4 °C, uskladnena v suchom
stave. Teplotné optimum enzymu je 60 °C a pH optimum 4,5.

Amylazy su hydrolytické enzymy vyskytujluce sa u cloveka, zvierat i rastlin. Maju vyuZitie v
technologickej praxi (liehovarnictvo, pivovarnictvo). Amylazy sa liSia okrem Struktdry a
mechanizmu posobenia tieZ miestom vyskytu. V pripade ¢loveka a zvierat sa a-amylaza (EC
3.2.1.1) vyskytuje v slinach a pankrease, glukoamylaza v peceni. V rastlinach sa nachadza a a B-
amylaza spoloc¢ne s glukoamylazou iba v semenach. a-amylaza stiepi retazec polysacharidu vo
vnutornej Casti za vzniku dextrinov, ¢o su vo vode rozpustné kratke oligosacharidy obsahujuce
minimalne 4 — 6 glukézovych jednotiek. Dextriny vznikajuce po6sobenim amyldz mozno
charakterizovat na zaklade farebnej reakcie s jddom ako amylodextriny (modré) obsahujice 30
a viac glukézovych jednotiek, erytrodextriny (Cervené) obsahujuce 8 — 12 glukdzovych jednotiek,
a achroodextriny (zloZzené zo 4 — 6 glukdz), ktoré neddvaju farebnu reakciu s jddom a maju nizku
molekulovd hmotnost.

Pomocky: skimavky, stojan na skimavky, automatické pipety, Spicky, kadicky, elektricky varic,
vodny kupel, predvazky, vortex

Materidl: sachardza, skrob, pekdrske drozZdie, sliny

Reagencie a roztoky:

Lugolov roztok — 5 g Kl a 2,5 g jédu sa rozpusti v destilovanej vode a doplni do 50 ml

Fehling | — 40 g siranu mednatého sa rozpusti v 500 ml destilovanej vody

Fehling Il — 346 g vinan sodno-draselného a 120 g NaOH sa rozpusti v 1000 ml destilovanej vody
0,1 M fosfatovy pufor pH 7,2 - 5,4 g KH,POsa 10,5 g K;HPO, sa rozpusti v 850 ml vody, upravi sa
pH a doplni na 1000 ml.

Priprava enzymov:
a-amylaza — k 1 ml vlastnych slin pridajte 2 ml destilovanej vody
sachardza — 0,2 g pekarskeho droZdia rozsuspendujte v 40 ml destilovanej vody

Priprava substratov:
roztok skrobu — 0,5 g Skrobu rozsuspendujte v 50 ml 0,1 M fosfatového pufru a povarte 5 minut
roztok sachardzy — 1 g sachardzy rozpustite v 50 ml destilovanej vody
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Pracovny postup: Podla Tabulky 10 napipetujte do Siestich oznadenych skimaviek 0,5 ml
enzymovych preparatov (a-amylaza a sacharaza). Skimavky 2 a 5 povarte 5 minut a potom do
vSetkych skdmaviek pridajte 2 ml Skrobu alebo sachardzy (substraty). VSetky skdumavky
inkubujte v termostate pri 38 °C 30 min. Po inkubacii pouZite 1 ml vzorky na stanovenie
pritomnosti redukujucich latok Fehlingovou reakciou. V skimavke zmieSajte 1 ml Fehlingovej
reagencie | a 1 ml Fehlingovej reagencie Il s 1 ml vzorky. Opatrne povarte a pozorujte vznik
oranzovo-Cervenej zrazeniny Cu;O. Skimavky so zvySkom vzorky doplite 2 cm pod okraj
destilovanou vodou a pridajte kvapku Lugolovho roztoku. Premiesajte na vortexe.

Tabulka 10.
Skdmavka ¢. 1 2 3 4 5 6
amylaza (ml) 0,5 0,5 - - - 0,5
sacharaza (ml) - - 0,5 0,5 0,5 -
var 5 min - + - - + -
roztok Skrobu (ml) 2,0 2,0 2,0 - - -
roztok sacharézy (ml) - - - 2,0 2,0 2,0
Vyhodnotenie

Fehlingova reakcia
Lugolova reakcia

Vyhodnotenie vysledkov:

1. Vysledky skusok zapiste do tabulky.

2. Vyhodnotte z hladiska substratove] Specifickosti enzym obsiahnuty v slinach a v pekarenskom
droidi.

Uloha 17. Uréenie optimalneho pH enzymovej reakcie a-amylazy

Enzymy su ako proteiny znacne citlivé na zmenu koncentracie vodikovych i6nov. Vacsina
proteinov je aktivna len v izkom rozmedzi pH (5 — 9). Hodnota pH vyznamne ovplyviuje vadzbu
substratu na enzym, katalyticku aktivitu enzymu a ionizaciu substratu. Zmena struktury proteinu
je vyrazna len pri extrémnych hodnotach pH, kedy moze dochadzat k ireverzibilnej denaturacii
proteinu. Hodnota pH, pri ktorej rychlost enzymovej reakcie najvyssia, sa oznaduje ako pH
optimum daného enzymu. V tejto uUlohe stanovite optimdlne pH pre Stiepenie Skrobu a-
amylazou zo slin.

Pomocky: skimavky, stojan na skimavky, automatické pipety, Spic¢ky, kadicky, vodny kupel,
predvazky

Material: skrob, sliny

Reagencie a roztoky:

Lugolov roztok — 5 g Kl a 2,5 g jédu sa rozpusti v destilovanej vode a doplni do 50 ml
Fyziologicky roztok — 9 g NaCl sa rozpusti v 1000 ml destilovanej vody

0,2 M Na;HPO. — 36 g Na;HPO, sa rozpusti v 500 ml destilovanej vody
0,1 M kyselina citronova — 10,5 g kyseliny citrénovej sa rozpusti v 500 ml destilovanej vody.

Priprava enzymu:
a-amylaza — k 1 ml vlastnych slin pridajte 2 ml destilovanej vody

62



Priprava substratu:
roztok skrobu — 0,5 g Skrobu rozsuspendujte v 50 ml destilovanej vody a povarte 5 minut

Pracovny postup: Pipetujte 1 ml enzymového preparatu a-amylazy zo slin do 25 ml odmernej
banky a doplnte fyziologickym roztokom na 25 ml. Do série oznacenych skimaviek pipetujte
roztok fosfore¢nanu sodného a kyseliny citrénovej ako je uvedené v Tabulke 11. Ziskate tak sadu
pufrov v rozmedzi pH 3 — 8,3. Do vietkych skiumaviek pridajte 1 ml roztoku Skrobu a 1 ml roztoku
a-amylazy. Po premieSani inkubujte 30 min v termostate pri 30 °C. Slepy pokus pripravte
pridanim 4 ml kyseliny citrénovej, 1 ml roztoku Skrobu a 1 ml roztoku a-amylaza.

Tabulka 11.
Skdimavka Kyselina citronova Na;HPO, Reakcia s Lugolovym
c. (ml) (ml) PH roztokom
1 4 0 Slepy
pokus
2 3,2 0,8 3
3 2,6 1,4 4
4 2 2 4,8
5 1,75 2,25 54
6 1,6 2,4 5,8
7 1,1 2,9 6,6
8 0,7 3,3 7
9 0,25 3,75 7,6
10 0,1 3,9 8
11 0 4 8,3

Po inkubdcii roztoky v skimavkach doplnite na 10 ml destilovanou vodou a pridajte kvapku
Lugolovho roztoku. Vizualne odhadnite intenzitu sfarbenia v zavislosti od pH prostredia
enzymovej reakcie. Uplné rozétiepenie $krobu amylazou sa prejavi po pridani Lugolovho roztoku
zmenou sfarbenia z modrého na Zlté.

Vyhodnotenie: Do tabulky uvedte stuperi rozstiepenia Skrobu v zavislosti od pH reakénej zmesi.

Uloha 18. Uréenie Vmax a Km enzymovej reakcie

Studiom enzymovej kinetiky sa zistilo, e ak je koncentracia substrdtu omnoho vyssia ako
koncentracia enzymu, rychlost enzymovej reakcie sa stava nezavislou od koncentracie substratu.
Existuje predstava, Ze celkova reakcia je zloZzena z dvoch elementarnych reakcii. Najskor substrat
vytvara s enzymom komplex, ktory sa nasledne rozpada na produkt a enzym podla nasledovnej
schémy:

ky Kk,

E+S «—<— ES —— E+P

-1
kde ki je konstanta druhého poriadku (1/mol.s) a k.1 a k, st kons$tanty prvého poriadku (1/s). Ak
je koncentracia produktov blizka nule (na zacdiatku enzymovej reakcie), potom je rychlost reakcie
Umerna koncentracii komplexu ES a maximdlna bude vtedy, ak sa vsetok enzym viaZze
v komplexe enzym-substrat. Z uvedenych predpokladov Michaelis a Mentenova odvodili rovnicu
opisujucu rychlost enzymovej reakcie
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V.[S]
v=—
K, +[S]
kde v je rychlost reakcie, V je maximalna rychlost reakcie, [S] je koncentréacia substratu a Kn
predstavuje Michaelisovu konstantu. Grafickym vyjadrenim rovnice Michaelisa a Mentenove;j
(Obr. 51) dostaneme rovnoosu hyperbolu. K, je zakladnou kinetickou konstantou a Ciselne sa
rovna takej koncentracii substratu, pri ktorej je rychlost enzymovej reakcie rovna polovici
maximalnej rychlosti. Vyjadruje sa v jednotkach koncentracie (mol/l). Hodnota K, sa meni
nierlen v zavislosti od pouzitého enzymu a substrdtu, ale aj reakénych podmienok (pH,
teplota...).

Ky [5]

Obr. 51. Grafické znazornenie rovnice Michaelisa a Mentenovej.

Urcéenie hodndt kinetickych konstant vynesenim zdvislosti pociatocnej rychlosti od koncentracie
substratu (Obr. 51) je graficky naro¢né a nepresné. Pouziva sa preto pocitacové spracovanie
tychto dat — fitovanie. Na bezné a ndzorné spracovanie sa navrhlo niekolko Uprav Michaelis-
Mentenovej rovnice, ktoré zavislost medzi rychlostou reakcie a koncentraciou prevadzaju do
linearnej podoby (Obr. 52). Asi najzndmejSie je reciprocné vyjadrenie podla Lineweavera
a Burka:
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Obr. 52. Grafické znazornenie Michaelis-Mentenovej rovnice
v Uprave podla Lineweavera a Burka.

Pomocky: skimavky, stojan na skimavky, automatické pipety, Spicky, kadicky, vodny kupel,
analytické vahy, elektricky varic, spektrofotometer, plastové kyvety, vortex
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Priprava enzymu: Cerstvé pekarenské droidie (5 g) dokladne rozotrite s morskym pieskom v
trecej miske. Postupne pridajte 5 ml destilovanej vody a rozotierajte este 2 min. V niekolkych
ddvkach pridajte dalSich 20 ml destilovanej vody, premiesajte a centrifugujte pri 4000 rpm 5
min. Supernatant (surovy enzymovy preparat) zlejte do kadi¢ky. Odoberte 3 ml preparatu a
zriedte v pomere 1:1 s 0,1 M octanovym pufrom.

Reagencie a roztoky: roztok glukdzy s koncentraciou 5 g/l, 0,1 M octanovy timivy roztok, pH 5,0;
roztoky sachardzy s koncentraciou 0,5 mol/l; DNS reagencia (2 g DNS rozpustite v 40 ml roztoku
NaOH s koncentraciou 2 mol/l, doplrite do 100 ml destilovanou vodou, pridajte 60 g vinanu
sodno-draselného a do 200 ml doplrite destilovanou vodou).

Pracovny postup: Do série oznacenych skimaviek pipetujte s pouZitim automatickej pipety
zasobny roztok sachardzy tak, ako je uvedené v Tab. 12. Do vsetkych skimaviek pridajte
poZzadovany objem destilovanej vody, octanového tlmivého roztoku a 0,1 ml surového
enzymového preparatu zriedeného s octanovym pufrom v pomere 1:1. Inkubujte 15 min pri
laboratdrnej teplote a ndsledne povarte 1 min vo vriacom vodnom kupeli.

Na stanovenie redukujucich sacharidov s DNS odoberte z kazdej skimavky 0,1 ml a pridajte 0,8
ml DNS reagencie. Povarte 5 min vo vriacom vodnom kupeli. Po ochladeni pridajte 8 ml
destilovanej vody, dokladne premiesajte na vortexe a zmerajte absorbanciu pri 540 nm.

Tabulka 12.

Skimavka €. 1 2 3 4 5 6 Slepy
pokus

Zasobny  roztok 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,5

sachardzy 0,5

mol/l  (ml)

Destilovana H,0 0,45 0,4 0,3 0,2 0,1 0 0

(ml)

Koncentracia 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,5

sachardzy (mol/l)

Octanovy timivy 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,5

roztok 0,1 M (ml)

Enzymovy 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 -

preparat (ml)

Inkubacia pri laboratérnej teplote 15 min.
Po inkubdcii povarit 1 min vo vriacom vodnom kupeli.
Do cistych skiimaviek odobrat 0,1 ml na stanovenie redukujicich sacharidov.

Skdmavka ¢. 1 2 3 4 5 6 Slepy
pokus

Vzorka (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

DNS (ml) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

Povarit 5 minut, pridat 8 ml destilovanej vody a premiesat na vortexe.
Zmerat absorbanciu pri 540 nm.

Absorbancia  pri
540 nm
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Vyhodnotenie: Vysledky merania vyneste do dvojnasobného recipro¢ného grafu (Obr. 52)
a vypocitajte hodnoty Km a Vmax. Zavislost 1/v vs. 1/[S] je linedrna a po prelozeni priamky
ziskanymi bodmi tato pretina os 1/v v bode 1/Vma a 0s 1/[S] v bode -1/Kr. Smernicou priamky

je Km/Vmax. Namiesto prepoctu absorbancie na rychlost enzymovej reakcie vyneste do grafu jej
recipro¢nd hodnotu (1/A).
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Priloha 1. Vzor laboratérneho protokolu

LABORATORNE CVICENIE Z BIOCHEMIE &.

Meno:

Datum:

Roénik/kombinacia/skupina:

Nazov prace:

Princip + reak¢na schéma:

Pomocky:

Chemikalie:

Pracovny postup:
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Vypocty:

Vysledky:

Pozorovanie/diskusia:

Zaver:

Literatura:

Hodnotenie:
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