Laboratorni cvi¢eni — manual pro vyucujiciho

Reakce ovalbuminu

Pred ptichodem zakti do laboratofe je tieba pfipravit tyto chemikalie v odpovidajici koncentraci:

Roztok vaje¢ného bilku, roztok Pb(NOs), 1%, (NH4)2SOs praskovy, NaCl praskovy, ethanol,
HNO350%, roztok NaOH 5%, demineralizovana H,O.

Je vhodné ovérit, Ze se zaci obecn¢ seznamili s tématem, k némuz se prace v laboratoii vztahuje. Lze
pouzit nasledujici otazky:

? Co jsou to bilkoviny a z ¢eho jsou tvoreny?
? Jakou funkci maji bilkoviny v lidském organismu?

Instruktaz k bezpecnosti prace:

! Dusic¢nan olovnaty je latka zdravi Sskodliva, kyselina dusi¢na a hydroxid sodny jsou latky Ziravé.
Je tieba zaky upozornit na bezpe¢nou manipulaci s témito latkami.

! Ethanol je latka hotlava. Je tieba dbat zvySené opatrnosti pii praci s nim v blizkosti ohné nebo
zdrojt tepla.

Pracovni postup s poznamkami K bezpecnosti prace a k vysledkiim reakci:

1. Dodrzujte bezpe¢nost prace, nezapominejte na pouziti ochrannych pomicek (bryle, plast, rukavice).
2. Do stojanu na zkumavky pfipravte 5 zkumavek a oznacte je A — E.

3. Do kazdé zkumavky preved’te pomoci pipety 1 ml roztoku vaje¢ného bilku.

4. Do zkumavky A pridejte 0,5 ml roztoku olovnaté soli. Olovnata sul je jedovata, pracujte s ni podle
pokynti vyucujiciho!

- Dochazi ke vzniku bilé srazeniny.

5. Do zkumavky B ptidavejte po malych dilech praskovy siran amonny. Pokazdé pted dal§im pridanim
pockejte, az se predchozi davka rozpusti. Piidavejte, dokud se nezac¢ne tvofit srazenina.

- Dochazi ke vzniku bilé srazeniny.
6. Do zkumavky C ptidejte malé mnozstvi chloridu sodného, zkumavku uzaviete a protiepte. Nasledné
ji oteviete a po kapkach ptidavejte 2 ml vychlazeného ethanolu.

- Po pfidani ethanolu dochazi ke vzniku bilé srazeniny.

7. Pozadejte vyucujiciho, aby do zkumavky D pfidal 1 ml kyseliny dusi¢né. Uzavfete ji a protiepte.

- Dochézi ke vzniku Zluté srazeniny. Tento pokus se oznacuje jako tzv. Xanthoproteinova reakce.
8. Zkumavku E umistéte do drzaku na zkumavky a pomoci kahanu ji zahtivejte k varu.

- Vlivem zvySené teploty dochazi k zakaleni roztoku a naslednému vzniku srazeniny.

9. Pozorujte zmény v reakcich a zapisujte je do prehledné tabulky.
10.Vsechny vzniklé srazeniny se pokuste rozpustit pfidanim 4 ml demineralizované vody a diikladnym
protfepanim v uzaviené zkumavce.

- Krozpusténi srazeniny dojde pouze v pripad¢€ siranu amonného. Pti srazeni bilkovin pomoci soli,
tzv. vysolovani, nedochéazi k poruseni tercidlni struktury bilkovin, na rozdil od ostatnich pouzitych
reakci. Jedna se tedy o denaturaci vratnou.
11.Umyjte pouzité laboratorni nadobi, uklid’te pracovni stil a piedejte jej vyucujicimu.



Obsah protokolu:

- Je tfeba zdtiraznit pozadavky na obsah protokolu, formu a datum odevzdani protokolu.
- Jméno a pfijmeni, tfida, datum.
- Nazev a cil prace.
- Struény pracovni postup vcetné pozorovanych zmén.
- Piehlednou tabulku pozorovani zmén po reakci a po rozpousténi s vodou.
- Vypracujte tkoly nebo odpovézte na nasledujici otazky:
o Vlastnimi slovy popiste, co je denaturace bilkovin.
o Vlivem kterych faktord probiha vratna denaturace?
o Vlivem kterych faktort probiha denaturace nevratna?
- Denaturace bilkovin je zména jejich struktury zptisobena néjakym faktorem. Takovym faktorem
miize byt teplota, zména pH nebo dalsi fyzikalné-chemickeé jevy.
- Vratna denaturace probiha pisobenim siranu amonného, jelikoz dochazi pouze k solvataci fetézct
bilkovin, ktera je vratna.
- Z provétovanych faktor probiha nevratna denaturace ptisobenim olovnatych iontd, ethanolu a
kyseliny dusi¢né a teploty.
- Zaver.
Likvidace chemikalii:

Roztoky obsahujici olovnaté ionty je tfeba separovat do oznacené odpadni nadoby. Ostatni roztoky lze
likvidovat vylitim do vylevky po dostatecném ziedéni.

Klasifikace pouzitych chemikalii:
Roztok vajeéného bilku — neni klasifikovan jako nebezpecna latka.

Dusi¢nan olovnaty roztok 1%:

- H272 Miize zesilit pozar; oxidant. ,
- H360Df Miize poskodit plod v téle matky. Podezieni na
poskozeni reprodukéni schopnosti. o

- H332 Zdravi skodlivy pii vdechovani.

- H302 Zdravi skodlivy pii poziti.

- H373 Muze zpusobit poskozeni organii pii prodlouzené
nebo opakované expozici.

- H410 Vysoce toxicky pro vodni organismy, s dlouhodobymi

ucinky

- P201 Pted pouzitim si obstarejte specialni instrukce.

- P220 Uchovavejte/skladujte oddélené od hotlavych materiali.
P273 Zabraite uvolnéni do zivotniho prostiedi.

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy stit.
- P308+P313 Pii expozici nebo podezieni na ni: Vyhledejte 1ékarskou pomoc/osetieni.

Chlorid sodny praskovy — neni klasifikovan jako nebezpecna latka.
Siran amonny praskovy:
- H319 Zpusobuje vazné podrazdéni oci.
- H335 Muze zphsobit podrazdéni dychacich cest.
- H315 Drazdi k. |



- P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy §tit.
- P305+P351+P338 Pii zasaZeni oci: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny, a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

Ethanol:
Kyselina dusi¢né 50%:

- H290 Muze byt korozivni pro kovy.
H314 Zpiasobuje tézké poleptani kiize a poskozeni oci.

P261 Zamezte vdechovani par/aerosold.
P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy §tit.

P305+P351+P338 Pii zasazeni oci: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny, a pokud je 1ze vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.
- P301+P330+P331 Pii poziti: Vyplachnéte sta. Nevyvolavejte zvraceni.

Hydroxid sodny roztok 5%:

- H314 Zptsobuje te€zké poleptani klize a poSkozeni oci.

- H290 Muze byt korozivni pro kovy.

- P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné
bryle/oblicejovy §tit.

- P310 Okamzite volejte toxikologické informacni stfedisko nebo 1ékare.

- P305 + P351 + P338 Pii zasazeni oci: Nékolik minut opatrn€ vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny, a pokud je 1ze vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

Demineralizovana voda — neni klasifikovana jako nebezpecna latka.
Navrh prace pro zadky, kteri budou drive hotovi:

- Lze zatadit dalsi pokusy se sloucCeninami, které zpusobuji denaturaci bilkovin, napft. siran
meéd’naty. Rovnéz lze bilkovy roztok mechanicky namahat, Slehat, v tomto piipadé rovnéz dochazi
k denaturaci.

- V bilkovinach lze rovnéz dokazat peptidovou vazbu tzv. biuretovou reakci (bilek + roztok siranu
meéd’natého + roztok hydroxidu sodného).



