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
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Fragmentace molekuly tyrosinu a pfifazeni slouc¢enin jednotlivym fragmentim
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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
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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.



