Praktické cvienia z biochémie

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

TEMA BIELKOVINY
Uloha I: Reakcie na dokaz aminokyselin a bielkovin

1. Ninhydrinova reakcia
Princip: Reakcia, ktora sluzi na dokaz —NH> (amino) skupin aminokyselin, peptidov a

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

intenzivne sfarbend tzv. Ruhemanova violet’:
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* Sedou farbou su zvyraznené tie atomy a molekuly, ktoré pochddzaju z povod-
nej aminokyseliny.
Prehlad farebnych produktov v zavislosti od pouzitej aminokyseliny a bielko-
viny je zndazorneny na obrazku 1.6.
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Obrazok 1.6 Ninhydrinova reakcia (nespecificka reakcia
na aminokyseliny, peptidy a bielkoviny)

2. Biuretova reakcia

Princip:

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

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

[l [l WH

—C—NH—  —C—NH, —C—NH,  —CH—CHyNH, —CH,—NH,
OH

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

Obrazok 1.7 Biuretova reakcia

3. Precipitacné reakcie bielkovin

Princip:

Bielkoviny mozu precipitovat’ (zrdzat sa) ucinkom tepla, alkoholu, anorga-
nickych kyselin alebo soli *azkych kovov. Pri tomto procese prechadzaju z tzv.
nativneho stavu (funkcna forma bielkoviny s charakteristickou sekundarnou a
terciarnou Strukturou) do denaturovaného stavu, kedy dochadza k poruseniu
nekovalentnych interakcii, ktoré stabilizuju sekunddrnu a terciarnu Strukturu
bielkoviny. V mnohych pripadoch takéto denaturované bielkoviny v dosledku
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Zmeny rozpustnosti precipituju.

4. Xanthoproteinova reakcia

Princip:

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

ROOH + HNO, — RQOH + H,0

Obrazok 1.8 Xanthoproteinova reakcia

5. Ehrlichova reakcia

Princip:

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

vzniku cerveného diazofarbiva:
N:NOsosH
R@—OH + 2NENOSO§ — R OH
N:NO—soaH

Obrazok 1.9 Ehrlichova reakcia

6. S—Pb reakcia

Princip:

Cys a bielkoviny obsahujuce Cys uvoliuju posobenim hydroxidov za tepla
sirovodik, ktory mozno dokazat' reakciou s octanom olovnatym, pricom vznika
Cierna zrazenina sulfidu olovnatého:

H,S + Pb(CH,CO0), — PbS + 2 CH,COOH

Obrazok 1.10 S—Pb reakcia
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7. Sakaguchiho reakcia

Princip:

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

duktu:
OH (0]

_NH, NaBrO
H \NH OH
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C|)—NH2
NHR

: L ,-:', Q ,,__.,_

Obrazok 1.1 Skaguchiho reakcia

Reagencie:

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

2.1 % roztok I'udského albuminu

3.1 % roztok zelatiny (tepelne upravena forma kolagénu)

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

5. biuretové €inidlo (9 g vinanu sodnodraselného rozpustime v 40 ml 0,2 M
roztoku hydroxidu sodného, pridame 1 g CuSOy4 a 1 g KI. Roztok doplnime
roztokom hydroxidu sodného na objem 200 ml.)

6. koncentrovana kyselina dusi¢na

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

8.0,5 % roztok dusitanu sodného

9.10 % roztok hydroxidu sodného

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

Material:

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

Postup:

Kazda z 6smich oc¢islovanych skimaviek v stojane obsahuje zdsobny roztok
jednej z nasledujucich latok: Arg, Cys, Pro, Trp, Tyr, albumin, Zelatina a
destilovana voda.

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

Do dalsich 6smich skumaviek znova napipetujeme po 1 ml zo zasobnych
roztokov skiimanych latok. Do kazdej z nich pridame 1 ml biuretového €inidla,
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premieSame a zaznamename zafarbenia roztokov. Biuretovou reakciou odli-
Sime roztok albuminu a Zelatiny od roztokov aminokyselin.

Na jednoznacné odliSenie albuminu (bielkovina s nativnou Strukturou) od
zelatiny (hydrolyzovana bielkovina kolagén) vyuZzijeme test na precipitaciu
bielkoviny uc¢inkom vysokej teploty. Do dvoch skumaviek napipetujeme po
I ml zo zé&sobnych roztokov, ktoré boli pozitivne na biuretovll reakciu
a ponorime na 5 — 10 min do horticeho vodného kupela. V roztoku s albumi-
nom pozorujeme bielu zrazeninu. Roztok Zelatiny zostava ¢iry.

Do dalsich piatich skiimaviek napipetujeme po 2 ml z roztokov, ktoré zatial’
neboli priradené. Do kazdého znich priddme 0,5 ml koncentrovanej HNOs3,
zamieSame a zaznamename farebné zmeny. V pripade, Zze nedochadza k ziadne;j
farebnej zmene, ponorime skimavky na 2 — 4 min do vodného kupela. Pozitiv-
nu xanthoproteinovi reakciu davaju aminokyseliny Tyr a Trp.

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

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

Na rozliSenie Arg od Pro vyuZijeme Sakaguchiho reakciu. Do dvech sku-
maviek odpipetujeme po 2 ml z poslednych dvoch neuréenych zdsobnych roz-
tokov a priddme k nim po 0,5 ml 10 % NaOH, 4 — 6 kvapiek a-naftolu a2 —4
kvapky bromovej vody. Roztok s Arg sa sfarbi na ruzovo.

Pozorova- , . L . e .
niez° Zaznamename zafarbenia roztokov v zavislosti od pouzitej reakcie.
Zaver: Ku kazdej ocislovanej skimavke s prisluSnym roztokom priradime ami-

nokyselinu, resp. bielkovinu.
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