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ABSTRAKT

Ve vyuce ma svoji nezastupitelnou roli experiment. Objektem zkoumani této prace je
interakce kyseliny dusi¢né s bilkovinami. Vlastni reakce je pro zéky a studenty motivujici a
inspirujici diky pozorovatelnym zménam, ke kterym dochazi. Prib¢h reakce je spojeny
s kladenim si nékolika otdzek. Aby na né student dokazal odpoveédét, musi objasnit podstatu
reakci. K tomu postaci bioorganicky model zaloZzeny na jednoduchych reakcich
provadénych na teckovaci desti¢ce. Hlavni motivaci pro tuto ¢innost byla snaha obohatit
stavajici spektrum jednoduchych vyukovych experimentl z organické chemie a biochemie

o experiment vyuzivajici badatelské metody v souvislosti s bioorganickymi modely.
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ABSTRACT

The teaching experiment has an indispensable role in teaching. The object of investigation
of this thesis is to study the interaction of nitric acid with proteins. The course of the reaction
is motivating and inspiring for pupils and students due to the observable changes that occur.
The course of the reaction involves asking several questions. In order to answer them, the
student must explain the nature of the reactions. A bioorganic model based on simple
reactions carried out on a dot-plate is sufficient to explain the reaction process. The main
motivation for this activity was to enrich the existing range of simple teaching experiments
in organic chemistry and biochemistry with an experiment using exploratory methods in the

context of bioorganic models.
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Uvod

Ve vyuce chemie na zékladnich a stfednich skolach vSeobecné vzdélavaciho charakteru hraje
nezastupitelnou roli vyukovy experiment. Tento je zaméten na rtizné cile. N&které z téchto
experimentll maji motivacni charakter, jiné jsou orientovany na zpfistupnéni redlnych
chemickych reakci, nekteré sleduji 1 dalsi cile. Mezi takové experimenty nalezi i ty, ve
kterych se uplatituje badatelskd metoda. Tato metoda, mimo jiné ve vyuce zptistupiuje
specifickym zpisobem zakim zpiisob prace, ktery je obvykly ve védecko-vyzkumné

laboratofi.

V nasem piipad¢ se jednd o uplatnéni badatelské metody v oblasti organické chemie a
biochemie. Objektem ¢innosti je zkoumani podstaty znamé zkumavkové reakce, vztahujici
se k interakci kyseliny dusi¢né s bilkovinami, kterd nasla své uplatnéni také ve vyuce
chemie. Jedna se o reakci, ktera se objevila v ucebnicich chemie pro gymnazia jiz ve 30.
letech minulého stoleti. Pribéh reakce je pro zaky a studenty motivujici a inspirujici. Do
zkumavky sroztokem bilkoviny (nejcastéji vaje€ného albuminu), se piidd kapka
koncentrované kyseliny dusicné, obsah zkumavky se zbarvi svétle Zluté. Jestlize se do
zkumavky piida jeSt€é nékolik kapek zfedéného roztoku hydroxidu sodného, obsah

zkumavky se stane tmav¢ Zlutym. Prib¢h reakce je spojeny s kladenim si otazek:

1) Co je pti¢inou vzniku onoho zbarveni?
2) Z jakého divodu dochazi ke zméné svétle Zlutého zbarveni na tmavé zluté po

pfidani roztoku hydroxidu sodného?

Aby 74k nebo student byl schopen zodpovédet tyto dve otdzky, je zapotiebi rozpracovat
soubor modelovych experiment, prostfednictvim kterych je moZzné objasnit podstatu reakci,
které ve zkumavce probihaji. Na prvni pohled by se mohlo zdat, Ze k objasnéni této reakce
je zapotiebi vyuzit kvalifikované pfistrojové techniky. Opak je vSak pravdou, k objasnéni
prabéhu reakci postaci bioorganicky model zalozeny na jednoduchych reakcich
provadénych na kapkovaci desti¢ce. Uplatnéni badatelské metody v této souvislosti

prakticky jednozna¢né umoziuje odhalit podstatu problému.



Hlavni motivaci pro tuto ¢innost byla snaha obohatit stavajici spektrum jednoduchych
vyukovych experimentti z organické chemie a biochemie o experiment vyuzivajici

badatelské metody v souvislosti s bioorganickymi modely.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1 Badatelsky orientovana vyuka a jeji charakteristika

Badani zéka nebo studenta predstavuje aktivni proces, ktery je zaméfeny na samostatné a
pfimé poznavani okolni skutecnosti. Tento koncept se fadi mezi kli¢ové vzdélavaci strategie,
které se snazi odliSit od pasivniho pfistupu, charakteristického pro tradi¢ni, transmisivni
nebo instruktivistické metody vyuky. Badatelsky orientovana vyuka podporuje nejen
samostatné poznavani skutecnosti, které si studenti nebo zaci maji osvojit, ale zahrnuje také
aktivni proces poznavani. Tento proces je spojen s osvojovanim badatelskych postupi,

rozvojem vnimani, schopnosti zvladat emoce a v neposledni fad€ 1 badatelskym myslenim.
Existuje nekolik ptistupti k badani ve vyuce:

1) Potvrzujici badani — v tomto badani jsou studentim poskytnuty otdzky a postupy, taktéz

jsou jim znamy vysledky a tikolem je ovéfit tyto vysledky praxi.

2) Strukturované badani — ucitel sdéluje otazky i mozny postup, na zaklad€ toho studenti

formuluji vysvétleni daného jevu.

3) Nasmérované badani — ucitel formuluje vyzkumnou otdzku a studenti jsou povétent

vytvofit metodicky postup a uskutecnit jeho realizaci.

4) Oteviené badani — tento typ badani dava studentim nejvyssi Groven autonomie, protoze
studenti sami formuluji otazky, aktivné pfemysleji nad postupem, provadéji vyzkum a

formuluji vysledky.

Lze fict, Ze badani v tomto pojeti zahrnuje nékolik kli¢ovych dil¢ich krokt, coz vytvaii
viceméné strukturu v€deckého badani, které je typické zejména pro exaktni védy. Sklada se
z pozorovani a popisu skutecnosti, které¢ student vytvaii pomoci smyslii a poznatkd, dale
formuluje problém a navrhuje mozné hypotézy, kterymi se snazi logicky vysvétlit danou
problematiku. Student ovéii soulad predpovédi se skuteCnosti napiiklad experimentalni

cestou. Timto si 1 ovéii logické posloupnosti piedchozich krokt (Dostal, J. 2015)
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Badatelsky orientovana vyuka zahrnuje nékolik kli¢ovych kroki (fazi):
Féaze 1: Zaujeti a motivace zaka (studenta)

V této fazi je zak nebo student zaujat a nasledné motivovan, spravné provedeni tohoto kroku

by mélo vést ke zvySeni zadjmu o nové informace.

Féaze 2: Formulace problému

V této fazi je zapotiebi stanovit konkrétni problém, ktery bude predmétem zkoumani.
Féaze 3: Planovani postupu

V této fazi je klicovym ukonem naplanovat postup, ktery by mél Zdka (studenta) dovést

k dosazeni spravného vysledku.

Féze 4: Realizace postupu (experimentu)

vvvvvv

provadi pokus podle piedem naplanovaného postupu.

Faze 5: Porovnani vysledku s realitou

Faze 6: Vyvozeni zavéru

Faze 7: Pouziti védeckého zavéru jako diikazu k rozhodovani

Badatelské vyucovani je tvofeno jakousi pomyslnou cestou, je to proces, kterym projde
ucitel 1 zak (student) v ramci badatelské Cinnosti. Tento proces je mozné rozdélit na Ctyfi
casti.

Prvni ¢ast se vénuje otdzce ,,Co chci fesit™. Obsahuje nékolik slozek jako je motivace, sbér
informaci, kladeni si otdzek a vytvareni vyzkumnych otdzek. V této etapé se student uci
kriticky pfemyslet o tématu, sbirat a tfidit informace z relevantnich zdroji. DlleZité v tomto
kroku je naucit se tfidit zdroje podle vérohodnosti a neptebirat divéru ve vSechny zdroje.
Jeho otazky jsou podrobeny vlastni analyze a porovnava své poznatky s kolegy. Je nezbytné
studenty k praci motivovat vhodnym materidlem, pokud material nebude itmérny véku, mohl

by se dostavit efekt zklamani.
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Druhd faze badaletského cyklu, oznaCovand jako ,pfichdzeni s domnénkou® se vénuje
formulaci vlastni hypotézy. Tato hypotéza musi spliiovat nékolik kritérii jako je

jednoznacnost, ovétitelnost, specificnost, méfitelnost a zobecnitelnost.

Treti ¢ast badatelského cyklu se zamétuje na ovéreni hypotézy prostiednictvim konkrétniho
experimentu. Tato fize zahrnuje planovani a ptipravu na experiment, jeho provedeni, fadné
zaznamenani relevantnich dat a vyhodnoceni vysledka. Student zdokonaluje své postupy,
jak pracovat svlastni hypotézou, jeji popfeni nebo vyvraceni, navrhuje pribéhy
experimentl. Student se uc¢i pracovat ve vétsim kolektivu, zlepSuje své analytické dovednosti

a systematicky tfidi ziskana data, ktera nasledné umi prezentovat nebo graficky zobrazit.

Posledni, ¢tvrta ¢ast badatelského cyklu, smétuje k formulaci zavérti a navratu k pivodni
hypotéze, s diirazem na jeji vyvraceni nebo potvrzeni. V této fazi je také zahrnuto hledani
vzajemnych vztahli mezi daty ziskanymi v pribéhu experimentu a pivodni hypotézou.
Student rozviji schopnost prezentovat svoje vysledky, poptipadé formulovat dalsi souvisejici
relevantni otdzky a vyvozovat zavéry z dat. UCi se efektivné stanovit vysledky, aktivné o
nich diskutovat a prezentovat je vhodnym zpisobem. Dtllezitym aspektem je také osvojeni
si dovednosti citace diveéryhodnych zdroji a diskuze s ostatnimi kolegy nad jejich
relevantnosti a pouzitelnosti. Nemén¢ dilezité je, ze se zdk uci dovednosti diskutovat a

odpovidat na otazky ostatnich, které se tykaji jeho experimentalni prace. (Spidlenova, 2019)

1.2 Alternativy badatelsky orientované vyuky v chemii

V nedavné dobé se nemaly pocet studii zaméfil na znepokojivy ubytek zdjmu mladych lidi
o pfirodovédné obory a matematiku. I pfes mnohé projekty, které se snazi tuto
nepopiratelnou tendenci obratit k lepsSimu, snazi se tedy zvysit zajem o exaktni védy, jsou
vysledky tohoto usili stale velmi omezené. Bez zavedeni efektivnéjSich opatfeni, ktera
mohou vyvratit tento trend, bude dochazet k dlouhodobému sniZovani inovaéni schopnosti

Evropy a poklesu kvality jejiho vyzkumu.

Novy pfistup v oblasti pfirodovédného vzdélavani, kterym je piesun od pievazné
deduktivnich metod k metoddm zaloZenym na vlastnim objevovani, pravdépodobné

poskytuje klicovy ndastroj pro zvySeni zajmu studenti o ptirodni védy. (Rocard et. al, 2007)
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Tato zména v pedagogickém piistupu umoziuje studentim vice interaktivné a samostatné
zkoumat exaktni védy a podnécuje to u studentii jejich piirozenou touhu po ziskavani novych

informaci. To by mohlo byt kli¢em k obnoveni jejich z4jmt a motivace.

Celkové je potfebné se zaméfit na vytvafeni podnétného a inspirativniho vzdélavaciho

prostiedi, které bude vést k rozvoji zajmu mladeze o pfirodni védy a matematiku.

1.2.1 Problémové orientovana vyuka

Problémové orientovana uloha, se od bézné ucebni tlohy odlisuje tim, ze obsahuje problém,
ktery je netplné strukturovany. Tento typ uloh ¢asto neobsahuje jasné definovany pocatecni
ani cilovy stav a neni ziejmé, pomoci kterych kognitivnich operaci je Ize vyiesit. Casto neni
mozné aplikovat pouze algoritmus, protoze problém mize obsahovat skrytd omezeni,
dostupné informace jsou mén¢ instruktivni, neni jasné kdy, jak a zda je mozné dané udaje

pouzit, feSeni byvaji asto divergentni.

Problémové orientované ucebni ulohy jsou povazovany za zékladni prvky vyukovych situaci
zamétenych na feSeni problému. Podle teoretickych praci je mozné stanovit idealni prib¢h
téchto vyukovych situaci a identifikovat faze, které maji nejvetsi didaktickou hodnotu. Za
didakticky hodnotny je zvlasteé cenny proces uceni utvatfeny béhem dialogu mezi jednotlivci,
kteii fesi spolené problémovou tilohu. Cim vice se priib&h vyukové situace blizi idealu, tim

1épe tato situace napliiuje pozadavek na rozvoj schopnosti fesit problémy. (Ceskova, 2016)

1.2.2 Volnocasové aktivity

Alternativou k badatelské vyuce miize byt volnocasova aktivita, kterd se ubira badatelskym
smérem (Dostal, J. 2015). Tato alternativa urCité neni dostupna vSem studentim. Mezi
studenty se vyskytuji velké socialni rozdily, které jim zabraniuji navstévovat tuto
volnocasovou aktivitu, patfi sem jednoznacné financni prostiedky, ale i napiiklad Spatné
povédomi socialni sféry, ve které se nachazi. Uskalim této alternativy také miize byt poloha,
volnocasovy program, ktery se zabyva témito problémy a snaZi se je fesit badatelskou cestou,
urcité neni dostupny v kazdém mésté. K badatelsky orientované vyuce je potfeba mit i urcité
materidlni didaktické prostfedky, na které se velmi téZko ve volno€asovych klubech

ziskéavaji finan¢ni prostiedky. Velkym plusem této alternativy ale mize byt omezeny pocet
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zaku, protoze instituce, ktera realizuje tuto ¢innost miize omezit pocet ucastniki. BohuZzel

vétsinou pocet déti jde ruku v ruce s poctem financi na realizaci tohoto projektu.

Tato alternativa je urcité také pro lektory velmi sympatickd, protoze neni tieba dodrzovat
RVP ani SVP a lektor nemusi striktné brat ohled na probrané udivo. Mize se tedy plné
zaméfit na rozvoj mysleni zakid bez toho, aniz by se dostal do ¢asové tisn¢. Miize tedy nad

jednim problémem stravit tolik ¢asu, kolik je tfeba.

1.2.3 Kooperativni vyucovani

Kooperativni vyucovani je pedagogicky pfistup, ktery klade diiraz na spolupraci mezi
studenty pfi feSeni ukoli. Tato metoda je spojena s aktivni Ucasti vSech studentii, ktefi
spolupracuji na dosazeni spoleéného cile. Zahrnuje riizné strategie a techniky, které

podporuji interakci, sdileni znalosti a vzajemnou podporu.

Pricha, Walterova, Mares (2001, s.107) v pedagogickém slovniku uvadéji, ze kooperativni
uceni je uc¢enim, které se 1isi od individudlni vyuky tim, Ze je postaveno na spolupraci osob

vvvvv r

pii feSeni slozitgjsich wloh. Resitelé jsou vedeni k tomu, aby si dokézali rozdélit socialni
role, naplanovat si celou ¢innost, rozdélit si dil¢i tkoly, naucit se radit si, pomahat, slad’'ovat
usili, kontrolovat jeden druhého, feSit dil¢i spory, spojovat dil¢i vysledky do vétSiho celku a
hodnotit pfinos jednotlivych €lend. Za zakladni pojmy kooperativniho vyucovani tedy
povazujeme sdileni, spolupréaci, pomoc a podporu. Tyto pojmy jsou klicovymi kategoriemi
uspeésného uceni ve Skolnich podminkach a také zarukou plnohodnotného osobniho zivota.

(Sommerova, 2009)

1.2.4 Projektova vyuka

Projektova vyuka je moderni pedagogicky piistup, ktery klade diiraz na praktickou a
tymovou aktivitu studentl, pii feSeni redlnych probléml nebo projekti. Tento pftistup
podporuje aktivni angazovanost zakt, ktefi spolupracuji na projektech, které jsou Casto
spojeny s realnymi situacemi, a tak ziskavaji dovednosti nejen v ramci daného predmétu, ale
1 v oblasti feSeni problémil, komunikace a tymové spoluprace. Projektova vyuka obvykle
zacina definovanim konkrétniho problému nebo ukolu, ktery studenti maji za cil vyfesit.
Béhem procesu feseni, studenti prochéazeji riznymi fazemi procesu, béhem kterého se uci

planovani, sbéru informaci, analyze a prezentaci vysledkt. Projektova vyuka také podporuje

15



kreativitu, iniciativu a samostatnost studentd. Projektova vyuka se miize aplikovat napfic
riznymi predmety.

Projektova vyuka je zaloZzena na projektové metodé. Projektova metoda je vyucovaci
metoda, v niz jsou Zaci vedeni k samostatnému zpracovani urCitych projekti a ziskéavaji
zkuSenosti praktickou cinnosti a experimentovanim. Projekty mohou mit formu
integrovanych témat, praktickych problémt ze Zivotni reality nebo praktické c¢innosti

vedouci k vytvoteni n€jakého vyrobku, vytvarného ¢i slovesného produktu. (Burgerova,

2020).

1.3 Bioorganické modely a moZnosti jejich vyuziti ve vyuce

V zivych organismech se uplatiiuji rizné druhy biochemickych reakci, které predstavuji
slozité chemické procesy, probihajici za ucasti katalyzatorl - enzymu. Bliz§imu poznavani
téchto procesti, vychazejicich z chemickych premén piedevSim organickych sloucenin
mohou napomoci postupy, vyuzivajici poznatkli bioorganické chemie. (Vodrazka, 1991)
mezi organickou chemii a biochemii, je odhalovat podstatu biochemickych procest s
vyuzitim strukturné jednodussich latek. Splnéni téchto cili mohou napomoci bioorganické
modely, simulujici sloZité procesy, probihajici v Zivych organismech na strané jedné, ale 1
procesy souvisejici se studiem fyzikalnich vlastnosti ptirodnich latek, jejich analyzou apod.
Konkrétnim piikladem miiZze byt studium podstaty biuretové reakce, slouZzici k dikazu
bilkovin. Jedna se o reakci, zaloZenou na tvorbé modrofialového komplexu, ktery tvofi
molekula bilkoviny napf. albuminu s méd’natou soli. Vznik tohoto barevného komplexu je
mozné simulovat pomoci interakce méd'naté soli s biuretem, ktery je strukturné podstatné
jednodussi latkou nez albumin. (Aidu, 1963, Basnet, 2020, Zdrazil 2012) Jinym ptikladem
muize byt simulace plsobeni aktivniho centra enzymu pomoci makrocykll, napf.
cyklodextrinti, které piedstavuji model aktivniho mista enzymu. Jako konkrétni piiklad
muze slouzit interakce fenolftaleinu, pfedstavujictho molekulu substratu s f-
cyklodextrinem. (Lhotak, 1997, Taguchi, 1986, Karaskova, 2015) Uplatnéni modell a
vlastni modelovani biochemickych procest je G€innou metodou vysvétleni ¢i priblizeni
zpusobu, jakym tyto slozité chemické déje a procesy probihaji. Pfi vytvafeni modelt a jejich

aplikaci je tfeba brat na zfetel nékolik zasad, abychom pochopili mechanismy

16



biochemickych reakci, principy piisobeni molekul, které plsobi jako biokatalyzatory, vliv
prostorového uspotradani latek na vznik produktti a rychlost jejich vzniku. Je proto zapotiebi,
aby se modely svou chemickou podstatou co nejvice blizily latkdim modelovanym. Mezi
nejjednodussi zpisoby poznavani struktury a vlastnosti latek bez aplikace slozité pfistrojové
techniky a s vyuzitim adekvatnich nastrojii pak nalezi napt. fragmentace ptivodni molekuly
a zkoumani jednotlivych strukturnich elementti pomoci jednoduchych testi (napt. barevné

reakce).

Stejné¢ jako v kazdém jiném biologickém nebo chemickém oboru méa modelovani
biochemickych systému v procesu vyuky na zakladni a obzvlasté stfedni skole vyznam pro
pochopeni ¢i pfiblizeni dané problematiky zaktim a studentiim. Z biochemickych procesu je
1 v rdmci mezipfedmétovych vztahtli s biologii feSena pouze na zakladni irovni fotosyntéza,
dale pak ziskavaji zaci informace o existenci pfirodnich latek, jako jsou bilkoviny, cukry a
tuky a o jejich zakladni stavbé a funkci. Zcela jina situace je na vysSSim gymnaziu, kde
studenti absolvovali jiz organickou chemii a chemii polymert, podrobnéji jsou seznamovani
s kapitolami z biochemie. Vyukovy model musi spliovat nékolik pravidel, kromé vystiZeni
podstaty problému nebo co nejvétsiho mozného piibliZzeni se zplisobu feSeni musi byt jeho
prezentace natolik jednoduchd, aby odpovidala urovni stiedoskolské chemie. Student pii
vysvétleni téchto slozitych procesit musi pracovat s pojmy, které ovlada a kterym rozumi.
Vysvétleni podstaty jevu musi byt natolik jednoduché, aby bylo ndzornym prostiedkem,

zarovenl musi odpovidat redlnému stavu (Zdrazil, J. 2013).

1.4 Reakce bilkovin s kyselinou dusi¢nou jako namét pro chemické
vyukové experimenty
Pro aminokyseliny je typicka ptitomnost karboxylové skupiny -COOH a aminoskupiny -
NH, v molekule. Nekteré aminokyseliny obsahuji v molekule pouze uhlovodikové zbytky
(alkyly, aryly), jiné pak dal$i charakteristické skupiny jako napt. -SH, -OH, ale i zbytek
guanidinu, pfipadné heterocyklicky skelet (indol, histidin). Pfitomnost téchto struktur
podminiuje rizné barevné nebo srazeci reakce, které lze pouzit k orientatnimu dikazu
aminokyselin. Existuji skupinové reakce, slouZzici k ditkazu bilkovin, napf. biuretova reakce,
xantoproteinova reakce, ale i specifické reakce, pouzitelné k dikazu jednotlivych typi

aminokyselin (diikaz histidinu Paulyho reakeci, dikaz argininu Sakaguchiho reakci, dikaz
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prolinu reakci s ninhydrinem apod.) (Zima,1989, Doubrava, 1984). Fragmenty 4-
hydroxyfenyl- v molekule tyrosinu, nebo indol 3-yl- v molekule tryptofanu jsou pfi¢inou
priabéhu xantoproteinové reakce u bilkovin (Vejrazka, 2021/2022). Posledné jmenované
reakce jsou nepochybné vhodné jako namét pro jednoduché vyukové experimenty zalozené
na zkumavkovych testech, tykajicich se diikazu bilkovin v riznych ptirodnich zdrojich nebo

bezprostfedné k dikazu tyrosinu a tryptofanu.

1.5 Interakce bilkovin s kyselinou dusi¢nou a jednoduché bioorganické

modely
Vzijemné vztahy atomil a jejich vazby v molekuldch maji vliv na specifické vlastnosti
organickych sloucenin. Jednou z alternativ badani v organické chemii je ur¢ovani chemické
struktury organickych sloucenin a s tim spojené zkoumani jejich chemickych vlastnosti.
Klasicky zptisob urceni struktury tkvi ve vyuziti ¢isté chemickych metod, které ovsem byvaji
velmi zdlouhavé a pracné, proto je mnohem rychlejsi fesit problémy kombinaci riznych
fyzikéalné-chemickych metod (napt. NMR spektroskopie) s chemickymi postupy studia
struktury a reaktivity. Vzhledem k tomu, Ze vyuZiti fyzikalné-chemickych metod pfi
zkoumani struktury a reaktivity sloucenin je na zakladnich a stfednich Skolach z fady diivoda
obtizné realizovatelné, je vhodné se zaméfit na Skolnim podminkdm adekvatni postupy.
Takovou cestu predstavuje formalni fragmentace zkoumané molekuly latky sloZité struktury
a nahrada fragmentl realné existujicimi slouceninami, které maji jednodussi strukturu nez
zkoumana molekula. Nasledn¢ je tfeba porovnavat pribéh reakce piivodni slouceniny s
vybranym c¢inidlem a prib¢h reakce slouc¢enin, odvozenych od jednotlivych fragmenti s
tymz cinidlem. Tyto reakce mohou byt doprovazeny barevnymi zménami, zménami
skupenstvi latek (vznikem sraZenin), vznikem produktii specifické viin€ nebo zapachu apod.
Jednim z vyznamnych testa, které slouzi k dikazu bilkovin je xantoproteinova reakce. Jedna
se o reakci bilkovin s konc. kyselinou dusi¢nou za vzniku produktu svétle zZlutého zbarveni,
po pfidani vodného roztoku hydroxidu sodného se zbarveni zméni na tmavé Zluté.
(Doubrava, 1984, Zima, 1989, Basnet, 2020, Wahdania, 2021) Analyza pribchu reakce
aminokyselin, peptidi a bilkovin s kyselinou dusi¢nou jako vychodisko tvorby

bioorganickych modelt
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1.5.1 Aminokyseliny, peptidy, bilkoviny

Molekula aminokyseliny, jak jiz se da odvodit z ndzvu, bude obsahovat dv¢ charakteristické
skupiny a to aminoskupinu -NH, a karboxylovou skupinu -COOH. Ve
volnych aminokyselinach, které se vyskytuji v zivych organizmech, ale i téch, které jsou
soucasti bilkovin a peptidii se nachdzi aminoskupina pievazné v poloze a- ke skupiné
karboxylové. Aminokyseliny maji Casto trividlni ndzvy, které se zkracuji tiemi pismeny
(napf. valin — Val, histidin — His, tryptofan — Try). Nékteré aminokyseliny maji na a-uhliku
kromé aminoskupiny jesté uhlikaty alifaticky nebo aromaticky zbytek R, na kterém mohou
skupiny, napi guanidinovy zbytek. Nckteré aminokyseliny obsahuji v molekule
heterocyklicky skelet, napf. aminokyselina histidin obsahuje v molekule imidazol.

V bilkovinach se vyskytuje pravidelné 20 riznych aminokyselin.

Aminokyseliny z pohledu vyznamu postrannich fetézci pro uspofadani proteinti v prostoru

se deli do Ctyt skupin:

Aminokyseliny, které obsahuji nepolarni zbytek R, tedy maji uhlovodikovy postranni

fetézec (glycin, alanin, valin, leucin, izoleucin, fenylalanin).

Aminokyseliny s neionizovanymi, ale polarnimi skupinami v postrannim fetézci (tyrosin,

tryptofan, serin, threonin, cystein, cystin, methionin, asparagin, glutamin).

Kyselé aminokyseliny obsahuji na uhlovodikovém zbytku navdzanou druhou karboxylovou

skupinu (glutamova kyselina a asparagova kyselina).

Basické aminokyseliny obsahuji jesté dalsi bazickou skupinu (lysin aminoskupinu, arginin

guanidinovy zbytek, v histidinu je to imidazol).
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Obrazek 1-20 zakladnich aminokyselin (Karlson, 1981)

Organismus vétSiny Zivocichli nedokaze sdm syntetizovat vSech 20 aminokyselin, nékteré

musi byt dodavany potravou a oznacuji se proto jako esencidlni aminokyseliny.
Glycin — nejjednodussi aminokyselina, kterd jako jedind nema asymetricky uhlikovy atom.

Alanin — da se povazovat za mate¢nou latku ostatnich aminokyselin, pokud se nahradi jeden

nebo dva atomy vodiku methylové skupiny jinymi zbytky.

Valin, leucin a izoleucin — jsou to chemicky si velmi podobné slouceniny, které maji v

molekule vétveny uhlikovy skelet.
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Prolin — ma specifickou strukturu, obsahuje péti¢lenny dusikaty heterocyklus pyrrolidin,
aminokyselina je zajimava tim, Ze neobsahuje volnou aminoskupinu, tato je soucasti

heterocyklického skeletu.

Fenylalanin a tyrosin — tyto aminokyseliny jsou zafazovany do podskupiny aromatickych
aminokyselin. Fenylalanin obsahuje aromaticky benzenovy skelet a ma uzky vztah
k tyrosinu, ktery na rozdil od fenylalaninu obsahuje na benzenovém skeletu hydroxylovou

skupinu. Fenolovy zbytek tyrosinu vykazuje vlastnosti slabé kyseliny.

Serin — obsahuje hydroxylovou skupinu, kterd se miiZze uc¢astnit béznych reakct, typickych

pro alkoholy, napf. tvorby esterti.

Threonin — byl prvni aminokyselinou, o které bylo dokazano, Ze je nezbytna. Obsahuje dvé

stereogenni centra, mlze tedy tvofit Ctyfi stereoisomery.

Cystein — tato aminokyselina obsahuje siru, skupina -SH je pomérné reaktivni.

Cystin — pti dehydrogenaci (oxidaci) cysteinu se jeho dvé molekuly spoji za vzniku cystinu,
muze byt vazan ve dvou peptidickych fetézcich soucasné.

Methionin — obsahuje skupinu -SCHj3 a je to nejen stavebni jednotka bilkovin, ale také donor
aktivnich methylovych skupin.

Asparagin a glutamin — amidické skupina jim udéluje hydrofilni vlastnosti. Pii alkalické
hydrolyze bilkovin se amidové skupiny $tépi, pfitom vznika asparagova, nebo glutamova
kyselina a amoniak.

Kyselina asparagova a glutamova — ve svém postrannim fetézci obsahuji dalsi karboxylovou

skupinu, ktera snadno odstépuje proton, a vytvaii tak prostor pro vznik fragmentd se

zapornym nabojem, které jsou duleZité pro elektrochemické vlastnosti bilkovin.

Lysin—ma v alifatickém fetézci jednu karboxylovou skupinu a dvé aminoskupiny, vykazuje

tedy bazické vlastnosti.

Histidin a tryptofan — histidin obsahuje slab¢ bazicky imidazolovy heterocyklicky skelet, u
mnohych enzymil se uplatiiuje jako donor 1 akceptor elektronii. Tryptofan obsahuje indolovy

skelet s jednim dusikovym atomem.
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Aminokyseliny lysin, arginin a histidin se oznacuji také jako hexonové baze, protoze

vSechny maji Sest uhlikovych atomti.
Déleni aminokyselin:

Aminokyseliny jsou zékladni stavebni jednotky bilkovin a uvoliuji se z nich pii hydrolyze.
Protoze jsou si aminokyseliny velmi podobné z hlediska struktury, v§echny obsahuji stejné

zakladni charakteristické skupiny, je déleni smési aminokyselin nékdy obtiznou zélezitosti.

Bilkoviny (proteiny) nélezi mezi biopolymery, jejichz stavebnimi jednotkami jsou

aminokyseliny navzajem spojené amidovymi (peptidovymi) vazbami -CO-NH-.

Peptidy jsou amidy kyselin. Jsou tvofeny molekulami aminokyselin, propojenymi
peptidovymi vazbami. Dvé aminokyseliny tvoii dipeptid, tfi tripeptid atd. Pokud je ve
vzajemné vazb¢ spojeno méné, nez deset aminokyselin jedna se o oligopeptidy, je-1i pocet
aminokyselin v fetézci vyssi, jedna se o polypeptidy. Pokud se bude pocet aminokyselin v
fetézci dale zvétSovat, bude se jednat o bilkoviny, které se skladaji z nékolika set az tisic
aminokyselinovych zbytkli. Hranice mezi polypeptidy a bilkovinami neni pfesné urcena.

(Karlson, 1981)

Bilkoviny se b&ézné rozdéluji na dveé hlavni kategorie podle struktury: fibrilarni neboli
vlaknité, které jsou také Casto oznacovany jako skleroproteiny a globularni neboli kulovité
bilkoviny jsou téZ nazyvany jako sféroproteiny. Fibrilarni bilkoviny jsou odolné a
nerozpustné ve vodég, proto slouZi v pfirod¢ jako podplrny material. V télnich tkanich se
nachazi napftiklad kolagen ve Slachach, nebo myosin ve svalovych vladknech. Naopak
molekuly globularnich bilkovin jsou zpravidla rozpustné ve vodé a jsou uspotradany do
kompaktnich, ptiblizné kulovitych tvart, které se pohybuji uvniti bunck. Do této kategorie

patii vétSina z asi 3 000 znamych enzymd.

Molekuly bilkovin jsou tak velké, Ze pojem struktura je zde nutno chapat mnohem S$ifeji, nez
je obvyklé u ostatnich jednodus$sich organickych sloucenin. Ve skute¢nosti pifi popisu

bilkovin chemici uvazuji o ¢tyfech riznych urovnich struktury:

Primarni struktura piedstavuje posloupnost jednotlivych aminokyselin v fetézci molekuly

bilkovin.
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Sekundarni struktura vyjadiuje prostorové uspotradani konkrétnich ¢asti bilkovinného
fetézce. Dve¢ nejcastéjSi sekundarni struktury jsou a-helix (a-Sroubovice) a B-struktura
(skladany list). Pokud jde o a-helix, ten piedstavuje uspofadani bilkovinného fetézce v
podob¢ pravotocivé Sroubovice pripominajici tocité schody. Tato struktura je stabilizovana
vodikovymi miustky mezi amidovymi skupinami. Zatim co o-helix je béZznym typem
sekundarni struktury a témét vSechny globularni bilkoviny obsahuji mnoho usekii tohoto
typu, B- struktura (skladany list) se 1i$i od a-helixu v tom, Ze peptidovy fetézec neni stoceny,
ale je linearni. Vodikové vazby vznikaji mezi jednotlivymi zbytky v sousednich fetézcich.
Tyto fetézce mohou byt uspofddany bud ve stejném sméru (paraleln€) nebo opacéné

(antiparaleln¢), pfi¢emz antiparalelni uspotadani je Castéjsi a energeticky vyhodné;jsi.

Terciarni struktura ukazuje, jak je celd struktura molekuly bilkoviny uspotfadana do
trojrozmérné formy. Sily ovlivilyjici tercidrni strukturu bilkovin jsou stejné jako sily
pusobici na vSechny molekuly bez ohledu na jejich velikost za ucelem dosazeni maximalni
stability systému. Vyznamné jsou zejména interakce hydrofilnich postrannich fetézci
v bazickych nebo kyselych aminokyselinach a hydrofobni interakce nepolarnich fetézct. Pro
fixaci terciarni struktury proteinii hraji klicovou roli disulfidové mustky mezi cysteinovymi
zbytky, vodikové vazby mezi prostorové blizkymi aminokyselinami a pfitomnost iontovych
pfitazlivych sil (nazyvanych téZ solné mistky) mezi pozitivn€ a negativné nabitymi

skupinami v postrannich fetézcich aminokyselinovych zbytku.

Kvartérni struktura predstavuje zpusob, kterym molekula bilkoviny, skladajici se
z identickych nebo rozdilnych polypeptidovych fetézctl, vytvaii komplexni strukturu. Tato

struktura zohlediuje nebilkovinnou slozku. (McMurry, 2015)

1.5.2 Chemické reakce aminokyselin, peptidi a bilkovin

Aminokyseliny nalezi mezi substitucni derivaty karboxylovych kyselin. Pokud jde o jejich
reakce, probihaji pfedev§im na hlavnich charakteristickych skupindch, to znamena
aminoskupiné a karboxylové skupiné. Kromé toho mohou probihat i na dalSich
charakteristickych skupinach (hydroxylovd skupina, sulfanylova skupina) nebo na
aromatickych ptipadné heterocyklickych skeletech, které jsou v molekulach aminokyselin

ptitomny. (Kovaé, 1977, Cervinka, 1980, Cervinka, 1987)
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V molekule aminokyselin se nachazeji dvé zakladni charakteristické skupiny, a to
aminoskupina, ktera vykazuje zasadity charakter a karboxylova skupina, ktera se vyznacuje
kyselym charakterem. Aminokyseliny se tedy nachazeji ve formé tak zvanych vnittnich soli.

tato skutecnost se pak promita do jejich fyzikalnich a chemickych vlastnosti.
Obecny vzorec aminokyseliny a jeji vnitini soli.
H,N — CH, — COOH HsN* — CH, — CO0~

Aminokyseliny reaguji s kyselinami za vzniku amoniovych soli. Se zasadami pak za vzniku

karboxylata.
Reakce glycinu s kyselinou chlorovodikovou:
H,N — CH, — COOH + HCl - H;N* — CH, — COOH
Ccl~
Reakce glycinu s hydroxidem sodnym:
H,N — CH, — COOH + NaOH - H,N — CH, — CO0~ Na* + H,0

Na karboxylové skupiné aminokyselin mohou probihat esterifika¢ni reakce za vzniku

odpovidajicich funk¢nich derivatia.

H,N — CH, — COOH + HO — CH, — CH; == H,N — CH5 — COO — CH, — CHs + H,0
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Na aminoskupiné mohou probihat napt. alkylacni reakce, za vzniku N-alkylovanych

produktii, reakce s kyselinou dusitou vede k hydroxykyselinam. (Kovac, 1977)
H,N — CH, — COOH + CH3l - CH; — NH — CH, — COOH + HI
H,N — CH, — COOH + HNO, -» HO — CH, — COOH + H,0 + N,

Aminokyseliny mohou tvofit s méd'natymi solemi komplexni slouceniny.

i o
H NH, 0 V4
g L
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Aminokyseliny mohou reagovat vzajemné za vzniku peptid, vzdjemnou reakci dvou
molekul glycinu vznikd dipeptid, ve kterém jsou dv€é molekuly glycinu spojeny

prostfednictvim peptidové (amidove) vazby.

H,N — CH, — COOH + H,N — CH, — COOH —
- H,N — CH, — CO — NH — CH, — COOH + H,0!

Reakce mohou probihat 1 na dalSich castech molekuly (aromaticky nebo heterocyklicky
skelet) nebo jinych charakteristickych skupinach (hydroxylova skupina, sulfanylova
skupina). Na aromatickém skeletu miZe probihat elektrofilni aromatickd substituce, na

sulfanylové skupiné napft. oxidace.

Z naseho hlediska jsou zajimavé obzvlasté reakce, slouzici k dikazu nebo identifikaci urcité
aminokyseliny, ktera se nachdzi v bilkoviné nebo peptidu. Jednd se piedevsim o reakce,
zalozené na vzniku barevnych produktt, kterymi Ize jednotlivé aminokyseliny dokézat jako
chemickd individua, ale 1 soucasti molekul peptidii a bilkovin. V tad¢ ptipadi se jedna o
reakce, které jsou v tomto sméeru uspésné, ale nelze jednoznacné odhalit jejich chemickou
podstatu. K reakcim, jejichz pribéh je znam naleZi napfi. reakce Sakaguchiho, pomoci které
lze identifikovat arginin. Jeji podstatou je interakce guanidinového zbytku argininu s 1-

naftolem v pfitomnosti bromnanu sodného za vzniku ¢erveného produktu. Reakce probiha s

! Reakce probiha v piitomnosti dicyklohexylkarbodiimidu
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aminokyselinou argininem i bilkovinou, ktera arginin obsahuje. (Doubrava, 1984, Zima,

1989)

Obrazek 2 Sakaguchiho reakce (Doubrbava, 1984)

Barevné reakce aminokyselin a bilkovin mohou vyznamnym zpiisobem pfispét pfi
demonstraci studia struktury bilkovin s vyuzitim jednoduchych prostifedki a v disledku toho
se stat jednim z nastrojii aplikace badatelské metody ve vyuce chemie na sttednich Skolach
vSeobecné vzdélavaciho charakteru, ale 1 na Skolach zékladnich a podkladem pro tvorbu

adekvatnich bioorganickych modelt. (Kovac, 1977)

1.5.3 Denaturace bilkovin

S reakcemi aminokyselin, peptidd a bilkovin souvisi do jisté miry i tak zvana denaturace
bilkovin. Pojmem denaturace se rozumi strukturni zmény v molekule bilkoviny, pfi kterych
dochdzi ke ztraté biologickych vlastnosti, dochazi k vyraznému snizeni rozpustnosti a lze
pozorovat dalsi zmény chemickych a fyzikalnich vlastnosti. Je to pfechod ze stavu vysoce
uspofadaného do stavu neuspotadaného tzv. nahodného klubka. Za urcitych podminek miize

byt denaturace reverzibilni, ale vétSinou byva nevratna. (Karlson, 1981)

Proces denaturace je proces, pii némz molekula bilkoviny ztraci nativni prostorovou
strukturu, aniz by byly pferuseny kovalentni vazby v molekule; molekula tak ptechézi
z nativniho stavu do denaturovaného stavu. Tyto pojmy, a¢ zdanlivé jasné, je nutno pro
kazdy jednotlivy piipad podrobné¢ zkoumat. Podstata denaturace mize mit fyzikalni nebo
chemickou povahu. V prvnim ptipadé muze dochézet k denaturaci napt. zahfivanim. Z
roztoku bilkoviny se zahfivdnim vylou¢i pevna latka (napf. bild srazenina). V druhém
pripadé pridanim chemické latky, naptiklad ve vodé€ rozpustné soli tézkého kovu (rtuti, olova

aj.), opet se vylouc¢i pevna latka, v tomto ptipad¢ jde o produkt reakce bilkoviny s ionty
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tézkého kovu. Tyto procesy souviseji se zménami piedevSim na trovni terciarnich struktur

bilkovin.

Denaturace bilkovin tak souvisi do jisté miry s vytvarenim piedstav o jejich struktuie a
vlastnostech a mize byt ndmétem pro zkoumani vztahu mezi strukturou bilkovin a jejich

vlastnostmi ve $kolnich podminkach.

1.5.4 Reakce bilkovin s kyselinou dusi¢nou

Jedna se o reakci, ktera je zdkladem jiz zminéné xantoproteinové reakce. Tato je zaloZena
na reakci koncentrované kyseliny dusicné s bilkovinami za vzniku Zluté zbarvenych
produktt. Po ptfidéni roztoku hydroxidu sodného k reakéni smési se zluté zbarveni jesté
prohloubi. Reakce patii mezi univerzalni testy, uréené k dukazu bilkovin. Otazkou je, jaka
je podstata této reakce, které ¢asti bilkovinné molekuly s kyselinou dusi¢nou reaguji. Obecné
plati, Ze kyselina dusi¢na mtiZze ptsobit jako:

1) silna kyselina (acidobazické reakce)

2) oxidacni ¢inidlo (oxidacné redukéni reakce)

3) nitraéni ¢inidlo (elektrofilni aromaticka substituce)

V prvnim piipad€ miiZe jit o plisobeni kyseliny dusi¢né obzvlasté na bazické aminokyseliny,
v druhém piipad€ napt. na aminokyseliny obsahujici -OH nebo -SH skupinu a tfetim ptipadé
na aminokyseliny obsahujici v molekule aromaticky nebo heterocyklicky skelet. Je tedy

dalezité posoudit, ktera z téchto reakci je spojena se vznikem barevného produktu v

zavislosti na struktuie aminokyselin, které jsou obsaZeny v bilkovinach.

Na zéklad¢ studia literatury k tématu, byly a priori vylouCeny prvni dvé alternativy a
snaslednym zaméfenim na tfeti alternativu, kterd operuje s nitraci tyrosinu, jako

vvvvv

pfedstaven komplexni pohled na jmenovanou reakeci.

Nejjednodussim piikladem elektrofilni aromatické substituce je nitrace benzenu s tim, ze
benzenovy skelet je soucasti nékterych aminokyselin, obsazenych v bilkovinach
(fenylalanin, tyrosin). ProtoZe benzen je stabilni aren, k nitraci se pouzivd smés kyseliny

dusi¢né a sirové (nitraéni smés), ktera usnadnuje tvorbu elektrofilni ¢astice - nitroniového

27



kationtu NO,. Pfi reakci dochazi k nahradé jednoho vodikového atomu v molekule benzenu

nitroskupinou -NO; a vznika nitrobenzen (Pacak, 1990, Cervinka 1980, Cervinka, 1981).

o
Il

N -
H 9 ~o
+  HO—N — + H0
o

Prvni substituent urcuje i polohu dalsi vstupujici nitroskupiny. V tomto piipad¢ je to vzdy

poloha 1,3 (meta-):

O§N+,O
//o
H +HO_N: +;O + H20
o |
o

Pravidla, podle kterych se nahrazuji atomy vodiku na benzenovém jadie, je mozné

O§N+,O

zevSeobecnit. N&které substituenty (substituenty 1. fadu) orientuji ndhradu atomil vodiku na
benzenovém jadie v poloze orto- a para- a usnadiiuji pribéh reakce. Patii mezi n€ skupiny

jako alkyl (-R) -Cl, -OH aj., které nalezi mezi donory alektront.

Substituenty 2. fadu orientuji nahradu atomii vodiku na benzenovém skeletu do polohy meta-
. Mezi tyto substituenty patii skupiny nalezici mezi akceptory elektronti napt. -CHO, -CN, -
NO: a priibéh reakce znesnadiiuji.

Podle téchto pravidel nitrace toluenu probihd snadze nez nitrace benzenu a vznika nejdiive 2-

nitrotoluen a 4- nitrotoluen, nasledné pak 2,4-dinitrotoluen, finadlnim produktem je 2,4,6 —

trinitrotoluen.
0
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N A —
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Nitrace fenolu probiha mnohem snadné€ji nez nitrace toluenu. Hydroxylova skupina se
vyznacuje mnohem siln¢jsim elektrondonorovym efektem, nez methylova skupina. Nejdiive
vznika 2-nitrofenol a 4-nitrofenol, pak 2,4-dinitrofenol a 2,6-dinitrofenol, finalni produkt je
2.,4,6-trinitrofenol. V obou jmenovanych pfipadech probiha nitrace do tfetiho stupné obtizné

a pouziva se specialnich postupti.

Aminokyseliny s aromatickym a heterocyklickym (a také aromatickym) skeletem (tyrosin,
tryptofan) poskytuji reakci s kyselinou dusi¢nou. Proto se také bilkoviny pii reakci
s kyselinou dusi¢nou zbarvi zluté (odtud nézev reakce xanthoproteinova-fecky xanthos =
zluty). Takovéto zluté zbarveni se objevi i pfi ptisobeni kyseliny dusi¢né na kizi, nehty, vinu
atd. Pusobenim alkalii vznikd oranzové zbarvend sil aci-formy nitroslou¢eniny:

(Macholén, 1967, Zima, 1989)

Obrazek 3 Vzorec Zluté zbarvené soli aci-formy nitroslouceniny (Zima, 1989)
Pfi zaméfeni se na strukturu aminokyselin, se da odhadnout, které konkrétni aminokyseliny
budou reagovat s kyselinou dusi¢nou a které reagovat nebudou. JelikoZ nitrace probiha na
aromatickém nebo heterocyklickém (ale téz aromatickém) skeletu, lze ptedpokladat, ze
budou s kyselinou dusi¢nou reagovat aminokyseliny: fenylalanin, tyrosin, tryptofan a
histidin. (Karki, 2018), (Basnet, 2020) Dulezité je pfi reakci aminokyselin s kyselinou
dusi¢nou dbat na podminky, za kterych bude reakce probihat. Je velmi pravdépodobné, Ze
reakce budou probihat jinak za standardnich laboratornich podminek a jinak za zvySené
teploty apod. Na kone¢né zbarveni ma téz vliv zména pH prostiedi. Toto je zapotiebi vzit v

uvahu pfi findlnim hodnoceni experimentu.
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1.6 Aplikace poznatkii v raznych oblastech (analyticka chemie,

bezpecnost prace atd.)

1.6.1 Analyticka chemie

Chemické analyza ma za cil zkoumat rtzné latky za ucelem zjiStovani jejich slozeni. K
tomuto ucelu pouziva celé¢ fady riznych postupli a metod, Casto zalozenych na rozkladu
téchto latek na latky jednodussi a jejich nasledné urCovani. Védni obor, zabyvajici se
rozborem latek se pak nazyva analytickd chemie. S postupnym vyvojem oboru je spojeno
zdokonalovani metod analyzy, které nevyzaduji rozklad latek a separaci produkti.
Analyticka chemie se s vyvojem specializuje na rizné oblasti zkoumani latek, existuje napf.
anorganické analyza, organickd analyza, ale i1 analyza potravin, analyza 1é¢iv, jiny pfistup
predstavuje kvantitativni nebo kvalitativni analyza atd. Ukolem kvalitativni analyzy je
urceni, které chemické slozky jsou v analyzovaném materidlu pfitomny, kvantitativni
analyza smétuje ke zjiStovani jejich mnozstvi. Metody analytické chemie se déli na
chemické (klasické) a instrumentalni (fyzikalné-chemické). Chemické metody jsou zalozeny
na prib¢hu chemickych reakei. Instrumentalni metody jsou zaloZeny na skutecnosti, ze fada
fyzikalnich veliCin je zavisla na chemickém slozeni analyzovaného materidlu ¢i na obsahu

stanovované slozky. (Ktizek, 2015)

K dikazim ale i stanoveni je Zadouci zvolit takové reakce, jejichz pribéh je doprovazen
zménou zbarveni produktu (barevné reakce) nebo jeho skupenstvi (srazeci reakce). Pii
veétsim objemu vzorku, ve kterém probihaji reakce je mozné mluvit o zkumavkovych
reakcich. Pokud je vzorku omezené mnoZstvi, je vhodné pracovat s technikou, ktera
umoziiuje provést experiment na kapkovaci desti€ce nebo na filtraénim papife. Pokud
¢inidlo reaguje s urcitou skupinou latek oznacuje se jako skupinové ¢inidlo a pokud reaguje
pouze s urcitymi latkami, oznacuje se jako selektivni. Specifické €inidlo pak reaguje
specificky pouze s jedinou latkou, i kdyz je tato soucasti smési, ktera obsahuje rtizné dalsi
latky. Pokud se podminky experimentu vhodné upravi, je mozné mnoha selektivni ¢inidla
vyuzit jako ¢inidla specificka. Pro vyuziti chemické reakce v kvalitativni analyze je dilezita
tzv. citlivost reakce, kterd zalezi na jeji vyrazné vlastnosti, zpisobu provedeni a na slozeni

reak¢ni smési. (Renger, 1998).
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Konkrétnim objektem kvalitativni analyzy v naSem piipad¢é jsou bilkoviny. K dikazu
bilkovin se uziva Casto denaturace varem, zvlasté ve slab¢ kyselém prostiedi; bilkoviny se
srazeji ve forme shluki. Lze je srazet rovnéz ptidanim soli tézkych kovi (Hg, Cu, Ag), ale 1
kyseliny pikrové, wolframové, fosfowolframové, fosfomolybdenové, trichloroctové a
mnohych dalSich, tzv. bilkovinnych srazedel. K dikazu bilkovin se vyuziva i barevnych
reakci. Biuretova reakce slouzi k dikazu peptidovych vazeb v bilkovinach, kdy dojde ke
zmén¢ barvy roztoku bilkovin na modrofialovou, ale i kvantitativnimu stanoveni. Millonova
zkouska nebo xantoproteinova reakce, zalozené pievazné na interakci s tyrosinem, se
pouzivaji k dikazu bilkovin a né€kterych aminokyselin v bilkovinach. (Doubrava, 1984).
Xantoproteinova reakce pak nalezi mezi univerzalni metody dikazu pfitomnosti bilkovin v

analyzovaném vzorku. (Subert, 1905)

1.6.2 Bezpecnost prace

Pracovisté chemické laboratofe nese pomérné vysoké riziko pro zdravi. Nedodrzovéani
bezpecnostnich pravidel mize vést k ijmé na zdravi vinika, tak i dalSich pfitomnych osob
mimo poskozeni zdravi také miize dojit i k materidlnim Skodam. Kazdy pracovnik v
chemické laboratofi by mél jednat tak, aby minimalizoval vznik nebezpecnych situaci.
Pokud uZ k takové situaci dojde, podle mozZnosti je tfeba co nejucinnéji zabranit jak

poskozeni zdravi lidi, tak poSkozeni majetku.

Pti pracich s chemikaliemi je tfeba pouZivat ochranné rukavice, bryle, pfipadné §tit a dbat,
aby nedoslo k pottisnéni nejen pokozky, ale i dalSich ¢asti lidského téla nejen Ziravinami.
Pokud k tomu dojde, je nutné potfisnéné misto co nejdiive oSetfit. (Kotek, 2012)

V ptipadé nedodrzeni bezpecnosti prace s chemickymi latkami, mize dojit ke vstupu
nékterych cizorodych latek do téla, kde zacnou reagovat se slouceninami, které jsou

pfirozenou soucasti organismu. Tyto reakce mizeme pozorovat v nékterych ptipadech 1

okem popfiipad¢ jinymi smysly jako jsou hmat a Cich.
Podle Horéka (2004):

Neporusena lidskd kiize tvoti ur€itou bariéru pro vstup cizorodych latek do téla. Na jejim
povrchu je tenkd vrstva keratinizovanych bunék, Skéra (stratum corneum), pod ni se nachazi

vrstvy zivych bunék, epidermis a dermis. Kiize netvoii kompaktni celek, je protkana kanalky
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potnich a mazovych Zl1az. Spodni vrstva, dermis, je prokrvena krevnimi vlasecnicemi. Po
absorpci kiiZi se latka dostane do krevniho obéhu a s krvi pak do celého téla. Uginek latky
aplikované na kGzi mize byt bud’ lokélni (fada latek kiizi drazdi, nckteré leptaji) anebo

systémovy, pokud se latka vstieba (s. 41).

Na zéklad¢ ptedchozich kapitol je znamo, Ze vybrané aminokyseliny, peptidy a bilkoviny
davaji s kyselinou dusi¢nou zluté zbarveni. Lidskéd kiize obsahuje tyto latky, a proto po
potiisnéni kyselinou dusi¢nou dojde taktéZ k chemické reakci a ke zméné barvy kiize (zZluté
zbarveni). Tim bude také dokazano, Ze lidska kiize obsahuje tyto specifické substance. Prvni
krok pii nedodrzeni bezpecnostnich pravidel prace v laboratofi spo¢ivd v omyvani mista,
zasazeného kyselinou dusi¢nou proudem tekouci studené vody. Ve snaze neutralizovat
ucinky kyseliny dusi¢né alkalickym hydroxidem by se zbarveni kiize prohloubilo, ale kiize

by nasledné mohla byt zminénym hydroxidem také polepténa.

1.7 Reakce bilkovin s kyselinou dusi¢nou v u¢ivu chemie na stiednich
Skolach vSeobecné vzdélavaciho charakteru a vysokych Skolach

vzdélavajicich budouci ucitele
Xantoproteinova reakce je uvedena v fad¢ ucebnic a monografii jak pro vysoké, tak stfedni
Skoly. V téchto publikacich se nachazeji informace o xantoproteinové reakci, jeji podstate a
praktickém vyuziti. Velmi casto je tato informace doplnéna nidvodem pro realizaci

experimentu, ktery slouzi k diikazu bilkovin ve zkoumaném vzorku.

Analyza ucebnic chemie pro stfedni Skoly vSeobecné vzdélavaciho zaméfeni, ale 1 vybrané
ucebnice pouzivané ve vysokoSkolské pfipravé uciteldi na pedagogickych a
ptirodovédeckych fakultach by mély byt dulezitymi zdroji informaci pro uplatnéni
badatelsk¢ metody ve vyuce chemie na gymnaziich. Z téchto davodii byl realizovan
prizkum, vychazejici obzvlasté¢ z vybranych ucebnic chemie pro gymnazia (fada ucebnic
ucivo o xantoproteinové reakci neobsahuje), ktery byl néasledné doplnén informacemi,
ziskanymi z nékterych ucebnic a prirucek pro pedagogické fakulty. Informacni zdroje

predstavuji soubor ucebnic a ptirucek od prvni poloviny minulého stoleti po soucasnost.
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1.7.1 Xantoproteinova reakce v publikacich urcenych pro budouci ucitele chemie

Buchar, E., Halbych, J., Borovi¢ka, J., Prakticka cvic¢eni 7 organické chemie (1970)
Rozbor tkolu: vétSina bilkovin, v nichZz jsou obsazeny aminokyseliny s aromatickou
slozkou, zahfivanim s koncentrovanou kyselinou dusi¢nou zloutnou — aromatickd jadra

aminokyselin se nitruji.
Pracovni postup:

Roztok bilku povarte ve zkumavce s koncentrovanou kyselinou dusicnou. Viocky srazené
bilkoviny maji charakteristické zZluté zbarveni. Kyselinu dusicnou odlijte a viocky zahrejte
s prebytkem hydroxidu sodného. (Pozor na utajeny var!) Pozorujte zménu zbarveni na

oranzove az cervene.

Poznamka. Zbarveni pokozky kyselinou dusi¢nou ve styku s mydlem tmavne a ptechazi do

oranzovych odstind.

Lipthay, T.,Praktikum z organickej chémie (1975)

Xantoproteinova reakcia bielkovin

Do skiimavky dajte 2ml roztoku bielkoviny, napr. roztoku vajcového bielka a asi 2 ml konc.
kyseliny dusi¢nej. Posobenim kyseliny sa bielkovina z roztoku vyluci a opatrnym zahriatim
zozltne. Ked’ obsah skiimavky ochladime a priddime roztok amoniaku alebo hydroxidu

sodného, jeho farba sa zmeni na oranZzovocervent.

Doubrava, J., Kostir, J., Pospisil, J. Zdklady biochemie (1984)
Xantoproteinovou reakci poskytuji aminokyseliny s aromatickym jadrem, které se nitruje, a
zalkalizovanim vznika ptislusna barevna siil nitrofenolu. Tuto reakci ale nedava fenylalanin.

Reagencie’ A — koncentrovand kyselina dusi¢na,
B — 40% roztok hydroxidu sodného

Postup:

2Obecné chemické latky a ¢inidla, které se pouZivaji v laboratofich pro spousténi chemickych reakc
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3 em? roztoku vzorku se smisi s 1 cm? cinidla A a vari se tak dlouho, dokud se srazenina
nebo pevny vzorek nerozpusti. K roztoku se pak pridava opatrné po kapkach cinidlo B, dokud

neni trvale alkalicky. V kladném pripadé se Zluty roztok zbarvi syté oranzove.

Xantoproteinova reakce na aromatické uhlovodiky se pouziva k diikazu bilkovin a nékterych

aminokyselin v bilkovinach.

Zima, M., Hellberg, J.: Biochemie a praxe (1989)

Aromatické aminokyseliny (tyrosin, tryptofan) davaji vyraznou reakci s kyselinou dusi¢nou.
Jejich benzenova jadra se oxiduji a nitruji za vzniku Zlutych slou€enin 1 kyseliny pikrové.
Také vétSina bilkovin se pii zahtati s kyselinou dusi¢nou barvi zluté¢) nazev odvozen od
feckého slova xanthos (= zluty). Pisobenim alkalii vznik4 oranzové zbarvena sul aci-formy

nitroslouceniny, napf-.:
vzorec aciformy (viz str. 30)

Reagencie a materidl: roztok bilkoviny, konc. HNO3 10% roztok NaOH, roztok zelatiny,

zkumavka.
Provedeni:

Zahrejeme 2 ml roztoku bilkoviny s 1 ml konc. HNOj - vznik zZlutého zbarveni nebo az
srazeniny. Po ochlazeni roztok ve zkumavce zalkalizujeme 10% NaOH do zmény barvy ze

zluté na oranzZovou.

Xantoproteinova reakce na aromatické uhlovodiky se pouziva k dikazu bilkovin a nékterych

aminokyselin v bilkovinach.

1.7.2 Xantoproteinova reakce v u¢ebnicich pro stiedni Skoly v§eobecné vzdélavaciho

charakteru

Masek, F., Némecek, H. & Krehlik,F. Chemie pro stfedni Skoly dil tieti organicka
chemie pro Sestou tridu (1930)

Bilkoviny jsou sloZené jen z péti prvki; obsahuji uhlik, vodik, kyslik, dusik a siru a pouze
nekteré (nukleiny) 1 fosfor. Aby bylo mozno si u€initi jakousi pfedstavu o struktufe bilkovin,
byly podrobeny hydrolytickému rozkladu za katalytického u¢inku kyselin, zasad nebo jinych

enzymu. Pfi tom byly ziskany jako kone¢né produkty Stépeni bilkovin aminokyseliny, kteréz
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nutno miti z t¢ pfiCiny za stavebni jednotky bilkovin. V tomto ohledu smérodatné prace
vykonal Emil Fischer, ktery vychazel od rGznych aminokyselin synteticky piipravil
slouceniny, které jsou blizké nejjednodussim bilkovinam a nazval je polypeptidy. Pro

bilkoviny jsou vyznacné nékteré barevné reakce, znichz dulezitéjsi je reakce

xanthoproteinova a reakce biuretova.
Roztok bilkoviny se pripravi, rozmicha-li se vajecny bilek se 4 — 5 nasobnym mnoZstvim vody.
Roztok bilku se zahriva s konc. HNO3, srazenina se zbarvi Zluté (reakce xanthoproteinova).

Nékteré bilkoviny ze svych roztokl se srazeji jiz teplem; pravime, ze koaguluji. Vati-li se

roztok bilku, srazi se (vafeni vajec na tvrdo).

Koagulaci méni bilkoviny svoje pfirozené vlastnosti, piechazejice ve vid nerozpustny;

pravime, ze z bilkovin nativnich vznikaji bilkoviny denaturované.

Kout, R. Chemie organicka pro VI. tfidu stfednich $kol (1935)
Bilkoviny vyznacuji se taktéZz n€kterymi zvlaStnimi reakcemi, podle kterych se snadno
poznavaji. Tak napft. se roztok bilku srazi kyselinou HNOs, pii ¢emz vznikla srazenina

zvlasté horkem nabyva zlutého zbarveni (reakce xanthoproteinova).

Kout, R., Filip, B. Chemie pro IV. tfidu stfednich kol (1947)

VSechny latky na svété se neustale méni. Zmény, kterym latky podléhaji, jsou dvojiho druhu:

Pii jednéch méni se jen n¢jaka nepodstatna vlastnost latky (na pf. tvar, velikost, skupenstvi,
teplota), takze latka ziistane touz latkou 1 nadéle. Zmény tohoto druhu se nazyvaji zménami
fysikalnimi a zabyva se jimi fysika. Zménou fysikalni jest na pf. tani olova, vypafovani vody,

rozméliovani cukru, zmagnetovani zeleza a j.

Pti druhych méni se celd podstata latek tak, Ze plivodni latky mizeji a misto nich se objevuji
latky nové. Zménam tohoto druhu fikdme zmény chemické a véda jimi se zabyvajici, je
chemie (neboli lucba).

Co vite o kyselin¢ dusicné z predeslého? Napiste rovnici o jeji pfipravé z ledku kyselinou
sirovou! Pozorujte, jakou barvu ma kyselina dusi¢nd, kterd je jiz del$i dobu na svétle!

Namocte do ni na chvili €isté husi pefi, nebo kousek viny, hedvabi apod. a potom tyto latky

vypereme vodou! Jakou maji barvu? Jaké skvrny ptisobi kyselina dusi¢na na kiizi? Pridejme
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trochu kyseliny dusi¢né ke zfedénému roztoku indigokarminu a mirn€ zahfejeme! Roztok se
obarvi nebo, neni-li dostatecné zfedén, zezloutne. Toho pouzivame k poznavani kyseliny

dusicné.

Sorm, F., ORGANICKA CHEMIE uéebnice pro IIL a IV. téidu gymnasii (1950)
Bilkoviny davaji n¢které typické reakce , jimiZ je lze poznavat na piiklad v moci. Roztok

proteinu se srazi kyselinou dusi¢nou , pti ¢emz se vznikla srazenina za tepla barvi Zluté.

Sorm, F., & Hellberg, J., Organicka chémia pre 2. a 3. roc¢nik strednych
v§eobecnovzdelavacich $kol (1966)

Bilkoviny jsou citlivé na teplo a chemicka cCinidla. Zahiivejme ve zkumavce roztok
bilkoviny. Vznikd husta srazenina. Pfi zahtati vodnych roztokl bilkovin v nich vétSinou
nastavaji chemické zmény, které se projevuji tim, ze se stavaji ve vod¢ nerozpustnymi —

denaturuji se.

Do zkumavky nalejeme 3 ml koncentrované kyseliny dusicné a z pipety opatrné pridame

roztok bilku. Na rozhrani dvou kapalin se vytvori Zluty prstenec.

Reakce je velmi citliva a pouziva se na dikaz bilkovin naptiklad v mo¢i.

Sorm, F., & Hellberg, J., Organicka chemie pro I a IIL ro¢nik stiednich vieobecné
vzdélavacich skol (1967)

Chemicky maji bilkoviny amfoterni povahu podobné jako aminokyseliny. Jsou soucasné
kyselinami i zasadami, nebot’ obsahuji volné aminoskupiny i karboxylové skupiny. Jsou
citlivé k teplu i chemickym ¢inidlim.

Zahrivejme ve zkumavce roztok bilkoviny. Vznika husta srazenina.

Pti zahtati vodnych roztoki bilkovin se bilkoviny vétSinou chemicky méni, coz se projevuje

tim, Ze se stavaji nerozpustnymi ve vod¢. Rikame, ze denaturuji.

Do zkumavky nalijme 3 ml koncentrované kyseliny dusicné a pridejme opatrné z pipety

roztok bilku. Na rozhrani obou kapalin se vytvori zluty prstenec.

Reakce je velmi citlivd a uziva se ji k ditkazu bilkoviny, napf. v moci. Ke zménam bilkovin

dochdzi také uc¢inkem koncentrovanych mineralnich kyselin nebo zésad.
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Carsky, J., Chemie pro 3. ro¢nik gymnazii: uebnice (1986)

Pracovni postup:

Ve zkumavce zahrivejte roztok vajecného bilku (2 cm?) s kyselinou dusicnou (1 cm?).
Pozorujte vznik zZlutého zbarveni. Do reakcni smesi opatrné pridejte roztok amoniaku (asi

2 cm?®), vysledna reakce musi byt alkalickad. Jak se zméni zbarveni reakéni smési?
Otazky a ukoly
Vysvétlete reakcei, kterd probihd pfi pisobeni kyseliny dusi¢né na bilkoviny.

Jakou strukturu maji aminokyseliny, které se zii€astiiuji xantoproteinové reakce?

1.7.3 Xantoproteinova reakce v ¢asopisech

Pti prizkumu literatury, kterd se vénuje biochemii ve vztahu k nebyly opomenuty také
ptirodovédné Casopisy zamétené na piirodovédné vzdélavani, které se orientuji prevazné na
Ctenafe z fad pedagogi. Jednim z objektd naSeho zajmu byl Casopis ,,Ptirodni védy ve
Skole*, ktery vychazel mezi lety 1950-1990. Ptes detailni prizkum jednotlivych ro¢nika
Casopisu nebyl nalezen Zadny c¢lanek, ktery by se zabyval xantoproteinovou reakci. Mezi
dalsi publikace, kterym bylo tfeba vénovat pozornost patii Casopis ,,Biologie-Chemie-
Zemepis®. I ptes peclivy prizkum ¢isel vydanych v letech 19922012 nebyl nalezen zadny
¢lanek odkazujici na xantoproteinovou reakci. Tento prizkum ukazal, ze téma
xantoproteinové reakce neni béZnym tématem feSenym v Casopisech zamétenych na vyuku
chemie a pfirodnich véd, proto byly téZ shlédnuty vybrané zahranicni Casopisy, které by se
touto problematikou mohly zabyvat. S vyhledanim potfebnych ¢lankti pomohla internetova
platforma Web of Science, kde byly vyhledany zahrani¢ni publikace, které by mohly
poskytnout informace k této problematice. Byly zvoleny Casopisy ,,Journal of Education* a
wJournal of Chemical Education®. V téchto casopisech nebyly nenalezeny informace,

vztahujici se k problematice xantoproteinové reakce ve vztahu k vyuce.
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2 Cil prace

Cilem bakalaiské prace je podnitit zajem studentl stiednich Skol o badani v oblasti chemie,
pfiblizit jim proces védecké prace v laboratofi a naucit studenty pfiméfenym zplsobem
aktivné vyuzivat osvojené znalosti. Prace se snazi propojit teoretické znalosti s praktickymi
experimenty, zejména se zameienim na biochemii. Tato bakaldiska prace ma na zakladé
jednoduchych pokust studentiim poskytnout piilezitost aktivné se podilet na procesu
védeckého zkoumaéni a rozvinout tak jejich kritické mysleni a analytické schopnosti. Zaci a
studenti budou zkoumat pribéh reakce kyseliny dusi¢né s bilkovinami prostfednictvim
reakce kyseliny dusi¢né se zakladnimi stavebnimi elementy bilkovin-aminokyselinami a
nasledné i1 dal$imi jednoduchymi slouc¢eninami, které¢ souviseji s fragmentaci molekul
ptfislusnych aminokyselin. Z téchto poznatk by méli urcit, kterd ¢ast molekuly
aminokyseliny je zodpovédna za barevny prub¢h reakce, nalezejici k univerzalnim testim
na piitomnost bilkovin v rGznych typech vzorkl biologickych materidlii. Experiment je
zaloZen na jiz osvojenych teoretickych znalostech o typech reakci organickych sloucenin a
poskytne studentiim prilezitost aplikovat tyto teoretické znalosti v praxi. Analyza vysledka
experimentu umozni studentiim identifikovat slouc¢eninu, u které¢ probéhla nitrace, jejiz
produkt je pfi¢inou zmény zbarveni zkoumaného vzorku. Soucasti této bakalatské prace je i
pracovni list pro ucitele, ktery nabizi mozZnost efektivné zatadit tento experiment do vyuky.
V préaci je kladen ddraz na interaktivni pfistup k vyuce, ktery podporuje zapojeni studentii
prostfednictvim pracovniho listu a diskusi o vysledcich experimentu s pfihlédnutim k jeho
cilim. Tato bakalafska prace je ptispévkem k pokusu o vytvofeni inspirativniho modelu
vyuky organické chemie a biochemie obzvlast¢ na stfednich Skolach vSeobecné

vzdélavacich.
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3 Prakticka ¢ast

Prakticka cast se vénuje experimentu zamérenému na reakci koncentrované kyseliny dusicné
s vybranymi bilkovinami, peptidy, aminokyselinami a produkty fragmentace aminokyselin.
Pro objasnéni charakteristického zbarveni produktu jsme do experimentu zatadili i
modelovou fadu aminokyselin, ale 1 peptida, bilkovin a dalSich sloucenin, které umoznuji

poznavat podstatu barevné reakce.

3.1 Pouzité chemikalie

Nazev chemikdlie Vyrobce Stat Cistota
albumin, chicken egg Sigma-Aldrich DE 96%
cystein Sigma -Aldrich DE 97%
L-serin Millipore USA -
L-glutathion Fluka USA 97%
L-tyrosin Glentham UK -
D,L-tryptofan Glentham UK -
L-alanin Millipore USA -
glutamova kyselina Millipore USA -
fenylalanin Millipore USA -
leucin Millipore USA -
glycin Millipore USA -
L-valin Millipore USA -
L-histidin Millipore USA -
kyselina dusi¢na Penta CR 65%
hydroxid sodny Lach-ner CR 97%
toluen Penta CR -
p-kresol Merck DE -
fenol Penta CR -
benzen Penta CR -
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3.2 Pouzita laboratorni technika

- zkumavky

- stojan na zkumavky

- kapkovaci desticka porcelanova
- kapkovaci desticka sklenéna
- hodinova sklicka

- pipetka

- kadinky 100 cm?, 500 cm?

- Spachtle

- tyCinka

- ndlevka

- stojan

- analytické véhy

- navazovaci lodicka

- vodni lazen

- elektricky vafic¢

3.3 Ideovy zamér realizace experimentu.

Zamé&rem bakalatské prace je ukdzat na jednu z fady moZznosti aplikace badatelské metody
ve vyuce chemie. Badatelskd metoda je orientovéana pievazné na zpfistupnéni metod védecké
prace zakiim a studentim zakladnich Skol a gymnazii. Tito by méli byt obeznameni s
obecnymi principy védecké prace, ale zarovei s jeji metodikou v souvislosti s ptislusSnymi
védnimi obory (humanitnimi, pfirodovédnymi apod.). V naSem piipadé¢ se jednd o uplatnéni
badatelské metody v chemii, coZ je spojeno napt. s badatelskou ¢innosti v laboratofi s
vyuzitim piislusné laboratorni a pfistrojové techniky. V této souvislosti musi byt proto
zohlednéna skutecnost, ze ve Skolni laboratofi vétSinou neni mozné pracovat s piistrojovou
technikou z fady diivodl (napft. vysoké pofizovaci ndklady, narocna teoretickd interpretace
vysledkli méfeni aj.). Je proto nezbytné volit adekvatni prostfedky, imérmé zaméfeni prace

a dal$im okolnostem.

Objektem naseho zajmu se stala zndma reakce, ktera je pouzivana k ditkazu bilkovin, tak
zvana xantoproteinova reakce. Jak jiz bylo zminéno dfive, jedna se o reakci bilkovin s konc.
kyselinou dusi¢nou za vzniku produktu Zlutého zbarveni, které nasledné, po pfidani vodného
roztoku hydroxidu sodného prechazi na tmavé zluté. Reakce je do soucasné doby pouzivana
jako jednoduchy zkumavkovy test, slouzici k ditkazu pfitomnosti bilkovin v analyzovaném

vzorku. S touto reakci je mozné setkat se v chemické laboratofi i v jiné souvislosti-jedna se
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o potiisnéni pokozky konc. kyselinou dusi¢nou, ke kterému mize dojit vzhledem k
nedodrzovani zéasad bezpecné prace v chemické laboratofi (pouziti osobnich ochrannych
prostiedkli, napt. rukavic, §titu atd.). ZasaZzené misto postupné¢ nabyva zlutého zbarveni.
Xantoproteinova reakce tedy souvisi s oblasti analytické chemie, ale i bezpe€nosti prace v

chemii.

Vzhledem k vyse uvedenym okolnostem byla badatelskd metoda zaloZzena na formalni

fragmentaci molekul proteini a aminokyselin s cilem ur€it:

-které aminokyseliny jsou pfi¢inou vzniku charakteristické¢ho zbarveni pfi reakci bilkovin s

konc. kyselinou dusi¢nou,
-které ¢asti molekuly aminokyselin jsou zodpovédné za barevny prubéh reakce.

K uvedenému zaméru bylo tieba ziskat co nejvice aminokyselin, jako zakladnich stavebnich
elementd bilkovin. U jednotlivych aminokyselin, které poskytovaly pii reakci
s koncentrovanou kyselinou dusi¢nou barevné produkty, byla provedena formalni
fragmentace molekul a k jednotlivym fragmentim byly pfifazeny redlné existujici

slouceniny, které byly dale pouzity pro testovani priibéhu reakce s konc. kyselinou dusi¢nou.

Na zéklad¢ poznatki z organické chemie byly jako nejvyznamnéjsi standardy vytypovany
aminokyseliny, obsahujici aromaticky a heterocyklicky aromaticky skelet (tyrosin,
fenylalanin, histidin, tryptofan), k nim pak byla pfifazena fada standardl, vychézejicich z

formalni fragmentace molekul aminokyselin, jak ukazuji nasledujici schémata:

H,C o
NH, o,
o H,C NH, N
< — - o —
HoN OH - o NH NA .
S

; skatol
tryptofan indol (3-methylindol)

glycin alanin

Obrazek 4 fragmentace molekuly tryptofanu
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CHj
NH,
E— —_—
OH OH
p-kresol fenol
OH 0

. (o}
tyrosin
0 HsC
OH < o OH
NH; HoN OH NH,
HO_>_<O fenylalanin glycin alanin

CHs
serin

toluen

|
»

benzen
Obrdzek 5 fragmentace molekuly tyrosinu
Vlastni vyzkum je moZzné provadét ve zkumavkach nebo na sklenénych, piipadné
keramickych destickach, na kterych jsou naneseny vzorky vodnych roztokii standardi, ke
kterym je pfidano malé mnozstvi konc. kyseliny dusi¢né, nasledné¢ je tieba sledovat pritbéh
reakce a provést vyhodnoceni vysledkli. Vychozim vzorkem mize byt albumin ze slepi¢iho
vejce, jako standardll 1ze pouzit albuminu, glutathionu, glutamové kyseliny, leucinu, valinu
a celé fady dalSich aminokyselin. Na ptiklad¢ tyrosinu je moZzné ukazat na vyuZiti formalni
fragmentace - testovani nasledujicich slou€enin: tyrosin, 4-methylfenol (p-kresol), fenol,
serin, fenylalanin, toluen, benzen, glycin, a- alanin (viz obr. 5). Na zdklad¢ téchto pokust je
mozné zjistit, kterd aminokyselina a ktera ¢ast jeji molekuly je zodpovédna za vznik Zlutého
zbarveni produktu reakce s konc. kyselinou dusi¢nou. Ziskané poznatky se mohou stat
podkladem pro vytvoieni pracovniho listu s perspektivou jeho vyuziti pro prakticka cviceni

na gymnaziu nebo ve workshopu pro zajemce z fad studentii nebo pedagogti.
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3.4 Metodika realizace experimenti

Metodika realizace experimenti byla vytvofena s ohledem na efektivni ziskavani novych
poznatkli v souladu s dodrzovanim zasad bezpecnosti prace pii provadéni pokusu. Pokud
bude experiment provadén v celém rozsahu, je tfeba piihlédnout k Casové i financni
naroc¢nosti z hlediska pouzitych pomticek a chemikalii. Pokus Ize ve vyuce realizovat jako
demonstrac¢ni nebo frontalni. Jako demonstra¢ni pokus je vhodny pro stfedni Skoly, po
uprave i Skoly zékladni, frontalni pokus je vhodny pro stiedni Skoly. Experiment byl
zkouman predevsim se zamérem jeho vyuziti na gymnaziu, protoze studenti stfednich skol
maji potifebné teoretické znalosti o stavbé aminokyselin a mohou tak lépe porozumét

zkoumané problematice.

Cile experimentu:
1) Seznameni zakd a studentd s xantoproteinovou reakcei ve vztahu k analyze bilkovin
2) Vlastni provedeni experimentu
3) Analyza prubéhu experimentu
4) Diskuse vysledkl experimentu

5) Hodnoceni pfinosu experimentu pro Zaky a studenty

I P4

Teoreticka cast:

Xantoproteinova reakce predstavuje jeden z testl pro diikaz ptitomnosti bilkovin ve vzorku.
Je zaloZena na reakci konc. kyseliny dusi¢né se vzorky bilkovin. Tato reakce je doprovazena
vznikem Zlutého zbarveni, které se dale prohlubuje ptidanim roztoku hydroxidu sodného.
Reakce se vétSinou provadi ve zkumavce s malym mnozstvim analyzovaného vzorku. Vznik

Zlutého zbarveni je vniman jako dikaz pfitomnosti bilkovin.
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Obrdzek 6 Vajecny albumin Obrazek 7 Vajecny albumin s konc. Obrazek 8 Vajecny albumin s
kyselinou dusicnou konc.  kyselinou  dusicnou a
hydroxidem sodnym

Jedna se o postup obvykly v kvalitativni analyze, vznik barevného produktu je pro dikaz
pritomnosti dané latky postacujici. Otazkou vSak zlstava, jaka je podstata reakce, ktera
zpusobuje barevné zmény reakéni smési. V této souvislosti je tieba vychazet ze struktury
analyzované latky. O bilkovindch je znamo, Ze nélezi mezi biopolymery, sklddajici se z
aminokyselin, vzdjemné spojenych v fetézci peptidickou vazbou (-CO-NH-). Ptikladem
bilkoviny mtize byt albumin, piikladem peptidu mtize byt glutathion, ktery je fazen mezi
tripeptidy a skladd se zaminokyselin cysteinu, kyseliny glutamové a glycinu, tyto

aminokyseliny jsou spojeny mezi sebou peptidickou vazbou.

o)) NH; ||-| (|:|) /O_
JC—C —CH;~CHC—N—CH-C—-N-CH;C
© H I | I W
CH H 0
| 2
SH

Obrazek 9 Glutathion (Kodicek, 2007)
Bilkoviny je proto mozné povaZovat za pfirodni polyamidy.

Z toho vyplyva, ze zbarveni je dano reakci konc. kyseliny dusi¢né s nékterymi

aminokyselinami, obsazenymi v bilkovinach a peptidech.
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H.N H
Obrazek 10 Alanin (McMurry, 2015) Obrazek 11 Tyrosin (McMurry, 2015)
~
HO 5 O el
H-N H
Obrazek 12 Serin (McMurry, 2015) Obrazek 13 Fenylalanin (McMurry, 2015)

Odpovéd’ na otazku: o které aminokyseliny se jednd, které ¢asti molekuly aminokyselin jsou
za barevné reakce zodpovédné je cilem tohoto experimentu.

Experiment se provadi s pfirodnimi vzorky bilkovin (zdroje - napt. slepi¢i vejce, kufeci
kaze), bilkovinami (albumin aj.), peptidy (glutathion aj.) a aminokyselinami (glycin aj.).
Pokud jde o bilek ze syrového slepi¢iho vejce, je vhodné separovat vajecny albumin, jinou

alternativu pfedstavuje pifimé pouZiti bilku z vafeného vejce.
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Pomiicky a chemikalie:

e kapkovaci desticka (keramicka)
e sklenéna pipetka
e Spachtle
e sklenéna tyCinka
e univerzalni pH papirky
e konc. kyselina dusicnd (65%)
e 5% hydroxid sodny
e veskeré pouzité bilkoviny a aminokyseliny (albumin, cystein, serin,
glutathion, tyrosin, tryptofan, alanin, glutamova kyselina, fenylalanin,
leucin, glycin, valin, histidin)
e dal8i mozné vzorky - klize (vepiova, kufeci), vafené vejce
Instrukce pred zahijenim experimentu:
Na zacatku je zapotiebi zakiim a studentim vysvétlit co je xantoproteinova reakce a které
latky spolu budou reagovat. Jako frontalni pokus je vhodny pro studenty, kteti jiz absolvovali

vyuku tématu - bilkoviny, které je soucasti u€iva organické chemie.

Studentim bude pfedan vzorek bilkoviny (vajecného albuminu) a minimalné tfi rtizné
aminokyseliny, jejichz prostfednictvim budou pozorovat strukturni zmény, v nékterych
ptipadech doprovazené barevnymi zmeénami. Je zapotiebi, aby alespoil jedna aminokyselina

podléhala reakci s konc. kyselinou dusi¢nou, ktera je doprovazena barevnou zménou.
Pii provadéni frontalniho pokusu je zapotiebi pouZivat predepsané ochranné pomtcky a
dodrZzovat zékladni pravidla bezpecné prace v laboratofi, protoze se v radmci experimentu

pracuje s koncentrovanou kyselinou dusi¢nou, kterda muze zpusobit vazné zdravotni

komplikace.
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Pracovni postup:

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Fixem popiste kapkovaci desticku a oznacte misto pro naneseni konkrétniho vzorku.
Spachtli naneste do oznagené jamky malé mnoZstvi aminokyselin, peptidi a
bilkovin (postaci nabrat latku na Spicku Spachtle).

Ke kazdému vzorku ptidejte pipetkou 1 — 2 kapky vody a smés opatrné promichejte
sklenénou ty¢inkou.

Ke kazdému vzorku ptidejte pipetkou 1- 2 kapky konc. kyseliny dusi¢né a smés opé&t
opatrné promichejte.

Smés ponechte stat, po urcité dobé za¢nou nékteré vzorky ménit barvu do zlutého
az svétle hnédého odstinu.

Nasledné ke vzorkiim pipetkou ptidejte po kapkach 5% vodny roztok hydroxidu
sodného.

pH papirkem miZzete kontrolovat zménu prostfedi z kyselého na zasadité, v
nékterych pripadech dochazi k dal§im zménam zbarveni vzorku.

Pokus proved’te téZ s vyuZitim ptirodnich materialii, konc.kyselinu dusi¢nou naneste

napfi. na vzorek kufeci kiize nebo vzorek bilku uvateného slepiciho vejce.

3.5 Metodika hodnoceni experimentu

1))

2)

3)

4)

5)

Z4ci nejprve vyhodnoti, k jakym zménam ve vzorcich doslo oproti piivodnimu stavu,
popiSou zménu barvy ve vztahu k mozné zméné struktury latek u kazdého vzorku.
V ptipadé experimentu s biologickym materidlem, mohou Zéci posoudit zpisobilost
testu pro kvalitativni analyzu riznych typt vzorkd ptirodnich materiali.

Pokud se jedna o testy provedené na kuieci ¢i vepfové kiizi, tyto mohou ukazat na
podstatu zmény zbarveni lidské kiize pfi potiisnéni konc. kyselinou dusi¢nou.
Vysledky vSech testli ukazuji na vyznam této reakce ke vztahu ke kvalitativni analyze
piirodnich latek nebo k problematice bezpecnosti prace v chemické laboratofi.

Na zakladé¢ ziskanych znalosti o podstaté xantoproteinové reakce by méli byt studenti

schopni vypracovat zavér pracovniho listu (Ptiloha €. 1)
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4 Vysledky a diskuse.

Pro zkoumani podstaty xantoproteinoveé reakce, jak bylo pfedeslano jiz diive, byla adekvatné
moznostem navrzena metoda postupné fragmentace molekuly proteinu. V prvni etapé se
jednalo o Stépeni bilkovinné molekuly na jednotlivé aminokyseliny. V druhé fazi pak
nasledovala fragmentace molekul jednotlivych aminokyselin. Dil¢im fragmentim pak byly
piifazeny realn¢ existujici slouceniny. Jednotlivé aminokyseliny a slou¢eniny, odpovidajici
fragmentim byly nasledné podrobeny testu s konc. kyselinou dusi¢nou. Veskeré testy byly
provadény na kapkovaci desticce, na hodinovych sklickach, pfipadn¢ formou
zkumavkovych reakci. Modelovou fadu aminokyselin, peptida a bilkovin tvofily nésledujici

slouceniny:

1) glycin

2) alanin

3) valin

4) leucin

5) glutamova kyselina
6) serin

7) cystein

8) fenylalanin
9) tyrosin

10) histidin
11) tryptofan
12) glutathion
13) albumin

Nejdiive byly provedeny orientaéni zkouSky na kapkovaci desticce ohledné reaktivity
vybranych aminokyselin, véetné optimalizace mnozstvi pouzit¢ aminokyseliny a konc.

kyseliny dusi¢né (obr.14, obr. 15, obr. 16).
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Obrazek 15 Vzorky vodnych roztokit aminokyselin po pridani konc. kyseliny dusicné v poméru 1 : 1 roztok
aminokyseliny : konc. kyselina dusicna

Obrazek 16 Reakce aminokyselin s konc. kyselinou dusicnou v poméru 1 : 2 aminokyselina : konc. kyselina
dusicna

Zvysenim koncentrace kyseliny dusi¢né se zbarveni stalo intenzivn&j§im (obr. 3). Zlutym

zbarvenim se vyznacCovaly vzorky €. 9 (tyrosin), ¢.11(tryptofan) a ¢. 13 (albumin).
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Dal8im cinidlem, které bylo pouzito k testovani vzorkl byl 5% roztok hydroxidu sodného,
jehoz pouziti bylo spojeno s dal§im prohloubenim intenzity zbarveni vzorku, obzvlasté ¢. 9.

(tyrosin) (obr. 4).

Obrazek 17 Vzorky aminokyselin po pridani 5% roztoku hydroxidu sodného

Reakce byly dale testovany na sklenéné kapkovaci desti¢ce a hodinovém sklicku za i¢elem

dalsi optimalizace experimentu

Obrdzek 18 Podklady pro provddéni experimentu - volba zpiisobu realizace pokusu
Pokud jde o jednotlivé postupy, optimalni bylo pouziti bilé keramické kapkovaci desticky,
nasledovala prace se sklenénymi hodinovymi sklicky, jako nejméné vhodnd z hlediska
posouzeni barevného odstinu se ukézala byt sklenénd kapkovaci desticka, coz nazorné
doklada obr. 9 (vzorky €. 9, 10 a 11 - tyrosin, tryptofan a albumin). Pokud ale neni k dispozici
keramické desticka, testy je mozné uskutecnit 1 na vySe popsanych alternativach, je nutné

vSak reakce pozorovat na bilém podkladu, jako vhodny se jevi filtra¢ni papir.
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Obrazek 19 Vysledky jednotlivych alternativ provedeni experimentu

V experimentech se pokrac¢ovalo s mirn¢ upravenym potadim aminokyselin, oproti ptivodni

sestavé neobsahovala modelova fada aminokyselinu cystein.

Jednotlivé pokusy byly ttikrat zopakovany, timto byla potvrzena dobra reprodukovatelnost

experimentu.

Barevné produkty vznikaji za danych podminek u tyrosinu, tryptofanu a albuminu. Zbarveni
albuminu je zptisobeno pfitomnosti tyrosinu a tryptofanu v molekule. U tyrosinu dochazi
k nitraci do polohy ortho- viici hydroxylové skupin€, coz souvisi s reakci konc. kyseliny
dusi¢né s fenolem do polohy ortho- a para- a p-kresolem do polohy ortho- vii¢i hydroxylové

skuping.

Aby se pomoci pokusti podafilo objasnit, se kterou slozkou struktury aminokyseliny kyselina
dusi¢nd reaguje, byly vytvotfeny riizné modelové tady, zalozené na fragmentaci vychozi
molekuly. Tyto modelové fady byly nasledné testovany s koncentrovanou kyselinou
dusi¢nou a byla sledovana reaktivita jednotlivych latek. S koncentrovanou kyselinou
dusi¢nou reagovali slouceniny p-kresol a fenol. Fenol reagoval velmi intenzivné. Zbarveni
produktt nitrace fenolu, které jsou zluté je pon¢kud ovlivnéno pryskyficemi, vznikajicimi
za téchto podminek (hnédé skvrny). Slouceniny p-kresol a fenol obsahuji aromaticky skelet

na ktery je navdzana -OH skupina, kter

4 pozitivné ovliviiuje reaktivitu téchto sloucenin.
7 11w >, 2as
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Obrazek 20 fragmentace molekuly tyrosinu

Obrazek 21 vzorek toluenu Obrazek 22 vzorek toluenu po pridani konc. kyseliny dusicné

Naopak s koncentrovanou kyselinou dusi¢nou za danych podminek nereagovali slouc¢eniny

fenylalanin, alanin, serin a toluen.

Na zavér série pokusti bylo provedeno nékolik experimentl s biologickymi vzorky. Mezi
biologické vzorky byly zarazeny slepi¢i vejce a vepfova kize, kterd souvisi s ptivodni
myslenkou zezloutnuti klize pfi potiisnéni kyselinou dusi¢nou. Se slepi¢im vejcem byly
vyzkouSeny dv¢ varianty tohoto experimentu. Byl oddé€len Zloutek od bilku. K bilku bylo

pridano 200 cm? destilované vody.

Vajec¢ny bilek se sklada z globulinu, ktery je ve vodé nerozpustny a albuminu, ktery je ve
vode¢ rozpustny. Zfedénim bilku destilovanou vodou a michanim doslo k oddéleni vajeéného
albuminu a globulinu v roztoku. Nésledné odd¢€leni téchto dvou slozek je mozné pomoci
filtrace. Na kapkovaci desticce byly naneseny dva vzorky albuminu. Standard, (na kapkovaci
desti¢ce oznaceno AS = Albumin standard) je pramyslové ziskany albumin, ktery ma vyssi
koncentraci. To vede k tomu, Ze zbarveni je vyraznéj$i nez zbarveni nami pfipravené¢ho
vzorku AV (Albumin vzorek). AS byl Spachtli pfenesen do jamek v prvnim sloupecku a do
kazdé jamky byly ptidany 1-2 kapky destilované vody. AV je nami ptipraveny vodny roztok,

proto neni potieba jej dale fedit, staci pouze pipetkou pienést do jamek.
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Obrazek 24 reakce AS a AV s
Obrazek 23 filtrace vajecného bilku koncentrovanou kyselinou dusicnou

Druha varianta experimentu byla provedena s vafenym vejcem. Vejce bylo roziiznuto a na
bilek byla nanesena koncentrovana kyselina dusi¢na a byl pozorovan prubch reakce.
Vajecny bilek reagoval 1 ve formé denaturované varem. Timto pokusem bylo dokazéano, Ze

nezélezi na struktufe bilkovin pro pozitivni prubeh xantoproteinové reakce.

Obrazek 25 reakce vareného bilku s koncentrovanou kyselinou dusicnou
Posledni verze pokusu koncentrované kyseliny dusi¢né s bilkovinami byl proveden na
syrové vepiové kiizi. Na syrovou vepfovou kizi byla pipetkou nanesena koncentrovana
kyselina dusi¢nd a byla sledovana zména zbarveni. Reakce probéhla Gspésné a byla tak

potvrzena ptitomnost molekul tyrosinu nebo tryptofanu ve vepiové kizi.
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Obrazek 26 Veprova kiize po naneseni koncentrované kyseliny dusicné

Pozitivni test s konc. kyselinou dusi¢nou byl zaznamenén také u tryptofanu. Na zakladé
fragmentace bylo tfeba provést testy s koncentrovanou kyselinou dusi¢nou u indolu, skatolu,
glycinu a alaninu. Pokusy s glycinem a alaninem byly negativni. Indol a skatol jako
standardy nebyly k dispozici. Skatol je nepfijemné zapachajici latkou a tedy nepfilis
vhodnou pro zamyslené testy. Z experimentll je patrné, Ze heterocyklicky skelet je tou ¢asti
molekuly, ktera je pfi¢inou vzniku barevného produktu pisobenim konc. kyseliny dusi¢né

v dtsledku nitrace do rtiznych poloh v molekule indolu. (Bregere, 2008, Uriel, 2011)
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Zavér

V ramci bakalafské prace byla aplikovana badatelskd metoda k objasnéni pribéhu reakce
kyseliny dusi¢né s bilkovinami na zdkladé¢ reakce kyseliny dusi¢né s konkrétnimi
aminokyselinami a slouceninami, které byly odvozeny od produkti fragmentace
jednotlivych aminokyselin a poskytuji reakci s konc. kyselinou dusi¢nou barevné produkty.
Bakalatskd prace byla motivovana tvorbou navrhu Skolniho vyukového experimentu,
prostfednictvim kterého je mozné pomoci jednoduchych reakei objasnit chemickou podstatu
testu na pritomnost bilkovin. Diky sledu téchto reakci se podafilo prokazat podstatu
barevnych reakci jako tvorbu produktii nitrace benzenového skeletu v tyrosinu a indolového
skeletu v tryptofanu. V ramci této bakalarské prace byla zpracovana metodika pro pedagogy
stitednich Skol, ktefi maji moznost tento pokus zatadit do vyuky tim spiSe, Ze do mnoha
ucebnic pro stfedni Skoly vSeobecné vzdélavaciho charakteru je xantoproteinova reakce
zatazena. V budoucnu by bylo vhodné tuto problematiku rozsifit o testovani aplikace
badatelské metody na stfednich vSeobecné vzdélavacich skolach. Zavérem lze konstatovat,
ze experiment je mozné ve Skolnich podminkach upravit do rtznych podob v ramci

standardni vyuky, workshopu pro zajemce z fad studenti nebo pedagogt.
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Prilohy

Priloha 1- Ukazka metodického listu

Téma: Xantoproteinova reakce a jeji podstata

Ukol:

Navrhnéte zptisob zkoumani podstaty xantoproteinové reakce na zéklad¢ fragmentace
molekuly proteinu.

Teoreticka ¢ast:

Xantoproteinova reakce je reakce proteinti — bilkovin s konc. kyselinou dusi¢nou. Pfi reakci
vznikd Zluty produkt, ktery po nasledném piidani roztoku hydroxidu sodného pfechazi na
tmaveé zluty. Tato reakce ndlezi v biochemii k jednoduchym zkumavkovym testim na
pritomnost bilkovin v analyzovaném vzorku. Jaka je podstata této reakce, to mize byt
zodpovézeno na zdkladé zkoumani struktury molekuly proteinti. Bilkoviny jsou pftirodni
latky, které ndlezi mezi biopolymery. Bilkovinny fetézec je tvofen riznymi
aminokyselinami, které jsou vzajemné¢ spojeny peptidickou (amidovou) vazbou, jednd se
tedy o ptirodni polyamidy. K objasnéni xantoproteinové reakce je pouzito fragmentace
molekuly proteinu na aminokyseliny a nasledné fragmentace molekuly aminokyseliny a
pfifazeni konkrétnich sloucenin jednotlivym fragmentim.

Zakladem vyzkumu je pak testovani aminokyselin a sloucenin odvozenych od fragmentt
aminokyselin. Je tedy provedena reakce

1) Bilkoviny s konc. kyselinou dusi¢nou

2) Aminokyseliny s konc. kyselinou dusi¢nou

3) Sloucenin odvozenych od fragmentti aminokyselin s konc. kyselinou dusi¢nou

Je nezbytné provést fragmentaci molekuly tyrosinu a pftifadit jednotlivym fragmentim

piislusné slouceniny. Na zavér se provede reakce téchto sloucenin s konc. kyselinou

dusi¢nou
Tyrosin
NH»
NS
HO HO @)

Fragmentace molekuly tyrosinu a pfifazeni slouc¢enin jednotlivym fragmentim



H,N OH

O

NH,
/O/I
HO HO (6]

CH
HO
CH3

-
|
H3c>_/<o ©/

H,N OH
i c
H,N 0
OH
D

Pomiicky a chemikalie:
Porcelanova kapkovaci desticka, koncentrovana kyselina dusi¢nd, 5% roztok hydroxidu
sodného, tyrosin, glycin, alanin, serin, fenylalanin, 4-metylfenol, fenol, toluen, benzen,
peptidy (glutathion) a bilkoviny (albumin), univerzalni pH papirek, Spachtle, sklenéna
pipetka, sklenéna tyc¢inka
Postup:

1) Do jamek kapkovaci desticky pfipravte vodné roztoky albuminu, glutathionu,

tyrosnu, glycinu, alaninu, serinu, fenylalaninu, fenolu a 4-metylfenolu Spachtli

naneste do oznacené jamky malé mnozstvi aminokyselin, peptidi a bilkovin (postaci



mnozstvi na Spicku Spachtle), ke kazdému vzorku pfidejte pipetkou 1 — 2 kapky vody
a smés opatrné promichejte tyCinkou.

2) Do druhé keramické desticky piedlozte n€kolik kapek toluenu a benzenu (test s
toluenem a benzenem se z diivodu bezpecnosti prace provadi za tcasti vyucujiciho)

3) Ke vzorklim postupné ptidavejte 1-2 kapky konc. kyseliny dusi¢né, obsah jamek
promichejte, pozorujte vznik zbarveni.

4) Do jamek sbarevnym produktem piidejte nékolik kapek 5% vodného roztoku
hydroxidu sodného a pozorujte zménu zbarveni (pH papirkem sledujte, zda reakéni
smes je alkalicka).

Zavér:
Vyhodnot'te prubéh dil¢ich testl, provedenych v ramci experimentu a urcete, které ¢asti

molekuly tyrosinu jsou odpovédné za barevny priibéh reakce s konc. kyselinou dusi¢nou.

Sloucenina Vznik barevného produktu
A — tyrosin ANO NE
B — fenylalanin ANO NE
C — alanin ANO NE
D — glycin ANO NE
E — serin ANO NE
F — feol ANO NE
G — 4-metylfenol ANO NE
H — benzen ANO NE
CH — toluen ANO NE
glutathion ANO NE
albumin ANO NE




1)

2)

3)

4)
5)

Pokuste se objasnit chemickou podstatu pozitivniho i negativniho priibéhu testu u
jednotlivych sloucenin.

Urcete, které casti molekuly tyrosinu mohou byt zodpovédné za barevny prabeh
reakce s konc. kyselinou dusi¢nou a své tvrzeni se pokuste zdivodnit.

Jaka je dle vaseho nadzoru pficina zintenzivnéni zlutého zbarveni vzorka po ptidani
roztoku hydroxidu sodného.

Popiste a zdivodnéte vysledky testu s albuminem a glutathionem .

Vysvétlete, pro¢ za definovanych podminek s konc. kyselinou dusi¢nou reaguje

tyrosin a u fenylalaninu barevna reakce neprobiha.



