3. Chemické experimenty k téme Bielkoviny

3.1 Bielkoviny vo vajci

Experiment 1: Koloidny charakter ¢astic
Pomocky a chemikalie

Kadicky (priehl'adné pohare z tenkého skla), lampa, kartonova clona, sachar6za, voda,

roztok vajecného bielka.
Postup prace

Do prvej kadicky nalejeme roztok sacharozy (asi 3 lyzicky cukru na 100 cm® vody)
a do druhej kadicky roztok pripraveny z vaje¢ného bielka. Pred zapnuti lampu postavime
kartonovu clonu s malym otvorom a prechadzajuci lu¢ svetla nechame dopadat’ postupne na

obidve kadicky (Obr.11)
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Obr. 11 Schéma experimentu ¢&. 1
Pozorovanie a vysvetlenie

Roztok sachardzy v prvej kadiCke je priezratny, svetlo nim prechddza bez zmeny.
Roztok bielka v druhej kadicke CiastoCne zabranuje priechodu svetla. Roztok sa javi ako
priesvitny, ale nie priezra¢ny. Velkost’ molektl sachardzy (repného cukru) v roztoku v prvej
kadi¢ke je nepatrna v porovnani s vlnovou dizkou viditeIného Ziarenia (10°- 107 m). Preto sa

v roztoku cukru viditel'né svetlo neodraza, ani nelame.

Naopak velkost’ Gastic v roztoku vajeéného bielka je porovnatelna s vinovou dizkou svetla a
preto sa Ziarenie v danom roztoku ¢iastocne odraZa a ¢iastocne aj lame. Pre velku relativnu
molekulovi hmotnost’ (koliSe od 10 000 aZ do niekol’ko miliénov) tvoria bielkoviny koloidné

roztoky [1].



Experiment 2 : Stiepenie disulfidickych vizieb pésobenim vysokej teploty
Pomécky a chemikalie
Vari¢, hrnéek, n6z, 2 vajcia, voda.
Postup prace

Na vari¢i uvarime beznym spoésobom dve vajcia na tvrdo (priblizne 10 minat). Jedno
vajce potom prudko ochladime v studenej vode a druhé nechame volne vychladnut' na

vzduchu. Pozorujte, ¢im sa vajcia lisia.
Pozorovanie a vysvetlenie

Z vajca, ktoré sme schladili vo vode, sa Skrupina lupe ovela 'ahSie ako z vajca, ktoré
chladlo pozvol'na na vzduchu. Po rozrezani pomaly chladniceho vajca objavime na povrchu

7itka zelenkavy povlak, ktory sa u rychlo schladeného vajca nenachadza.

Nielen vajeény bielok, ale aj Zitok obsahuje bielkoviny (15 — 17 %). Okrem nich sa v Zitku
nachadzaju hlavne tuky (28 — 36 %) a voda (47 — 50 %). Zakladnou véazbou, ktorou su
bielkoviny vytvorené z aminokyselin, je peptidicka vizba (CO-NH). Okrem tejto vizby sa
medzi retazcami v bielkovindch nachddzaju aj iné typy védzieb. Su to najmé disulfidické
vézby, ktorymi st pospajané rozne Casti jedného alebo viacerych peptidickych ret'azcov. Tieto
prieCne vizby sa moézu posobenim vysokych teplot rozpadat’ a preto sa pri vareni vo VvajcCi
tvori sulfan (HoS). U prudko schladeného vajca sa plyn nahromadi az pod Skrupinou, kde
plynova vrstvicka ul'ah¢uje lupanie Skrupiny. V pozvolna chladniicom vajci sa idny siry viazu
s ionmi Zeleza, ktoré su obsiahnuté vo vaje¢nom Zitku a tvori sa tmava vrstva Zeleznatej soli.

ZneSkodnenie splodin

ZvySenu opatrnost’ venujeme manipulacii s horacimi predmetmi. Sulfan sa tvori iba

v nepatrnom mnozstve, ktoré nie je zdraviu skodlivé [1].

Experiment 3: Dékaz bielkovin vo vajeénom bielku
Pomocky a chemikalie

Kadicka, lyzicka, skimavky, drziak na skimavky, kahan, stojan na skimavky, vajce,
voda, vodny roztok modrej skalice (CuSO; . 5 H,0) (w = 30 %), etanol (CH3CH,OH)
(w =96 %).



Postup prace

Z vajca oddelime vajeény bielok a rozpustime ho v kadicke v 100 cm® vody. Do troch
skamaviek nalejeme asi po 5 cm® roztoku vaje¢ného bielka. Do prvej skamavky asi do jednej
Stvrtiny priddme malé mnozstvo roztoku modrej skalice, do druhej skiimavky prilejeme
rovnaké mnozstvo etanolu a obsah tretej skimavky jemne zahrievame nad kahanom.

Pozorujeme zmeny v skumavkéach.
Pozorovanie a vysvetlenie

V roztoku vaje¢ného bielka v prvej skimavke sa pésobenim modrej skalice vytvorila
bledomodra zrazenina. Roztok v druhej skimavke sa po pridani etanolu zakalil a rovnako sa

zakalil aj obsah tretej skimavky, ktort sme zahrievali.

Bielkoviny obsiahnuté vo vaje¢nom bielku (obsahuje az 12 % bielkovin, pricom 70 % z nich
tvori vajcovy albumin) reaguju citlivo na soli tazkych kovov, etanol aj na zvySenu teplotu.
Organickymi rozptstadlami (napr. etanol) a niektorymi solami (napr. CuSO,) sa bielkoviny
vratne zrazaju. V pripade pdsobenia vysokej teploty nastava u bielkovin denaturacia, pri
ktorej sa narisa tercidlna Struktira, aktivne miesta stracaju svoje Specifické priestorové
usporiadanie a teda sa zniZuje alebo straca biologickéd aktivita bielkoviny. Denaturicia je
nevratnd reakcia. Pdsobenim tazkych kovov, vysokych teplot sa teda naruSa Struktira

bielkovin, pricom tieto uz neplnia svoju funkciu v organizme [1].

3.2 Bielkoviny v mlieku

Experiment 4 : Izolacia bielkovin z mlieka
Pomocky a chemikalie
Kadicky (flasticky od detskej vyzivy), skimavka, lievik, filtraény papier (filter na kavu),
lyzi¢ka, drziak na skamavky, kahan, mlieko, roztok kyseliny octovej (CH3COOH) (w = 8 %)
— 0ocot.
Postup prace

Asi 50 cm® mlieka rozriedime v kadicke s rovnakym

mnozstvom vody a prikvapneme k nemu niekolko kvapiek I

roztoku kyseliny octovej (octu). PremieSame a vzniknutu

zrazeniu odfiltrujeme. Filtratu zahrejeme nad kahanom a

pozorujeme zmeny, ktoré v fiom prebiehaju. Lt




Pozorovanie a vysvetlenie

Prikvapnutim kyseliny octovej sa v mlieku tvori biela zrazenina. Po jej odfiltrovani
mozeme pozorovat, ze sa lepi na papier. Vo filtrate sa pri zahriati tvori opat’ biela zrazenina
(roztok sa zakali). Kravské mlicko obsahuje 3,3 % bielkovin. Okrem bielkovin sa v mlieku
nachadza aj mliecny cukor a mlie¢ne tuky. Z jednotlivych bielkovin sa v mlieku vyskytuje
najmi kazein a albumin. Bielkovina kazein sa v Cerstvom mlieku nachadza viazana s ionmi
Ca®". Pridanim kyseliny octovej klesne pH na hodnotu, ktord je oznacovana ako izoelektricky
bod kazeinu (pl = 4,6) a vyzraza sa biela zrazenina — vol'ny kazein, ktory je takmer uplne bez
vapnika. Po jeho odfiltrovani ostava vo filtrate d’alSia mlie¢na bielkovina — mlie¢ny albumin.

Tento je rozpustny vo vode, denaturuje a vyzrdza sa pri teplote 65 °C.
ZneSkodnenie splodin

Produkty pokusu nie su zdraviu Skodlivé. Sklo mézeme umyt vodou priamo do

vylevky. ZvySent pozornost’ venujeme zahrievaniu skimavky s filtratom nad kahanom [1].

Experiment 5 : Posun rovnovahy pri zrazani bielkovin

Pomocky a chemikalie
Kadicka, lyzicka, mlieko, hydrogénuhlic¢itan sodny (NaHCO3) — soda bikarbona, roztok

kyseliny octovej (CH3COOH) — ocot (w = 8 %).
Postup prace

Do kadic¢ky s priblizne 50 cm® mlieka nasypeme asi 2 lyZicky hydrogénuhli¢itanu
sodného (sody bikarbony). Dobre premiesame a potom prikvapneme roztok kyseliny octovej
(ocot). Pozorujeme zmeny.
Pozorovanie a vysvetlenie

Ked’ je vmlieku rozpusteny hydrogénuhli¢itan sodny, bielkoviny v mlieku sa po
pridani roztoku kyseliny octovej nevyzraZzaju. Roztok v kadi¢ke burlivo peni, ale zrazenina

nevznikd. Kyselina octova (ocot), ktora prikvapkdvame do roztoku, reaguje

S hydrogénuhli¢itanom sodnym, obsiahnutym v sdde bikarbone. Preto sa kazein nezraza.

NaHCO; + CH3;COOH —> CH3;COONa + CO, + H;O
hydrogénuhlicitan kyselina octan oxid voda
sodny octova sodny uhlicity

Pri reakcii vznika oxid uhlicity, ktory spdsobuje burlivé penenie [1].



Experiment 6 : D6kaz dusika v bielkovinach
Pomocky a chemikalie

Skumavka, vzorka bielkoviny (kazein, susené odtuc¢nené mlieko, suseny bielok),
koncentrovana kyselina sirova H,SQO4, roztok hydroxidu sodného NaOH (w = 20%) ,
indikatorovy papierik (univerzalny, Cerveny lakmus).

Postup prace

Do skiimavky s malym mnozstvom bielkoviny pridime niekol’ko kvapiek koncentrovanej
kyseliny sirovej a opatrne zahrievame 1 — 2 minuty. Po ochladeni pridame postupne priblizne
2 cm?® roztoku hydroxidu sodného (vysledna reakcia musi byt zdsaditd). Skimavku zahrejeme
a na jej vrchu podrzime indikatorovy papierik.

Pozorovanie a vysvetlenie

Utinkom koncentrovanej kyseliny sirovej sa ¢ast dusika viazaného v bielkovinach
uvolfiuje v podobe amoniaku. Ten je len malo rozpustny v zdsaditych roztokoch a preto
unika ako plyn, ktory mézeme dokézat’ podl'a hodnoty pH indikatorovym papierikom.
Zneskodnenie splodin

Sklo vymyjeme vodou do vylevky, je potrebné dodrzat pravidla bezpeénej prace

s koncentrovanou kyselinou sirovou [1].

Experiment 7 : Kazein v mlieku
Pomocky a chemikalie

Centrifuga, centrifugacné skimavky, drevené S$pajdle, mlieko, kyselina

chlorovodikova HCI (w = 10%), etanol, éter.
Postup prace

50 cm® mlieka centrifugujeme pri 3 000 otadkach za minitu, priblizne 10 minut. Na
povrchu sa nam vyluc¢i tuk a ten opatrne odoberieme pomocou drevenej Spajdle. Mlieko
vylejeme do 100 cm® kadi¢ky a za staleho mieSania pridivame opatrne 1 cm® kyseliny
chlorovodikovej (w = 10%) pokial’ sa nevytvori vloCkovitd zrazenina (ak pouzijeme HCI
nadbytok, zrazenina sa za¢ne znova rozpustat'!). Zrazeninu opat’ prelejeme do centrifugacne;j
skumavky a centrifugujeme pri rovnakych otd¢kach. Vrchnll €ast’ (supernatant) zo skimavky
vylejeme a spodnt Cast’ (sediment) — nasu zrazeninu premyjeme destilovanou vodou a znovu
centrifugujeme za rovnakych podmienok. Vodu zlejeme a vzniknuty kazein rozmieSame

s etanolom (w = 96%). Znova centrifugujeme. Po centrifugacii zlejeme etanol, zrazeninu



premyjeme €terom (uz necentrifugujeme) a kazein nechame volne schnut na filtranom
papieri
Pozorovanie a vysvetlenie

Kazein je hlavnd bielkovinovd zlozka mlieka. Patri medzi vyznamnu Zzivoc¢isnu
bielkovinu, najviac je obsiahnuty v tvarohu, chrani pe¢enové bunky. Nachadza sa v fiom vo
forme vapenato-draselnej soli. Okyslenim minerdlnou kyselinou sa kazein meni na volnu

kyselinu. Kazein sa zraza pri pH priblizne 4,7 [1].

Experiment 8 : Dékaz pritomnosti aminokyselin obsahujucich siru v mlieku
Pomocky a chemikalie

Skumavka, pipeta, kahan, drziak na skimavky, roztok octanu olovnatého Pb(CH3COOQ),
(w =10%), roztok hydroxidu sodného NaOH (w = 10%).
Postup prace

K 1 cm® roztoku octanu olovnatého pomaly priddme roztok hydroxidu sodného, kym sa
nerozpusti zrazenina vznikajuceho hydroxidu olovnatého. Pridame 5 - 6 kvapiek mlieka
a roztok v skimavke zahrejeme. Pozorujeme ¢o sa deje v skimavke.
Pozorovanie a vysvetlenie

V skimavke moZeme pozorovat cierno-hnedé zafarbenie roztoku. Sira obsiahnuta
v mlie¢nych aminokyselinach sa vel'mi 'ahko uvolfiuje pésobenim NaOH vo forme sulfanu,
ktory vytvara s octanom olovnatym ¢iernu zrazeninu sulfidu olovnatého PbS [1].

Pb(CH;CO0O), + H,S — PbS + 2CH3;COOH
octan sulfan sulfid kyselina
olovnaty olovnaty octova

3.3 Bielkoviny v strukovinach

Experiment 9 : Dékaz pritomnosti bielkovin v semenach hrachu
Pomocky a chemikalie

Suché semena hrachu, trecia miska, kadicka, skiimavky, stojan na skumavky,
kvapkadlo, lievik, filtratny papier, roztok hydroxidu draselného KOH (w = 2 %), kyselina
octova (CH3COOH), etanol (CH3CH2OH), destilovana voda.



Postup prace

Suché semena hrachu dokladne rozotrieme v trecej miske a mucku nasypeme do
kadi¢ky. Hrachova mucku zalejeme 50 cm® vody a 5 cm® 2% roztoku KOH. O hodinu
prefiltrujeme. Do prvej skimavky s 5 cm?® filtratu opatrne prikvapkavajte kyselinu octovi, do
druhej skiimavky s 5 cm® filtratu prilejte malé mnoZstvo etanolu.

Pozorovanie a vysvetlenie

V slabo alkalickom roztoku sa bielkoviny rozpustaji. Ked neutralizujeme filtrat
zriedenou kyselinou octovou, bielkoviny sa zrazaju. Ked' vo filtrate bude vicSie mnozstvo
kyseliny, bielkoviny sa opét rozpustia. Na rozdiel od koagulacie varom (koaguléciou sa
menia vlastnosti bielkovin - denaturuju - ide o ireverzibilny dej) je v tomto pripade zrazanie
bielkovin dej reverzibilny. Ked' do filtratu priddme etanol, vznikne nerozpustnd zrazenina

(ireverzibilny dej) [1].

Experiment 10 : Izolacia globulinu z hrachu
Pomécky a chemikalie

Miska, sklend tycinka, skimavka, Spachtl’a, filtrany papier, nalevka,, fyziologicky
roztok — vodny roztok NaCl ( w = 0,9 %), chlorid sodny (NaCl).
Postup prace

LyZicku jemne mletej miky z hrachu zmieSame s 5 cm?® fyziologického roztoku na
riedku kaSu. Prefiltrujeme cez filtratny papier. K 5 filtratu priddme destilovani vodu
a pozorujeme zrazanie globulinu. K suspenzii zrazeniny priddme sa Spicku Spachtle pevny

NaCl, globulin sa opét’ rozpusti.
Pozorovanie a vysvetlenie

Pri pokuse moézeme pozorovat zrdzanie arozpuStanie globulinu. Bielkoviny,
oznacované ako globuliny, st rozpustné v zriedenych soliach, ale nerozpustné vo vode. To je
mozné vyuzivat pri izolacii.
Zneskodnenie splodin

Pri tomto pokuse nevznikaju zdraviu Skodlivé splodiny, sklo vymyjeme vodou do

vylevky [1].



Experiment 11 : Dékaz bielkovin v s6jovom mlieku
Pomécky a chemikalie

Skumavka, pipeta, koncentrovana kyselina dusi¢na (HNO3), hydroxid sodny (NaOH)
(W =20%), s6jové mlieko.
Postup prace

K 2 — 3 cm?® roztoku bielkoviny pridame 1 cm® koncentrovanej HNOs. Pozorujeme

vznik zItého sfarbenia.
Pozorovanie a vysvetlenie

Posobenim chemikalii na bielkoviny dochadza ku zraZzaniu — denaturacii bielkovin. Po

pridani kyseliny dusi¢nej k roztoku bielkoviny dochadza k vytvoreniu Zltej zrazeniny.
Zneskodnenie splodin

Pri pokuse nevznikaju Skodlivé latky, sklo vymyjeme vodou do vylevky [1].

3.4 Bielkoviny v zemiakoch a muke

Experiment 12 : Farebné reakcie bielkovin
Princip

Makromolekulu bielkovin tvori retazec aminokyselin. Farebné reakcie sposobuju
radikély, ktoré sa na peptidovych vidzbach nezicCastiiuju, preto tieto reakcie nie su prisne
Specifické. Vynimku tvori biuretova reakcia, ktord je naopak pre peptidové vizby

charakteristicka.
Priprava extraktu bielkovin zo zemiakovej hPuzy

Olupany surovy zemiak postrihajte a v roztieratke roztierajte niekolko minut.
KaSoviti masu vlozime do handricky a vytlatime z nej kalni $tavu. Prefiltrujeme ju cez
skladany filter.
Priprava roztoku bielka

Vajcovy bielok dobre rozmiesajme so 150 cm® vody a prefiltrujeme cez sklent gazu.
Pri vSetkych nasledujucich pokusoch so zemiakovou Stavou uskuto¢nime kontrolny pokus s

roztokom bielka.

a) Biuretova reakcia

Pomocky a chemikalie



Skuimavka s extraktom bielkoviny, sklenena ty¢inka, roztok CuSO4 (W = 1 %), roztok
KOH. (w =20 %).
Postup prace

Do 1 cm® extraktu v skamavke pridame 1 cm® roztoku KOH a opatrne po kvapkach
pridavame roztok CuSQOsg.
Pozorovanie a vysvetlenie

Obsah sktimavky sa sfarbil na modrofialovo - ¢o je dokazom pritomnosti bielkovin.
Nazov "biuretova reakcia" je odvodeny od biuretu, ktory vznikd zohrievanim mocoviny,
pricom sa uvolfiuje amoniak. Vznikajici biuret ma tiez peptidovi vézbu, preto aj pri
bielkovinach, hoci biuret neobsahuju, je rekcia pozitivna.

b) Xantoproteinova reakcia

Pomocky a chemikalie

Skumavka s extraktom bielkoviny, sklenena ty¢inka, koncentrovana kyselina dusi¢na
HNOj3, vodny roztok amoniaku.
Postup prace

Do 2 cm® extraktu pridame 1 cm® kyseliny dusi¢nej HNOs. Roztok zahrejeme. Obsah
skimavky sa sfarbi na zlto, pripadne vznikne zIta zrazenina. Skiimavku ochladte a roztok
zneutralizujeme amoniakom.
Pozorovanie a vysvetlenie

Z1td farba sa zmeni na oranzoviu. V molekule bielkovin si viazané aromatické

aminokyseliny (tyrozin, tryptofan, fenylalanin) s benzénovym jadrom. Jadro sa kyselinou

dusi¢nou HNOg3 nitruje za vzniku na zlto sfarbenych zlucenin (xanthos — ZIty).

c) Raspailova reakcia

Pomocky a chemikalie

Sktimavka s extraktom bielkoviny, 2 sklenené ty€inky, koncentrovana kyselina sirova

H2S0,4, koncentrovany roztok sacharozy.
Postup prace

Do skiimavky s extraktom priddme niekol’ko kvapiek koncentrovaného roztoku

sachardzy a rovnaké mnozstvo kyseliny sirovej HoSOg.

Pozorovanie a vysvetlenie



Skumany extrakt sa sfarbi na erveno (prip. az na purpurovo). Je to preukazana, aj ked’

nie celkom $pecificka reakcia na bielkoviny.
Zneskodnenie splodin

Produkty vznikajuce pri uvedenych pokusoch moézeme vymyvat priamo do vylevky

vodou [1].

Experiment 13 : Bielkoviny v muke
Pomocky a chemikalie

Kadicka (Sirsia sklenena miska), husté platno, papier, muka, voda.
Postup prace

Na husté platno nasypeme asi 5 lyzi¢iek muky a zabalime ju. Bali¢ek preplachujeme
vodou dovtedy, kym vznikd mlie¢nobiely roztok. Pozorujeme, ¢o ostane na platne.
Pozorovanie a vysvetlenie

Na platne ostava zltkasta hmota, ktora lepi papier. V psSeni¢nej muke je asi 10 — 15 %
bielkovin. Medzi najdolezitejSie bielkoviny pSenice patri gliadin a glutenin, ktoré tvoria tzv.
lepok, t.j. napucantl, pruznu a tazni hmotu, ktoré sa ziska vypieranim muky slabym pradom
vody. Lepok je zloZeny z tychto zloziek: gliadinu (43 %), gluteninu (39 %), z inych bielkovin
(4 %), tuku (3 %), cukrov (2 %) a Skrobu ( 6%) [1].
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