Teorie k tloze 1 a Uloze 5

Uloha 1 - Barevné reakce aminokyselin a bilkovin

Pro aminokyseliny je charakteristickd soucasna ptitomnost karboxylové skupiny —COOH a
aminoskupiny —NH,. N¢&které aminokyseliny v postrannim fetézci obsahuji dalsi funk¢ni
skupiny jako napt. —SH, —OH, guanidinovou skupinu nebo aromatické jadro. Pfitomnost téchto
struktur podmiiiuje rizné barevné reakce, které lze pouzit k orientanimu stanoveni
aminokyselin. Pro volnou a-amino-skupinu vSech aminokyselin je spole¢na ninhydrinova
reakce. Aromatické jadro ve struktuie tyrosinu, fenylalaninu nebo tryptofanu poskytuje
xantoproteinovou reakci. Fenolova (tyrosin) a imidazolova (histidin) skupina mohou reagovat
s diazoniovymi solemi. Sulfhydrylovou (-SH) skupinu cysteinu lze prokazat reakci s Pb?*
ionty.

Aminokyseliny se spojuji peptidovou vazbou a vytvareji peptidy a bilkoviny. Prikaz peptidové
vazby biuretovou reakei s Cu?* ionty se vyuziva pro stanoveni koncentrace celkové bilkoviny
V séru.

Funkéni skupiny v postrannich fetézcich aminokyselin v polypeptidovém fetézci reaguji
obdobné¢ jako volné aminokyseliny. Reakce specifické pouze pro urcité aminokyseliny lze tedy
vyuzit 1 k orientacnimu zjiSténi, zda urcity peptid nebo protein danou specifickou
aminokyselinu obsahuje ¢1 nikoliv. V naSem praktickém cvi¢eni budeme takto srovnavat
reaktivitu dvou bilkovin: vaje¢ného albuminu a Zelatiny. Vaje¢ny albumin je piikladem
plnohodnotné bilkoviny, obsahujici vSechny aminokyseliny. Zelatina je produkt denaturace
a ¢astetné hydrolyzy kolagenu, z aminokyselin pfevazuje glycin, prolin, hydroxyprolin
a kyselina glutamové, zatimco obsah aromatickych aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu

je nizky, a tryptofan stejné jako cystein prakticky chybi.

Ninhydrinova reakce

S ninhydrinem reaguje amoniak a primarni alifatické aminy, tedy i vSechny aminokyseliny,
které obsahuji volnou aminoskupinu. V zavislosti na testované aminokyselin€ vznika pfi reakci
S ninhydrinem modrofialovy aZz hnédy produkt. Ninhydrinovou reakci poskytuji

i iminokyseliny — prolin a hydroxyprolin, vznikly produkt ma vsak zluté zbarveni. V peptidech



a proteinech jsou aminoskupiny vazany v peptidové vazb¢é, ale mohou reagovat
¢- aminoskupiny lysinu nebo koncové  —NH> skupiny.

Ninhydrinova reakce se Casto vyuziva pfi stanoveni aminokyselin. V 1ékafstvi nasla uplatnéni
pfi vySetfovani poruch jejich metabolismu, jako je napf. fenylketonurie. Analyza profilu
aminokyselin v krvi se provadi ionexovou chromatografii s naslednou detekci jednotlivych

aminokyselin reakci s ninhydrinem.

Princip reakce ninhydrinu s a-aminokyselinami:

Reakce ninhydrinu s aminokyselinami. V prvni fazi je hydroxyskupina ninhydrinu nahrazena aminoskupinou aminokyseliny,
vznika meziprodukt typu Schiffovy baze. Nasleduje dekarboxylace pfipojené aminokyseliny a uvolnéni aldehydu. Poté vznikly
meziprodukt charakteru nestalého aminu reaguje s dal$i molekulou ninhydrinu za vzniku barevného produktu, oznacovaného
jako Ruhemanova violet, kde je z pivodni aminokyseliny obsazen pouze atom dusiku v centralni ¢asti molekuly, zbyla ¢ast
molekuly se oditépila ve formé oxidu uhli¢itého a aldehydu. Zluté zbarveny produkt vznikajici reakci s iminokyselinami mé
odlisnou strukturu.

Reakce ninhydrinu s a-aminokyselinou
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Xanthoproteinova reakce

Pro aromatické jadro je typickd nitrace koncentrovanou kyselinou dusi¢nou. Vzniklé
nitroderivaty se vyznacuji intenzivné zlutym zbarvenim (fecky xanthos = Zluty). Podobnou
reakci poskytuji i aminokyseliny, které obsahujici aromatické jadro — tyrosin, tryptofan
a fenylalanin (slab&). Rovnéz vétSina bilkovin v zavislosti na obsahu aromatickych
aminokyselin reaguje s koncentrovanou kyselinou dusi¢nou pozitivné. Po piidani
koncentrované kyseliny dusi¢né k roztoku bilkoviny se vylou¢i bila srazenina denaturovaného

proteinu, kterd po povaireni zeZloutne.
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Zluté zbarveni ktze, které se vyvine po potfisnéni kyselinou dusi¢nou, je vysledkem

xanthoproteinové reakce s aromatickymi aminokyselinami bilkovin obsazenymi v epidermis.

Reakce na cystein — prukaz siry v molekulach bilkovin

Cystein, stejné tak 1 bilkoviny obsahujici tuto aminokyselinu ve vétSim mnozstvi, uvoliuji
v siln€¢ zasaditém prostfedi sulfan, ktery mlZeme nésledné prokazat reakci s octanem

olovnatym. Vytvafi se cernohnéda sraZenina sulfidu olovnatého:

OH
RSH — , ROH + H,S
H,S + Pb(CHsCOO), — PbS! + 2CHs;COOH



Biuretova reakce

Vsechny bilkoviny dévaji s méd’'natymi ionty v alkalickém prosttedi fialové zbarveni. Pfi¢inou

této barevné zmény je vznik komplexu médnatych ionti s dusiky sousednich peptidovych
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Tato reakce zéavisi na pfitomnosti peptidovych vazeb, nikoliv na vlastnostech postrannich
aminokyselinovych zbytkli a poskytuji ji tedy vSechny proteiny bez rozdilu. Obecné takto
reaguji vSechny latky, kterd maji v molekule alesponi dvé sousedici amidové skupiny -CO-NH>
anebo alespon dvé peptidové vazby -CO-NH-. Nejjednodussi sloucenina, ktera miize reagovat
je tedy oxamid  H2N-CO-CO-NHo>, anebo biuret (bis-urea, dimer mo¢oviny), po némz je tato

reakce pojmenovéna:

NH
o= 2 Ll
NH, t I
———» NH + NH;
~»NH _
o=¢ 2 =
“NH, 2
2x urea biuret
NH /N\Hz
o= 2 o= \ s =0
| + oH*
2 rIqH + cu* ——» 'l"H U ',"H
0=C SE \ P
\NH2 NH, NH



Uloha 5 - Vypoéet dusikové bilance

V lidském organismu dochazi neustéle k syntéze a degradaci bilkovin. Sledovéani dusikové
bilance poskytuje zakladni informace o metabolismu télesnych bilkovin. Oznacuje rozdil mezi
mnozstvim dusiku pfijatého v potravé a mnozstvim dusiku vylouc¢eného za ¢asovou jednotku.
vzhledem k tomu, ze dusik se vyluCuje jednak moci pfedevSim ve formé urey, ale i stolici a

ktzi, popt. dalsimi sekrety.

Postup pfi vypoétu dusikové bilance

Pro vypocet dusikové bilance musime zjistit:
1. pfijem dusiku v gramech za 24 hodin

2. ztraty dusiku v gramech za 24 hodin

Ad 1. Prijem dusiku za 24 hodin

Zakladem pro vypocet ptijmu dusiku je mnozstvim piijatych bilkovin v potravé odectenych
z dietnich tabulek nebo aminokyselin v ptipadé parenterdlni vyZzivy.

Bilkoviny a aminokyseliny obsahuji primérné 16 % dusiku, takze hmotnost dusiku ptijatého
potravou je ddna mnozstvim bilkovin piijatych za 24 hodin v g x 0,16 (1 g dusiku = cca 6,25

g bikovin).
P#ijem dusiku za 24 hodin v g = bilkeviny, AMK p¥ijaté potravou x 0,16

2. Ztraty dusiku za 24 hodin - katabolicky dusik (KN)

Katabolicky dusik je ddn metabolickym odbourdvanim bilkovin pfijatych potravou

a odbouravanim télesnych bilkovin. Podili se na ném katabolity bohaté na dusik, pfedev§im
mocovina (asi 80 %), ale 1 kreatinin, amoniak, kyselina mo¢ova, popt. dalsi.

Hlavni metabolickou cestou katabolizovanych bilkovin je tvorba mocoviny v jatrech a jeji
vylu¢ovani ledvinami mo¢i. Za zaklad vypoctu se berou ztraty dusiku zjist€né pomoci
stanoveni mocCoviny v moci za ¢asovou jednotku.

Kromé ledvin se dusik vylucuje i jinymi extrarendlnimi cestami. Ztraty dusiku stolici a kiizi
nestanovujeme piimo, ale do bilance zapocitavame ptiblizné hodnoty. Norméalni hodnota

katabolického dusiku je cca 10 g/den.



Hodnot katabolického dusiku se vyuziva pro stanoveni davky aminokyselin u pacient

na parenteralni vyzive.

Vypocet katabolického dusiku:
KN = koncentrace urey v mo¢i (mmol/l) x V (I) x 0,028 x 1,2
+
A koncentrace urey v séru (mmol/l) x 0,028 x hmotnost (kg) x f télesné vody

+

ztraty kizi a stolici

Vzorec pro vypocet zahrnuje tfi polozKky.

e Za zdklad vypoctu se bere idaj o mnozstvi mocoviny vyloucené za 24 hodin, ktery
ziskame sbérem moci za ptislusné casové obdobi a uréenim koncentrace mocoviny v
moci. Predpokladame, Ze mocovina tvoii 80 - 84 % dusiku vylouc¢eného moci a ze jeden
mol mocoviny obsahuje 28 g dusiku. Zbyvajici podil N je vyloucen ve form¢ amoniaku,
kyseliny mocové, kreatininu a dalSich slouc¢enin obsahujicich dusik.

e Dile zapocitavame zménu dusiku mocoviny v celkové télesné vodé. Vychdzime ze
zmeény koncentrace moc€oviny v séru na konci a na zacatku sledovaného dne. ZvySeni
koncentrace mocoviny v séru béhem sledovaného dne znamena, Ze ¢ast mocoviny

nebyla vyloucena.

Mocovina snadno difunduje vS§emi membranami, takZe jejim distribu¢nim objemem je
celkova télesna voda.
K pfedchozim hodnotam pfi¢itame piiblizné ztraty dusiku jinymi cestami (stolici a kiizi).
Vysvétleni jednotlivych koeficientt:
e 0,028 = faktor k pfepoctu mmol urey na N v gramech (I mmol moc¢oviny obsahuje
0,028 g dusiku)
e V =objem mo¢i za den v litrech
e 1,2 =faktor k ptepoctu na celkovy dusik za predpokladu, ze N urey se na ném podili
80-84%
e Aurey Vv séru = rozdil koncentrace urey v séru na konci a na zacatku denniho
sledovani

e = faktor télesné vody, pro muze je 0,6 a pro zZeny 0,55



e ztraty klizi a stolici zavisi na té€lesné teplote
o 37°C 109
o 37-38°C 13¢g
o 38-39°C 15¢
o 39-40°C 18¢g

Vypocet dusikové bilance

Po zjisténi mnozstvi ptijatého dusiku a katabolického dusiku vypocitame dusikovou bilanci.

Dusikova bilance = prijem dusiku za 24 hodin (v g) — ztraty dusiku za 24 hodin (v g)

Hodnoceni dusikové bilance

vydej, organismus vyuziva jako
zdroj energie vlastni bilkoviny —
prevlada katabolismus bilkovin
(ztraty dusiku znamenaji ztratu
proteintl)

ztrata 1 g dusiku odpovidé ptiblizné
ztrat€ 6,25 g bilkovin a to odpovida
25 — 30 g svalové hmoty

Dusikova bilance Charakteristika Vyskyt
Vyrovnana mnozstvi pfijatého dusiku se rovnd | e zdravy dospély ¢lovék
jeho ztratdm
Pozitivni prijem dusiku pievazuje nad e rostouci organismus
ztratami — prevlada anabolismus ¢ rekonvalescence
bilkovin o tchotenstvi
Negativni ptijem dusiku je niz$i nez jeho e zavazna onemocnéni

(infekce, operace, nadory,
popaleniny, onemocnéni
gastrointestinalniho traktu)
hladovéni

nedostatek esencidlnich
aminokyselin v potravé
(chybéni jedné esencidlni
aminokyseliny muze
navodit negativni
dusikovou bilanci
pokrocily vék
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