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Abstrakt

Doktorska prace ,Vyukové aplikace moddlozitych biochemickych proc&spojednava o
moznosti za&leréni jednoduchych bioorganickych vyukovych experinienmnodelujicich
slozité biochemické procesy v Zivych systémechuélea na stednich a vysokych Skolach,
v nékterych gipadech i na Skolach zakladnich. Ukolefthto experimerit je zjednoduené,
ale nazorné odpovidajicitiplizeni slozité problematiky biochemickych protefrmou
transparentniho pokusu, probihajiciho za podminebvnatelnych realného ¢ég s
podminkami v Zivém systému. Teoretickast je rozdlena docdtyt tematickych okrud:
bioorganické modely; modely reakci v biochemii; ralydpisobeni toxickych a antidotnich
latek a aplikace bioorganickych modlele vyuce chemie. Praktick&st obsahuje vlastni
vyukové experimenty z vySe uvedenych tematickychulak a vyzkum vlivu z#&azeni

konkrétniho experimentu do vyuky chemie.

Abstract

PhD thesis "Educational applications of models avhplicated biochemical processes"”
discusses possibility of involving simple bioorgamducational experiments that simulate
complex biochemical processes in living systemdp imurriculum at high schools
and universities; in some cases also at basic &hdbe aim of these experiments is
simplified but demonstrative introduction of complieiochemical processes via transparent
experiment that is taking place under conditiorsg ire comparable with real state in living
system. The theoretic part is divided into fourntiaéic parts: bioorganic models; models of
reactions in biochemistry; models of effects ofitcsubstances and antidotes; and application
of bioorganic models in teaching chemistry. Thecpcal part contains actual educational
experiments from above-mentioned thematic partsraadarch of effect of involvement of

actual experiment into classes of chemistry.
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1. UVOD

Jiz od samého gatku ustaveni oboru didaktika chemie a vlastni adakgirodnich
véd jako takovych hraje experiment jednu z riggditéjSich roli v procesu vyuky. Auz se
jedna o demonsttai experiment provashy witelem nebo zakovské pokusy, vzdyipatro
svou motiv&ni hodnotu, nazornost a zajimavost, kdy Zaci oljjepadstatu teoretickych
zakonitosti v realnych situacich, mezi ty nejoliig&i. Na druhou stranuiipasSi realizace
této casti vyuky vySSi naroky nafipravu Witele, nejen pokud jde o vlastni technickou
piipravu experimentu, ale i vzhledem k nfosti po strdnce teoretické, gdoaje vhodnym
zarazenim pisluSného experimentu do vyuky chemie, jeho realiageSenim neobvyklych
situaci, které mohou nastat, az po vlastni intéaprevysledk a spl@ni vychovnych cii,
které vyplyvaji z vlastni podstaty izaeni experimentu. ditel musi @i svém rozhodovani o
zarazeni pokusuesit také otazky bezpeosti daného experimentu a tim zodganvost za
zdravi svych studefita samoiejmé i otdzku chemikalii a dalSiho materialu, fidarch
nakladi a technickych moznosti vyukové labor&to

Po strance obsahu je chemie rozsahlydnim oborem, ktery kooperuje s dalSimi
piirodowdnymi obory, pedevsim fyzikou a biologii. Jako jinédni obory je i chemie
roz&klena dorady dikich obofi, nag. anorganicka a organicka chemie, biochemie, chemie
polymeii a jiné. Kazdy zd&hto oboéi svym charakterem fmasSi rozdilné naroky na
experimentalni stranku vyuky. Jstebude pro ditele zasadni problémripravit experiment
na téma deni slozek smsi pomoci filtrace, reakce zinku s roztokem siramtd’natého
v kapitole o redoxnich reakcich nebo esterifikaoe wzpravu o chemickych vlastnostech
karboxylovych kyselin. Ale existuji i tematické kg| které svym obsahem, zejména jeho
slozitosti na uarovni zakladni, fetini a ®kdy i vysoké Skoly, pnaSeji po strance
experimentalni zrmé, rekdy ténei neaeSitelné problémy. Mezi takové celky pa
biochemické procesy, i@edevSim pro svou slozitost, rozmanitost a obtizmsthopeni
podstaty latkovych iignen v Zivych organizmech. SloZiuspdadané a z hlediska prostoru
objemné organické molekuly spolu reaguji za podkjikeeré panuji v Zivych systémech, a
tyto reakce katalyzuji jeSslozigjSi a prostoro¥ objemrjSi katalyzatory — enzymy.

Biochemie a bioorganickd chemie jso&dmi obory, které tvid jakousi KiZzovatku
mezi chemii, biologii, molekularni biologii, farmakgii a dalSimi obory, vyrazntak
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Mriviw s

roli nejen na poli ¥dy, ale i ve vyuce chemie a biologie na vSech tipal.

Tato prace hleda cesty, jak v rdmci moznosti jednobdu formou modelovat slozité
procesy probihajici v Zivych systémech a timijblizit studeniim, predevSim sednich Skol
a zarové byt nastrojem pro osvojeni si znalosti, vyplyvigfic z teoretickécasti vyuky,
obzvlast biochemie. Mla by téz byt jakymsi vychozim bodem pro hledaniSida
podobnych modél a tim i gispivat k roz&eni a zpesréni obsahové stranky daného
tematického celku. Prace byéka byt také navodem a pdickou pro uzivatele — ditele
chemie pi jejich nar@&né praci s Zaky a studenty v chemické labdrato
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Biochemie a bioorganicka chemie

Zivy organizmus je z chemického hlediska nesmistozity systém. Fascinuje nas
svou dokonalosti, univerzalnosti d@epto neugfitelnou rozmanitosti forem. Poznavani
zakonitosti jeho stavby, latkové a energetickE&nmpny v nim probihajici je fedmétem celé
fady wdnich oboi#i. Prvni poznatky, které byly kdysi ziskavany poz@mm, paitly
zakladni ¥d¢ o Zivog, tj. biologii, ktera se nasledrrozclila na dalSi podobory, zkoumajici
morfologickou stranku jako né#jlad cytologie, anatomie, histologie a dal8dy, studujici
funkénost jednotlivych jeh@asti, z nich nejilezitéjsi je fyziologie. S postupnym rozvojem
rozlicnych vyzkumnych technik se Zivy organizmus staugkektem zajmu i jinych obdg
predevsim d&ch, které se zaly orientovat na molekularni Uraveproces, a ta je vlastni
chemii. Po utité dok¥ se organicka chemie &ila vice orientovat narjpodni latky a pomoci
metod organické chemie byly postédmiskavany informace o molekularni stawdrganiznii,
vcéetre makromolekularnich latek typu bilkovin a nukleokykyselin. Termin biochemie
poprvé pouZil F. Hoppe-Seyler v roce 1903, vlastnida se osamostatnila paiid v
tiicatych létech minulého stoleti. Biochemieipatezi chemické discipliny. Chemiittheme
chapat jako nauku oi@meEnach na arovni elektronového obalu aftom molekulach,
biochemii v této souvislosti pak jak@du, studujici tyto femeny v organizmech (dynamicka
biochemie). Jde o studium latkovéepeny tedy metabolizmu. Biochemie dale pojednava o
stavig Zivych organizmi, o latkovém slozeni Zivych systémToto odwtvi biochemie je
nazyvano statickou biochemii. Souvislost chemickyptoces v organizmu s jeho
fyziologickymi procesy zkouma fukki biochemie a kor®é zpisob usptadani
jednotlivych slozek a biochemickychgmen v Zivém jedinci tzv. biochemie organéré.
Vzhledem ke slozitosti stavby Zivych soustav a psb& nich probihajicich vznika cefada
novych, specializovanych ohgrstudujicich natznych Grovnich a zienych pohled tyto
systémy, vicei méng vyuZzivajicich k tomuto studiu chemickych metodagmn molekularni
biologie a bioorganicka chemie. P&ioorganicka chemie je moderni mezioboro¢dni
disciplina, jejiz pedmet nelze zcela if@sré vymezit, ale je #&jmé, Ze se jedna o hrani

disciplinu mezi organickou chemii, biochemii a thkd#logii. Jeji vznik byl reakci na pebu
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objasnit paibéh proceg§ v Zivych organizmech na molekularni Urovni. Teotmr ma za cil
detailre popsat chemickou podstatu reakci probihajicicivywch systémech a vyuziva k tomu
metod organické chemie. Kombinuje a porovnava muéhki struktury a funkce biomolekul,
molekularni principy biologickych a biochemickychropesi (biochemie z pohledu
mechanizmi organickych reakci), chemické syntézy a biosyntéziomolekul a
biomakromolekul, vyuZziti biochemickychi biologickych prostedki v organické chemii
(biokatalyza), vyuZziti chemickych préstki ke studiu a ovlisiovani biologickych procés
(chemické biologie), konstrukce @hiich bioanalogickych systéim(synteticka biologie) a v
neposledniadé probira zakladni fyzikalni a chemické principy pajzivagjSich metodik a
technik biochemie a molekularni biologie. Vyuzidkovych poznatk je mozné na vice
arovnich a viiznych oborech. Ve skutrosti je souasti bioorganické chemie takéda
podobof, které byly fivodné sowasti chemie organické (naghemie pirodnich latek) nebo
biochemie (nap enzymologie, genové inZenyrstvi). Obsahovou mamboru viceméh

reprezentuje nasledujici soubor témat:

1. lzolace pirodnich latek (sacharidy, lipidy, isoprenoidy, aokyseliny, peptidy,
proteiny, alkaloidy, nukleové kyseliny aj.) a jdjidentifikace.

2. Studium struktury a stereochemigrpdnich latek s vyuzitim fyzikaéachemickych

metod (UV-VIS, IR, NMR, MS apod.).

Syntéza firodnich latek s vyuzitim chemickych a biochemidkyeetod.

Chemické a biochemick&gmeny prirodnich latek - modifikace jejich struktury.

Studium vlivu struktury firodnich latek na jejich biologickou aktivitu.

o g &~ w

Vz4jemné interakce biomakromolekul, interakce bikmmolekul s

nizkomolekularnimi latkami, vznik supramolekul.

7. Bioorganické modely, modely katalytické funkce emity modely interakce latka-
receptor apod.

8. Studium ptibéhu biochemickych reakci, enzymové reakteivo ain vitro,
mechanizmus enzymatickych reakci.

9. Biotechnologické procesy, vyzkum a inovace biotetbgickych postup na
molekul&rni drovni.

10. Studium podstatyisobeni biologicky aktivnich latek (vitaminy, hornyaag.) v

Zivych organizmech.
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11. Struktura a vlastnosti biologicky aktivnich latgéciva, pesticidy, bojové chemické
latky apod.).

12.Chemicka podstata vyznamnych prace<ivych organizmech (fotosyntéza aj.).

V pomérné nedavné dob zap@al boulivy vyvoj oboru, ktery je nazyvan
supramolekularni chemii. Tento obor nahlizi na dhemolekul tak, Ze z&al sousted’ovat
pozornost na nekovalentni vazebné interakce a @ma&t usptadani mezi individualnimi
molekulami vedouci ke vzniku nadmolekularnich neltemtnich (supramolekularnich)
struktur, specifickym fikladem je nap komplex typu receptor-substratteBmétem zajmu
nejsou jen molekularni struktury, algegevsim polymolekularni struktury vzniklé na zékla
molekularniho rozpoznani jednotlivych molekul t\dch supramolekularni komplex. Ten je
obecré tvoren dwma a vice molekularnimi jednotkami, které vybjécelek jednozraého
prostorového usgadani pomoci nekovalentnich vazebrejg¢ prvnim gikladem
publikovanym v této souvislosti byl molekularni kplax thiom@&oviny s dibenzo-18-crown-
6-etherem, popsany Pedersenem v roce 197Riiikopnické prace v tomto oboru byly
uskuténény Pedersenem, Lehnem a Crammémijejich vysledky stojici v p#tcich
supramolekularni chemie byly ocgry v roce 1987 Nobelovou cenou za chemii. ignzé,
Ze specialni povaha chemie biologickych, a nyné tak€lych supramolekularnich systém
je dana definovanymi nekovalentnimi interakcemi.op@raci nevazebnych interakci, jako
jsou vodikové vazbys—rn interakce, van der Waalsovy a elektrostatické rakiee, je
dosazeno nejen pozadované supramolekularni styykéle také Hslusné funkce takto
vytvoieného systému. Prawyzkum princigi chovani nekovalentnich systénma jejich
vyuziti pro tvorbu systéi umelych je jednim ze zakladnichrg@dmeta supramolekularni
chemie, ktera je vhodnou oblasti pro vyer bioorganickych modief.

Z toho, co bylo vySe deklarovano, jaegné, Ze bioorganicka chemie ve své
konzervativni podob (chemie pirodnich latek) a obzvlaSpak v podob soudobé (studium
mechanizm biochemickych procé3 prinaSi fadu inspiraci pro inovace vyuky chemie na

vysokych Skolach, vaiavajicich budouci titele gymnazii.
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2.2 Bioorganické modely a jejich charakteristika

2.2.1 Modely enzymrina jejich katalytického jsobeni

Jak jiz bylo uvedeno, chemické reakce v zivém syatéprobihaji podobnym
mechanizmem jako reakce organické a biookgamhemici se pokouSeji pomoci metod
organické chemie co nejvicerilgizit poZzadovanym produkin a podminkam takovych
reakci. Vzhledem ke slozitosti fungovarisiny Zivych systérin, molekularni struktury latek
v nich greménovanych a podminek, za jakych tyttepeny probihaji, je nutné hledat analogie
mezi latkami organickymi jednodussi struktury, Btee v organizmeatasto ani nevyskytuji.
Uplatreni model a vlastni modelovani biochemickych pochoge &innou metodou
vyswtleni ¢i priblizeni zpisobu, jakym tyto slozité chemick&jd a procesy probihaji.iiP
vytvareni model a jejich aplikaci jeieba brat naietel rekolik zasad, abychom pochopili
mechanizmy biochemickych reakci, principgspbeni molekul s katalytickymi vlastnostmi,
vliv prostorového usp@dani latek na vznik produkta rychlost jejich vzniku. Je proto
zapotebi, aby se modely svou chemickou podstatou cdagpizily latkam modelovanym.

e

s

k nejdilezitejSim oblastem zkoumanijgrevsim pro unikatni vlastnostchto latek, ale také
pro vlastni pochopeni podstaty proiekteré tyto slozité molekuly katalyzuji. Enzymykga
biokatalyzatory se podili n&izeni a koordinaci slozitého souboru biochemickyebkci
Zivych systém, tj. metabolizmu. ¥tSinou se jedna o proteiny s katalytickymi vlastnos
Jinou skupinou latek jsou tzv. faktory, které oiliyi procesy, @i nichZz nedochazi
k chemickym zminam, ale pouze ke zm¢ konformaci nap regul&ni faktory @i translaci.
Enzymy vykazuji druhovou specifitu. Kazdy biologyciruh mé své vlastni enzymy, odliSné
od jiného druhu, &oli tyto maji stejnou nebo podobnou funkci. To r@anasledek existenci
obrovského mnozstviiznych tym enzymi. Enzymy se roz#luji do dvou skupin podle toho,
jakd je struktura téasti, ktera je zodp@dna za katalytickou funkci. 8e se jednat distou
bilkovinu, nebo¢astji o sloZenou, ktera obsahuje jestebilkovinnouc¢ast neboli kofaktor.
Na enzymy jsou vzhledem ke slozitosti celého syatdtadeny pordrné znané naroky.
Jednotlivé procesy na sebe navazuji podle genétickéddu, nemohou vznikat vedlejsi

produkty a reakce musi probihat s dostade rychlosti. Na druhou stranu musi byt tvorba a
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aktivita enzyni snadno regulovatelnd podlesmicich se podminek a eb organizmu. To
vSe dava enzyfim vlastnosti, kterymi mnohonasabpiedi jejich syntetické analogy, které
byly vytvoreny untle ¢lovékem. Molekuly enzyra jsou, pokud jde o katalyticky efekt, az o
nekolik radi Ucinngjsi, reaguji vyrazé specificky s danym substratem (substratova spexifi
piicemZ jedna molekula enzymu je schopiengnit aZ 5.18 molekul substratu. Také nelze
opomenout podminky, za kterych enzymys@bi, coz je zasadni pro vlastni bioorganické
modelovani. VSechny tyto okolnosti souvisi s vellgtrukturni slozitostiéchto molekul a
také jejich labilitou w¢i vnéjSim vlivaim. Je velmi obtizné takové molekuly z hlediska
struktury napodobit, ale k pochopeni problematikgla nezbytné. Abychom si mohli &it
slozitost takového procesu, je nutn@zpisobit model co nejvice adekvatnimuspbem
realné situaci. Pro modelovani takovych molekulijpouzivany organické sloeniny, které
vykazuji charakteristické vlastnosti enzymale jejich molekuly jsou mnohem mensi a
strukturré jednodussi. Je mozné&itom zkoumat jen uité parametry reakce, které nas
zajimaji, nebo které jsme schopni sledovat. Hlaxtiodou vyuziti undlych struktur pro
modelovani enzymovych reakci tedy je, ze latk§zeme utvéet a upravovat cileénpro
studium utité vlastnosti. Pomoci syntetickych metod organick&mie nizeme vytvait
model enzymu, ktery sice neni bilkovinného charaktale obsahuje stejné nebo podobné
charakteristické skupiny, které jsou v souladu angetrii aktivniho centra enzymu. Takovy
zpusob se oznalje jako biomimeticky chemicky ffstup. Biomimetiku pak fizeme
charakterizovat jako&dni obor, ktery se zatfuje na uplatovani poznatk ze studia Zivych
organiznii v jinych nejen pfirodowdnych oborech. Snahou takovych postype objasnit
vztah mezi slozitymi molekulami a jejich funkcerwiroce 1894 pedstavil gmecky chemik

E. Fischer teorii*?, Ze enzymovéa reakce probiha jen &itér malécasti enzymu, ktera se
nazyva aktivni centrum, coz bylo p@&jidpomoci rentgenove strukturni analyzy potvrzeno.
Aktivni centrum je prostoravuspdadanacast enzymu, na jehoz stavbe podili ¥tSi paet
raznych tym charakteristickych skupin, které jsou &asti postrannickettzci aminokyselin

v tetezci bilkoviny. Tyto charakteristické skupiny majizné funkce, mohou t¥id centrum,
které se bezpragdre (castni katalytického procesu, jiné slouzi ke spekdfivazls na
Gcastnici se katalyzy dané reakcensphla podminky, které odpovidaji strukguaktivnino
centra enzymu. Jetkolik faktora reakci probihajicich v aktivnim centru, jejichist&nce ma

za nasledek nizké hodnoty akiiwéch energii a tim i mnohem vySSi rychlost reak@lice
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dilezitou schopnosti enzymu je moznost specifickyav&ubstrat a zaroieej i vhodreg
orientovat k charakteristickym skupindm enzymu fezomu v pipac€ nahodné srazky
v roztoku. Jedna se o tzv. efekt proximity, coxljg sousedni skupiny, a o efekt orientace
substratu. Je velmi obtizné zohlednii gonstrukci modelového systému vSechny vySe
uvedené faktory, proto jéasto nutné omezit se jen n&litou vliastnost modelu. E¢eme
jmenovat ty nejdlezitejSi jako je struktura aktivniho centra nebo enzyrstratového
komplexu?. Vzhledem ke sloZitosti enzymovych systém jejich pétu bylo prozkoumano
jen rekolik nejjednodusSich a dalSi vyzkum pomoci novyobrazovacich metod je velkou
vyzvou pra¢ pro oblast bioorganické chemie. Je sarapmé, Ze vSechny vysledky
modelovani musi byt porovnany s chovanim studovaredizymového systému, aby bylo
mozné porovnat bioorganické modely se systemy,tigiaemi v pfirodé. Maze se stat, ze
modelova slogenina bude mit vlastnosti, které nalezi vice nethgenu enzymu. Je proto

nutné, aby vhodny model sjolval rikolik poZzadavk %

1. Model musi mit vhodné nekovalentni vazebné mozniadti aby byly vytvéeny
podminky pro vznik slabych interakci ram k substréatu.

2. Charakteristické skupiny musi byt uvaZlizvoleny a rozloZzeny dgitym zpisobem
v modelu, aby se mohla uplatnit katalyza.

3. Struktura modelu musi byt rigidni a musi odpovidatiktide komplexu substrat-
enzym.

4. Modelova slodenina musi byt ve va&d rozpustnd a katalyticky aktivni fip
fyziologickych hodnotach pH a teploty.

Tato kritéria jsou zavazné pro volbu vhodné magrickera je schopnaftiblizeni
charakteristickych skupin podilejicich se na kaiakgm procesu a jejich spravné orientace,
takto je mozné zkonstruovat vhodny katalyzator.

Bioorganicka chemie je relatignmlady wdni obor, ktery dnes vstupuje do velice
Sirokého okruhu obdr nagF. modelovani fenosu genetické informace na molekularni trovni,
replikace a modifikace DNA i translace, az po twordtek vyuZivanych v enzymovém

inZenyrstvi.
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Je mozné uvésttit priklady, vyswtlujici zvySeni rychlosti reakce na zakiad

vzajemného ovliiovani charakteristickych skupin, jak uvadi ve sulixaci K. WaisseF.

Jsou to jednoduché modely interakci, upliti se nap v aktivnim centru enzymu:

1) 3- pB-acetoxy-5B-hydroxysteroidy se &pi pi reesterifikaci methanolem za

2)

3)

pritomnosti triethylaminu 300x rychleji nez steroidgz hydroxylové skupiny v -
poloze. Skupina OH vytvd vodikovou vazbu s kyslikem na acetoxyskepia tim
zvysi elektronovy deficit na karbonylovém uhlikdotékupiny, k gmuz pak snadno
pristupuje svym volnym elektronovym parem atom kyskétkoholu.

2-karboxyfenylf-D-glukosidy hydrolyzuji 10000x rychleji nez odpdwejici 4-
karboxyfenylg-D-glukosidy. Skupina OH karboxylové skupiny vytivarodikovy
mustek s glykosidickym atomem kysliku. Tim se prohlioelektronovy deficit na
atomu uhliku v poloze 1, ke kteréemu pak ockotpristoupi svym volnym
elektronovym parem atom kysliku molekuly vody. UhyHroxybenzooveé kyseliny

k tomuto efektu nedochéazi.

H
—OH N\

I: &A p

2,2’-tolandikarboxylova kyselina v ethanolufephazi 10000x rychleji na (2-
karboxybenzyliden)ftalid nez 2-tolankarboxylo&id2,4 -tolandikarboxylova kyselina.
Efekt je grisuzovan interakci vodiku OH skupiny jedné karboxg skupiny s trojnou
vazbou,¢imz na jednom atomu uhliku trojné vazby vzniknekteteovy deficit a
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k druhému atomu uhliku trojné vazby pakiza snadno ifstoupit svym volnym

elektronovym parem kyslik druhé karboxylové skupiny

(0] 0
// /
H/O— HO—C
C \C —_— C
! ah
C_\ C/O H
// //
(0] OH (0]

Pro modelovani enzymovych systiéfe velice zajimavou skupina latek, objevenych
Charlesem Pedersenem v Sedesatych létech minulieheti,s tzv. crownethery. Nazvy
crownethet se tvdi podle obecného schématu x-crown-y-ether kpgecelkovy péet atont
v kruhu ay je paset atoni kysliku *. Tyto latky se pouZivaji jako katalyzatoryi pazové
katalyze, protoze twd velmi stabilni komplexy s kationty kéva kationty organickych
slowenin a maji schopnostgvadt anorganické soli do organické faze, tedy umgizjejich
rozpustnost v nepolarnich rozpatdiech. Podobnymi sla@eninami jsou kryptandy, coz jsou
makrocyklické aminoethery. Zajem o crownethery 8@Sit v souvislosti s moznosti jejich

vyuZiti pro rozdleni enantiomer aminokyselir?.

@voﬁ @ j@ @QJ
15-crown-5-ether dibenzeet8wn-6- ether kryptand [2.1.1]

Je Zejma analogie s hypotézou ,zamku acdlj ktera byla navrZzena pro popis
interakce mezi enzymem a substratem v komplexurersybstrat. Jedna se o komplexy typu
hostitel-host, kteréipdstavuji jednoduchou variantu komplexu zdme&-kibr. 1).
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Obr. 1. - P¥iklady vybranych komplexi 2.

Wﬁ

oy Gl
=

Jako latku typu hostitel pro modelovani katalytiokécentra enzymu lze pouzit
molekulu cyklodextrinu.

Velkou vyhodou je powrné snadna dosazitelnost, - a y-cyklodextrini, které
vznikaji enzymatickym 8penim amylosy glukosyltransferasami bakterialnihivoplu
(Bacilus macerans). Vysledkem takovéhaipéhi je smis cyklickych a linearnich
oligosacharid, obsahujicich Sest az vice nez sto glukosovycmoped. Nejvice jsou
zastoupeny jiz vySe zimvané fi skupiny cyklodextrii. Jedna se o cyklické struktury,
tvoiené 6, 7 nebo 8 zbytky glukosovych jednotek, spajen-1,4-glykosidickou vazbou a
tyto tfi typy se daji pomoci soudobych segaiah metod zcela snadno izolovat srdzenim
hexanem, fluorbenzenem nebo anthracenem z&sismebd spole&né tvori velmi malo
rozpustné komplexy a jako takové se daji ziskavatimyslovem ngiitku. Cyklodextriny
maji relativré rigidni strukturu ve tvaru komolého kuZele, tedgdnou z&kladnou SirSi nez
druhou, s vniini dutinou (kavitou), (obr. 2).

34

Obr. 2. - Vzorec a model molekulyp - cyklodextrinu

HDHt

CH.OH
o CHyOH
HOHgzC \/OH HOY o
o
o o0
H HO
o e CH,OH
CHeOH  ©
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Na SirSim okraji se vifpad a-cyklodextrinu (obr. 3) nachazi 12 sekundarnich
(pripojenych v poloze 2 a 3 D-glukosové jednotky),uzdim 6 primarnich (v poloze 6 D-
glukosoveé jednotky) hydroxylovych skupin. Z tohaliovodu je vrjSi ¢ast cyklu hydrofilni a
umoziuje snadnou rozpustnost ve ¥o@proti tomu je vnitek dutiny cyklodextrinu lipofilni
(vlivem etherickych kyslik O v poloze 4 agkterych vazeb C-H). Tim se svou podstatou liSi
od crown ethdt, jejichZ dutina je znaé hydrofilni. Déle bylo neutronovou difrakci zjgio,

Ze kruh zpefwje pas vodikovych vazeb mezi kysliky O v poloza @ v poloze Biydroxylovych
skupin sousednich glukosovych jednof@k S gibyvajicim patem jednotek v kruhu se délka

vodikovych vazeb zkracuje a tim roste pevnost kruhu

Obr. 3. - Kalotové a trubi¢kové znazorreni struktury a-cyklodextrinu *°,

Cyklodextriny mohou tvist smiSené komplexy s négnéjSimi molekulami. Molekula
je v dutire cyklodextrinu vazana van der Waalsovymi, disperaniptipadré vodikovymi
vazbami. Pro ilustraci benzenovy kruh je dostatemaly, aby se veSel do dutiny-
cyklodextrinu, anthracen pak pouze do asemného cyklu. Konkrétnimifkladem niize byt

komplex 4-nitrofenolu a-cyklodextrinu (obr. 4)
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Obr. 4. - Znazornéni struktury komplexu 4-nitrofenolu a a-cyklodextrinu *°.

Cyklodextriny se staly zajimavym objektem suprarkolérni chemie, nap pro
studium modelovani kompléxenzym-substrat. Bylo dokazano, Ze cyklodextrinyhoo
ovlivnit prabéh chemické reakce ve smyslu zrychl€niinhibice reakce a také selektivitu
reakce.

Jiz v roce 1969 Breslow a Campbellikazali, Ze v systému s cyklodextrinem
muze dochazet k selektivni reakci do polgbgra vlivem sterického brami polohortho a
meta Reakce byla provedena s vodnym roztokem anistl rhol/l) a kyselinou chlornou
(0,01 mol/l) g pokojové teplat. V nadbytku cyklodextrinu doslo z 96 % Kk chlorain
polohy para a s@asrt se zvysSila rychlost 6x, coZz dokazuje, Ze cyklodextejenom blokuje
dané polohy, ale také aktigkatalyzuje substituci v nechré&ré poloze. Podobnyntikladem
muze byt karboxylace fenolu tetrachlormethanem v da&n prosiedi v gitomnosti nédi,

kde podobnym zisobem dochazi ke sterickému hindinpolohortho ameta™.
COOH

CCl,, Cu, NaCH
OH OH 4 HOOC OH
44 % 53 %
COCH
CCI4, Cu, NaOH
OH OH 4+ HOOC OH
3 - cyklodextrin
0,9 % 92 %



Z uvedenych schémat jeefmé, Zep-cyklodextrin vyznamé ovliviiuje selektivitu
reakce.

Cyklodextriny Ize také pouzit pro modelovani katiakého efektu hydrolaz. Zaasti
cyklodextrini se vyrazg zvysSila rychlost hydrolyzy aromatickych estefyto latky tvai s
cyklodextrinem komplexy typu hostitel-host. Katatyge i pienosu acylu &€astni OH-
skupiny cyklodextrinu (obr. 5).

Obr. 5. - Hydrolyza esteru za @asti cyklodextrinu 2.

+CH4COOH

Enzymové modely postupnpronikaji do «iva chemie na vysokych Skolach
vzklavajicich ditele, nevyl@uje se uplaténi €chto model ve specialnich praktikach v
ramci gymnazialni chemie. Zajimavyfildad vyuziti cyklodextrinu $ utvéeni modelu
aktivniho centra enzymu pro peby vyuky ukéazal ve své praci Tausth Jde o reakci
fenolftaleinu s hydroxidem sodnym. Za standardnpmidminek reaguje fenolftalein s
hydroxidem za vzniku barevného produktu. Yitgmnosti cyklodextrinu se fenolftalein
zabuduje do struktury cyklodextrinu a ptidani hydroxidu sodného se nevytivbarevny
produkt, protoZze komplex fenolftaleinu s cyklodéxm neumo#uje vytvareni barevné

formy fenolftaleinu (obr. 6, obr. 7).
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Obr. 6. - Komplex cyklodextrinu s fenolftaleinem®,

Obr. 7. - Alkalicky roztok fenolftaleinu v p¥itomnosti a be: pitomnosti cyklodextrinu **.

alkalicky roztok
fenolftaleinu
s cyklodextrinem
alkalicky
fenolftalein

pH na zacatku

pH na konci
pokusu




2.2.2 Modelovani biochemickych reakci

Biochemické reakce probihaji téfmbezvyhrada jako reakce katalyzované enzymy.
Modeli, které by gkterou konkrétni reakcéi vice reakci latkové fiemeny priblizily s
piihlédnutim k patebdm vyuky chemie,ipiS neni. Jednou z moznosti je pouZiti latek, éter
se snadno oxiduji a redukuji pro modelovani reddxmproce8 spojenych a if@nosem
elektroni. Za (telem modelovani takového redoxniho systémizembyt pouzit riboflavin
(vitamin B). Ten je jako strukturni element <@sti prostetické skupiny FAD
(flavinadenindinukleotid), kterd je seasti tzv. flavoproteil, enzyni tridy oxidoreduktas,
Ucastnicich se Krebsova cyklu nep@xidace mastnych kyselin. St&jtak je sodasti FMN
(flavinmononukleotid), ktery ma podobnou funkci yctiacim fetzci. Bechem katalyzy
dochazi k reverzibilni redukci za vzniku redukovelmyforem kofaktak FADH,, nebo
FMNHo>.

Obr. 8. - Riboflavin - jeho oxidovana a redukovan&orma.

isoalloxazin
o o)
H,C N H
3 + 2H" HsC N
j@[ T K ]@[ i
X /K - 2H" /&
HC N N o 2H H,C N N o)
! H
i ribitol-fosfat-fosfat-ribosa-adenin ribitol-fosfat-fosfat-ribosa-adenin
[}
e L |
1 ! ! 1
: L :
! | | |
riboflavin FMN FAD

Riboflavin se dive nazyval laktoflavin vzhledem k jeho vyskytu \éee. Je to Zluto-
oranzova Kkrystalicka latka, tiena isoalloxazinovym skeletem. ©Wormy riboflavinu
predstavuji reverzibilni redox systém, oxidovana fafje barevna, obsahuje chinoidni skelet,
ktery je @ic¢inou barevnosti latky.

B. Laier a P. Pfeifer ve svémianku ,Riboflavin (Vitamin B)* %

modeluji pro
vyukové &ely pisobeni FAD a FMN pomoci redukce a reoxidace rilvafla s detekci

pomoci UV-lampy. Riboflavin se o#apii 366 nm a emituje charakteristickou fluorescenci.
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Po gidani reduknihocinidla, dithiontitanu sodného, se riboflavin redukuje na dihydrofia
(bezbarva leukoforma) a zabarveni mizi, coz seepfajpod UV-lampou. Pokud se zepe
neuzavenou bakou, dochazi k reoxidaci vzdusnym kyslikem a roztgkt po ozdeni
fluoreskuje. Obzvlastpisobivé je, kdyZz se obsahitky prottepava pimo pod UV-lampou.
Reakce miZe byt vicekrat opakovana. Tato reakce se dap@njednoduse i bez zvlastnich
znalosti chemie heterocyklyswtlit, pouzije-li se pro riboflavin nap zkratka B.
1) redukce riboflavinu na dihydroflavin:
B+ 2H" + 26 — BH,
S,0,% + 2H,0 — 2 SQ* + 4H' + 26
B + S0, + 2H,0 — BH, + 2 SQ* + 2H'
(2 SQ* + 2H" — 2HSQ)

2) reoxidace na riboflavin:
BH, —» B + 2H + 2¢é
O, + 2H" + 26 — H,0,
BH; + O, —» B + H,0,
Je mozné také pouzit schéma pro vkgad cyklického dje podobg jako v gipad

flavoproteini pii katalyze.

Obr. 9. - Riboflavin jako sowast reverzibilniho redoxniho systému.

2-
S04 /HO Vitamin B, (0x.B) H>0;

2-
SO, Vitamin B, (red.BH,) O,

Vhodnym modelem pro znazami prenosu vodikovych katioiitH"™ (resp. elektroi
€) v dychacimretszci mize byt redoxni systém £é e’ a cystein, jako donor vodikovych
kationti. V dychacimretézci jsou fenaseny elektrony odebrané tpact chemoheterotrdf
organickym molekuldm (donor) i@s soustavu transelektronas (oxidoreduktas) na
anorganickou molekulu, u chemoheteroirgé to kyslik (akceptor). Vysledkem tohoto
procesu a s nim sweného e - oxidativni fosforylace, je tvorba ATP. Vyukowyodel

nékterého z komplekx dychacihofetézce, jako je nap uz vySe zmieny FMN popsal ve
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svémélanku K. W. LeienbacH® za poutziti slab alkalického roztoku cysteinu a roztoku
heptahydratu siranu Zeleznatého. Kyslik slouzi gaeptor elektraina protepanim roztoku
vznika komplex F&-cystein, ktery zfisobuje modré zbarveni roztoku (komplex $'Fe

bezbarvy).

Obr. 10. - Komplex cysteinu s ionty Zeleza Bé

HOOC NH, S—__
\& /// CH,
Fes3+

cHe” N\
2=S HoN COOH

Reakce mze byt rkolikrat opakovana, dokud neni kyslik v lahvi gpbivan.
Oxidaci cysteinu na cystin dochazi keé¢trg redukci Zelezitych iofitna Zeleznaté. iP
kontinualnim pisunu kysliku dojde k trvalému modrému zabarvenitaku oxidaci

veSkerého cysteinu.

Obr. 11. - Oxidace cysteinu jako model dychacihietézce.

T T

2H
2
Cys —SH e’ O ho
2e- 2e-
Cys
s Fe2t 120,
\
Cys
Jinym zpisobem znazogmi aktivity enzymu nmiZze byt pozorovanidinku hydrolazy
a-amylasy, ktera je obsazena ve slinach a jeji fujgk6€peni Skrobu na maltosu. Jedna se o
¢asto ve vyuce vyuzivany a oblibeny experimentykbgiva prezentovan jako demonstra

pokus. Skrob je polysacharid temy ze dvou tznych polysacharid amylosy a

amylopektinu.
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Zakladni stavebni jednotkou jsou monomery glukosgdzané navzajenu (1—4)
glykosidickou vazbou. Skrob se d& velice snadncadakLugolovym roztokem (roztok jodu
ve vodném roztoku jodidu draselného) charaktekigiic modrym zbarvenim komplexu
Skrobu s jodem (klathrat). Asi nejzn&si a velicecasto v literatie uvagény je pokus s
Fehlingovym ¢inidlem a amylasou ze slin. Za horkdippaveny Skrobovy mazinidlo
neredukuje, kdezto porigani amylasy k roztoku dochéazi k redukci za vzrikutohrédého
oxidu med’ného, nebt Skrob je enzymem &ten na triosy a maltosu, které maji rethik
Ucinky. Pokus lze snadno provést viedh zkumavkach napinych do jedné retiny
Skrobovym mazem. Do prvé séda rekolik kapek Fehlingovéinidla (Fehling I+ Fehling I
v poneru 1:1), abychom sefgsvedcili, Ze k redukci nedochazi. Do druhérati zkumavky se
prida rekolik kapek Lugolova roztoku, dochazi ke zmodravdtoku (dikaz Skrobu). Druha
se ponecha stat jako kontrola, detitse pida roztok slin a poté dochazi k odbarvovanésm
(dikaz S€peni Skrobu &inkem amylasy). Do této zkumavky se paida ogit nekolik kapek
Fehlingovacinidla, vznika Zlutoh#dé zbarveni (@kaz gitomnosti maltosy, redukujiciho
disacharidu).

Prof. Bukatsch® tuto problematiku jest roz&tuje o moZznosti iznych vlivi na
aktivitu enzymu. Pokusy jsou prowdy podle pedchoziho postupu, ale enzym je v roztoku
inhibovan teplotou (fidanim horké vody i@d smichanim s amylasou) nek@tgmnosti soli
tézkych kowi (nag. pridavkem siranu #a’'natého). V navaznosti na teplotu lze zjistit jeji
hodnotu pro optimalni gsobeni amylasy, ipd @idavkem slin je roztok smichan s
temperovanou vodou tzné teploty. Teplotni optimum leZifiplizn¢ kolem 40 °C.

Experimentala Ize také owiit vliv pH na aktivitu enzymu fsdavkem fosfatového pufru o
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riznych hodnotach pH se zjgim, Ze enzymova aktivita je ne&jangjsi pi neutrdlnim pH
(ve skuténosti @i pH priblizné 6,9).

Existuje celarada podobnych vyukovych experimérg pouzitim jinych hydrolas,
nag. proteas (pepsin, trypsin) nebo lipas, tyto expenty vSak vyZaduji slo&8i reakni
podminky a méhbeézné chemikalie.

2.2.3 Modely fisobeni toxickych a antidotnich latek

Zcela jinou, ale z praktického hlediska veliddeditou skupinou modéljsou modely
mechanizmu fsobeni toxickych latek a antidotnichrigravki. Védnim oborem, ktery
zkouma Skodlivé {sobeni latek na organizmus, je toxikologie. Toxidkéa, je latkou
vyvolavajici skodlivy dinek, gicemz znany vliv ma nap. jeji koncentrace, kdy latka je
schopna jiz v malém mnoZstvi vyvolat zavazn&mynv organizmu. Podle takové definice
muzeme jedovaté latky rozlit od prakticky netoxickych az po vysoce toxické@k je
uvedeno v pehledu debnice toxikologie®®. Tato problematika je vzhledem k rigik
spojenym s otravou ¢itou toxickou latkou stale aktudij$i. Ackoli jsou gistupy k ochraé
stéle dikladrgjSi a gislusné normyi postupy pisngjSi, mnoZzstvi latek, které mohou byt
¢lovéku nebezpéné a se kterymi seime dostat v dnesni déldo kontaktu, stoupa a jedinec,
ktery s takovymi latkami nepracuje, saize i nahod#a kontaktovat s &kterou z toxickych
latek. V wivu chemie na zakladni aistini Skole jsou vizné mfe z&azeny informace o
toxickych latkach, ale d¢kdy bez jakékoli blizSi specifikace jejichugobeni na lidsky
organizmu & mechanizmus {sobeni antidotni latky na toxickou latkiCasto chybi
informace, jak v takovém ifpad postupovat nebo jakym #@gobem Ize takovou latku
bezprostedre z tla odstranit a tim i zachranit lidsky zivot. V sesné dob je této
problematice $novana mimtadna pozornost, v ¢abnicich jsou Zazeny pismenné a
obrazkové (ikonické) symboly toxicity chemickychdl. Posluch& oboru chemie na vysoké
s problematikou toxickych latek a antidotnickippavki. Pro zamiry vyuky jsou vhodné
piiklady pisobeni toxickych latek na bazi vodorozpustnych &ain €zkych kow, které
denaturuji proteiny ifjpadré prevadiji ionty biogennich prvik z rozpustné do ve veéd

nerozpustné formy (viz. kapitota 4.2.4)
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Antidotni pripravky nebo také dkdy zkraceg antidota (ziec. antidoton — vzhledem
k proti, protijed) jsou latky s ogaym &inkem proti jiné latce, ve smyslu intoxikace
organizmu protilatka neborgsrEji protijed. Tyto latky nizeme rozdlit do dvou skupin. Na
specifické, které {sobi Fimo na uéitou toxickou latku. Vzhledem ke specifiosti je
pusobeni takové latky idinngjsi, nicmért takovych latek mnoho nenifiRladem niize byt
protamin, respektive protamin sulfat, ktery se peafako antidotni Ppravek proti heparinu,
coz je latka, ktera zahtaje srazeni krve a s protaminem ifiviomplex. Jinym fikladem
muze byt dale znfiovany dimerkaprol (viz. str. 53 a 54), ktery se fiwé& @i otravach
t¢Zkymi kovy, nap. rtuti nebo olovem. i otravach jinym kovem, Zelezem nebdi p
zvySeném ukladani Zeleza nebo hliniku v organizmupsuziva jako chelatai cinidlo
deferoxamin. Druhou skupinurgdstavuji nespecificka antidota, kterych jSina. Do této
kategorie je mozné radit ethanol fi otravach methanolem a ethylenglykolem. Pralidojem
zndm jako prvni antidotum fip intoxikaci organofosforovymi pesticidy (parathion
chlorpyrifos) nebo nervav paralytickymi latkami jako ndap sarin. Tyto latky inhibuji
ireverzibilne enzym acetylcholinesterazu a pralidoxim (2-hydioMgomethyl-1-

methylpyridinium-chlorid) se pouZiva ve spojent®pinem jako reaktivini latka enzymt?.

AN
CH
N | z H3C | °
~ +
HO ITI ol CH—O—T:O
CHs H3C E
pralidoxim sarin

Velice dilezitym antidotnim progedkem této kategorigipzv. methemoglobinemii je
methylenovd mad Methemoglobinemie je charakterizovana tvorbou heetoglobinu
spojeného s ftomnosti trojmocného Zeleza, které vznikd oxiddedjmocného Zeleza
v porfyrinovém kruhu hemoglobinu a methemoglobik pama schopnost reverzibilvazat
kyslik a grenaset ho ke tkanim. Methemoglobin se sportéiade tvéi v malém mnozstvi v
erytrocytech. Jeho denni produkdedstavuje asi 0,5-2 %. Zma redukce na hemoglobin je
zaji¥ovana enzymovymi i neenzymovymi reakcemi. Enzymovedukci zabezpelije
NADH-dependentni methemoglobinreduktasa a neenzgmoechanizmy zahrnujiipobeni

glutathionu a kyseliny askorbovéri&ny mohou byt §zné. Existuje autozomalrecesivni
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dédicna forma, ktera je Zpobena vrozenym defektem NADH-dependentni
methemoglobinreduktasy nebofitpmnosti abnormalniho hemoglobinu M, kdy vlivem
stereochemickych zén dochazi ke stabilizaci Zeleza v trojmocné féremmethemoglobin je
neschopny vazat kysli®. V piipads homozygotniho jedince je takovy stav néikiny se
Zivotem. Dale pak ziskana forma, které@zm byt zgisobena celowadou oxidujicich latek,
nag. oxidy a dalsimi sloteninami dusiku (NO, N NO,’, NOs', aminy, rgkteré nitrolatkyci
estery kyseliny dugné a dusité). Zvlastnimiiladem je amyinitrit, ester kyseliny dusité
s pentanolem, ktery se pouziva jako antidotni |giKaotravach kyanidy. Je sam o sob
znane toxicky, a také je silnym methemoglobinemickymidlem, ale prd¥ methemoglobin
siln¢ vaze kyanidovy anion a tim chrani cytochrom C agid Hemoglobin je pak dogim
tvorbou novychservenych krvinek®, Methemoglobinemii mohou Apobovat iktera I&iva
(lokalni anestetika, fenacetin, sulfonamid;)Zvyseny obsah methemoglobinu v krvi (zhruba
od 40 %) se projevi cyanosou s charakteristickyrdésimodrym zbarvenim, nejtve ai,

rta, jazyka, usSi, pozgi koncetin a nakonec celétke. Ri vysokych koncentracich dochazi
k hypoxii, Una¥, bolestem hlavy a nakonec ke smrti. Jednou z nsizr@i terapii u
methemoglobinemie je pouZiti methylenové ifigako oxidaniho ¢inidla. NiZze je uvedeno
mozné fsobeni methylenové mim v erythrocytech (MM — methylenova nipdetHb —
methemoglobin, Hb — hemoglobin, G6PD - enzym glakégosfat dehydrogenasa):

Obr. 12. - Redoxni systém methylenovd m&d hemoglobin

glukosa

'

glukosa-6-fosfat
. 3+
NADP leukoforma MM Methemoglobin HbFe
G6PD
+ . 2+
NADPH/H barevna forma MM Hemoglobin HbFe

6-fosfoglukonat

Toto pisobeni Ize vysstlit pti urcité interpretaci vyukovym pokusem znamym pod
ozna&enim Blue-Bottle, ktery je uveden v kapitole 2.3 ¥myslu tohoto tématu popisuje
Brandl ve svémcélanku ,Menschen mit blauer Hautfarbe - Methamogiélioie, eine
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angeborene bzw. erworbene Blutkrankheit* in vitkperimenty, které ovSemigdpokladaji
manipulaci s hemolyzatem krve, a tudiZ jsou prdahk a stedni Skolu nevhodn@. Jistou
moznosti takové modelace je provedeni oxidace ioysfaostednictvim Zelezitych katiofit
za vzniku cystinu a redukce ¥ea Fé*. Tato reakce je vzhledem k réakmu mechanizmu
mnohem vhod&si pro demonstraci modelu dychacifetzce a z &chto divodi je uvedena

v piedchozi kapitole.
2.2.4 Modely fisobeni antioxidait

DalSi dilezitou skupinou latek, ktera nyni stoji v pegi zajmu odbornik a laické
verejnosti, jsou antioxidanty, jak v souvislosti seragm Zivotnim stylem, tak i s
prodlouzenim trvanlivosti potravin a tadgaevsim dch, které obsahuji&Si mnozZstvi tui
nebo vonnych latek povahy tergenAntioxidanty jsou latky frodniho i syntetického
puvodu, které reaguji s oxidujicimi latkami a tim epaduji oxida&ni a autooxidéni procesy v
Zivych organizmech a potravinach. Latky s oxidan (tinkem, nefasgji reaktivni formy
kysliku, jejichz pedstavitelem je peroxid vodiku,@8, a volné radikdly, nap superoxidovy
anion radikal O,", se mohou do¢la dostat prosednictvim potravy nebo vznikaji jako
intermediaty metabolizmu, nagisobenim enzymu NADPH — oxidasy se wkéch tvdi jiz
zmirgny superoxidovy anion radikal, ktery je potom kgtiaky premEnén enzymem
superoxiddismutasou na peroxid vodiku.

20, + NADPH——> 207, + NADP + H’
207, +2H——> H0, + O,

Pisobenim enzymu katalasy dochazi k rozkladu peroxadiiku na vodu a kyslik.

2 H0p —> 2H,0+ O,
Podstata mechanizmwiaku antioxidank spaiva v tom, Ze p reakci s volnymi
radikaly poskytuji atom vodiku za vzniku peroxidodiku, hydroperoxidu nebo jiného
neradikalového produktu. S¢asré prechézi antioxidant do formy volného radikalu, ktery

neni vSak tak reaktivni a neni schopen iniciovadaai proces.
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A-H

— R-0-O —> R-O-OH
- AR
2 R-O-OH
- H,0 . A-H
——> R-O0 —> R-O-H
- AR

A-H = antioxidant

AR = radikal oxidantu

Volné radikaly antioxidantu se mohou deaktivovai’tspojenim s dalSim radikalem
(A", ROO, RO), nebo se disproporcinuje navodni antioxidant a odpovidajici chindh

Uloha antioxidantu sgdva predevdim ve zkraceni oxidl@ho tetdzce a zrychleni

vvvvvv

o]

(tokoferoly, gallaty), vitaminy (vitamin A, E, C, B kyselina pangamova), karotenoidy
flavonoidy, rekteré slodeniny zinku, selenu, manganu a&dna také antioxidanty na bazi

aminokyselin, naip glutathion a taurin.

HO P
H,N 0
HO _\—

OH

ethylgallat taurin guercetin

Obecr jsou tyto latky vnimany pozitiv zabraiuji oxidaci lipidi v potravinach a tim
prodluzuji jejich trvanlivost, vyZivovou, senzormk a toxikologickou hodnotu. Jejich
piitomnost v &e ma pozitivni vliv na zdravélovéka, eliminaci reaktivnich sl@enin s
oxidatnim &inkem dochazi k zabrani negativniho vlivu &chto latek na cévni systéem a
vzniku ateroskler6zy nebockterych tymi rakoviny. V sodasné dob se vyzkum zawtuje
také na vliv pemiry antioxidant na lidsky organizmus,ipdevsim syntetickyiipravenych a
podavanych \isté forn® jako potravinovy doplkk, které pak mohoutsobit inhib&né na v
téle prirozere probihajici oxidani procesy a timisobit naopak negati¥n Frirozené zdroje
antioxidanfi, atkoli jsou konzumovany pravidedn zvysuji koncentraci antioxidaintv Kkrvi

jen nepatra. Mezi jednoduché vyukové pokusy nalezi redox reakgseliny askorbove
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spojené s barevnymi zZmami, ndzoré ukazujici jeji antioxidéni vlastnosti (nap reakce

kyseliny askorbové s ferrikyanidem draselnym).

2.2.5 Modely fisobeni kancerogén

Jinou skupinou latek, které jistematicky pai do této kapitoly, jsou mutageny neboli
latky, pasobici na strukturu a funkci nukleovych kyselin @slddky tohoto psobeni se
mohou projevit na tiznych drovnich buftné organizace. Dnes Ize pomociétsiného
mikroskopu rozeznatittypy chromozomalniho poskozeni. Strukturni nebhcomozomalni
aberace, které postihuji strukturu chromozomu, genwve aberace, kdy dochazi ke ¢
poctu nekterych chromozotin ¢i celého genomu a genové mutace postihujici je@do wice
nukleotidh jednoho genu a neprojevi se proto v morfologiioamwzomu. K jejich odhaleni
slouzi techniky molekularni biologie. Do skupinyngeych mutaci péit tzv. bodové mutace,
postihujici jediny nukleotid v ramci sekvence DNAdechazi k zarkn¢ jediného nukleotidu
za jiny. Podle toho, jestli dochazi/nedochazi kwesini aminokyselinoveého slozeni proteinu,
jedna se hdi o tichou mutaci (vznika triplet, ktery kéduje stejnou AMK); nebonautaci,
ktera méni smysl —missense mutace (vznika triplet, ktery koduje jinou AMK) anebo pvt
stop mutaci -honsense mutace, ktera vede ke zkraceni proteinu (vznika tripkeery kéduje
STOP kodon)™ 22 V&tSina mutageh indukuje sodiasré s bodovymi mutacemi také

chromozomalni aberace. Tyto latky jsatkdly nazyvany klastogeny &ldlse do ti skupin:

1) Fyzikalni Kklastogeny — n&p UV z&eni, ionizujici z&eni, vysokofrekveini

elektromagnetické #ani, ultrazvuk, teplota.

2) Chemické klastogeny — napalkylacni latky, slodeniny indukujici DNA-DNA KiZové

vazby (mitomycin C), akridiny, radiomimetika (blegain), €Zké kovy.

3) Viry

Mutace z@sobené #&akym faktorem zvySe uvedenych skupin se nazyvaji
indukované mutace. Existuji j€Stnutace vznikajici bez znaméiginy a takové se oziaji

jako spontanni.
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Mutageny pdafci do druhé skupiny se také nazyvaji chemomutagejyich pcet je
velice rozsahly, steintak jejich &inek, na jehoz zakladlze chemomutageny rodd do
dvou skupin. Prvni skupinu tiioanaloga bazi DNA. Do této kategorie nalezi 5-hrail,

ktery je analogem thyminu. Tyto latky owulivji replikaci DNA.

Br N

ST
N \ N\pentosa /N« >:N pen -

~<\ >7N entosa O H—N\

pentosa H
5-bromuracil adenin 5-bromuracil gua
(jako thymin) (jako cytosin)

Druhou skupinou jsou latky, které modifikuji sttuku bazi DNA. Nkteré jsou
piimymi mutageny, reagujici s bazemi DNAmpo, jiné tzv. protomutageny, které vyZaduji
pro toxické msobeni metabolickou aktivaci. Tyto mutagenys@bi i za podminek, kdy se
DNA nereplikuje a pat sem cel&ada alkyl&nich ¢inidel, kdy tyto latky intereaguji s atomy
dusikuci kysliku purinovych a pyrimidinovych bazi za vzaikdpovidajicich alkylderivat
Prikladem gimého mutagenu jsou alkylsulfaty (faplimethylsulfat), latkami vyZzadujicimi
metabolickou aktivaci jsou nitrosaminy (ffamlimethylnitrosamin), vznikaji pak alkylové

kationty, jinymi latkami tohoto typu jsou polycykké aromatické uhlovodiky, které o

epoxidy.
ﬁ HsC
HsC—O—S—O0—CHj N—N=0
I HoC
dimethylféit dimethylnitrosamin

Jednim z népstjsich typi poskozeni DNA je deaminace (100 bazihw/den)®*. P
této mutaci dochazi kipmené cytosinu na uracil. Podle principu komplementasty vSak

cytosin ve dvotetzcové DNA vaze s guaninem, ale uracil s thyminem.
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Obr. 13. - Vliv deaminace cytosinu na parovani baziri replikaci DNA.

zmutované vlakno

deaminovany C thymin - uracil - adenin - thymin

| AL

. adenin - adenin - thymin - adenin
thymin - uracil - adenin - thymin replikace DNA Y
| X | | E—— A misto G

adenin - guanin - thymin - adenin ] ] ] ]
thymin - cytosin - adenin - thymin

adenin - guanin - thymin - adenin

nezmutované vliakno

Podobr adenin, ktery se v normalnintipad paruje s thyminem, jefpmenén na
hypoxanthin a ten se vaze s cytosineniz#jest dojit ke znén¢ guaninu na xanthin, ale zde
nedochazi ke z#ém¢ vazebného partnera, v obouigadech je to cytosin. Mezi latky
zpasobujici deaminaci pét kyselina dusitd. Deaminace bazi kyselinou dusispativa
v pievedeni baze, obsahujici aminoskupinu na diazonidfip ktera se rozlozi za uvaini
dusiku na hydroxylovou skupinu, jez okamziizomeruje na oxoskupinu (oxo-enol

tautomery). Deaminaci cytosinu vznika uracil, adarhypoxanthin a guaninu xanthin.

N2 NHo Ci
SN N

N N NN / NH
NH Yo NH N/) NH™ SN Sy
0 0 o]

v IR
| NH HN ‘ > HN/I >
NH/KO N N 0~ nH N
cytosin— uracil adeni hypoxanthin guaria xanthin

Na nasledujicim schématutgeme vidt prislusné parovani bazi po deaminaci
kyselinou dusitou. V prvnimifpad dochazi ke zené¢ komplementarniho paru cytosin-

guanin na thymin-adenin. U deaminace guaninu ne&dochparovani k zadné 2mé, v obou
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piipadech je vazebnym partnerem cytosin. Deaminaaiiad vznik4 hypoxanthin, ktery se

ale paruje s cytosinem, takzévpdni par adenin-thymin je Zim¢n na guanin-cytosin.

uracil H / N
H‘g/_\<N : / NTH N>/—\§/\N/fpentosa

pentosa (@] pentosa (@] H adenin

/
H N O - H—N

H N //O _
/ .

\( / HNO, \( / Y cytosin

N N—H — N N— N Ny

pentosa . pentosa

N== N— N
/ \
H

(@) pentosa

H
H

I
o

guanin /N—
H

cytosin
H
H /

\
H N N—H _|
T e
pentosa/ pentosa/ _
n=( N4< —

adenin H hypoxanthin H o pentosa

Méne ¢asté jsou depurinace a depyrimidinace, kdy dockéztra& nukleotidu. Byla
jiz také zmirna alkylace, kdy dochazi k navazani alkylové skygmag. CHs-) na bazi. V
piipact guaninu dochazigsobenim alkyl&niho cinidla methylmethansulfonatu (MMS) k
methylaci kysliku na Sestém uhliku za vzniku O-mglgghaninu, ktery se paruje s thyminem.
Pavodni komplementarni par guanin-cytosin je nahrapérem adenin-thymin. dkteré
reakce nemaji prakticky vyznam, jinéigpbuji mutace chybnym parovanighkem replikace
nebo zcela polymeraci zastavuiji.
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entosa j
pentosa N— < p N=— / N\

/N—H /N—H ****** O pentosa
H H
guanin O-methylguanin

Podobr pisobi hydroxylani ¢inidla (nag. hydroxylamin), kdy z cytosinu vznika

hydroxylamincytosin a ten se misto guaninu vazeesni@em.

J N
HA%_\<N —NHZO’H HAQ/_<N_H 777777 N>/7\ 7\l:oentosa
—N

pentosa @) pentosa o H
cytosin hydroxylamincytosin

Baze nukleovych kyselin mohou byt vyuzity jako migdéiomakromolekul pro
demonstraci chemickych zm, které maji za nasledek zavazna onkologicka onenod

(napr. fotochemicka dimerace thymint)

Obr. 14. - Dimerace thyminu.

O| O| CH3

CH3 NH_O  uwv HN W/
b ‘ + ‘ Y T )\ NH
NH =
)\
o) NH H3C | o NH
o)

Ve vyuce chemie se podobné typy experimemévyskytuji pilis ¢asto, jednim z

konkrétnich pikladi je fotochemicka dimerace thymiAtiaj.
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2.3 Vybrané konkrétni aplikace bioorganickych méda vyuce chemie

Stejre jako v kazdém jiném biologicko-chemickém oboru méodelovani
biochemickych systéinv procesu vyuky na zakladni a obzviastiedni Skole zasadni
vyznam pro pochopenéi priblizeni dané problematiky Z&k. Na niz§im gymnaziu a
zakladni Skole je viipdmétu chemie problematika enzymové katalyzy pouze asetma, Zaci
ziskavaji informace o existenci enzymako slozitych pirodnich molekul, kteréfidi
chemické procesy Vv Zivych organismech. Z biochegtbk proced je i vramci
mezigedmétovych vztali s biologiifeSena pouze na zakladni arovni fotosyntéza, ddte pa
ziskavaji zaci informace o existendirpdnich latek, jako jsou bilkoviny, cukry a tukyoa
jejich zakladni stawba funkci. Zcela jina situace je na vySSim gymnakie zZaci absolvovali
jiz organickou chemii a chemii polymer podrobrji jsou seznamovani s kapitolami
z biochemie. Satasti tohoto tiva je podrobna stavba, funkce a chemické vlastnost
nejdilezit¢jSich skupin pirodnich latek, klasifikace a charakteristika enaymjednoduseny
mechanizmus jejichdinku a zaklady kinetiky enzymové katalyzy a nastedmetabolizmus
jako celek s podrok#si charakteristikou ¢kterych jehocasti jako nap glykolyza, Krebév
cyklus a dychacfetézec, B-oxidace mastnych kyselin, favinovy cyklus aj., steghtak i
replikace, transkripce a proteosyntéza. Bylo byazeime velice Zadouci, iislusny vyklad
doplnit rejakym vhodnym modelenéthto slozitych molekuti procesi. Takovy model ma
ale jeS¢ dalSi specifika, kterymi se vyukové modelovani ¢i§ modelovani bioorganického.
Krome pravidel, kterd byla zméma v kapitole ,Bioorganické modely a jejich chaeaidtika“
musi vyukovy model jeStsphovat pravidlo jednoduchosti a vhodnosti. To znamer&a
krom¢ vystizeni podstaty problému nebo co r&jiho mozného ifblizeni zpisobuieSeni
musi byt jeho vyklad natolik jednoduchy, aby to odidalo Grovni stedoSkolské chemie.
Zak pi vyswvétleni &chto slozitych procésmusi pracovat s pojmy, které ovlada a kterym
rozumi. Vys¥tleni podstaty jevu musi byt natolik jednoduchéy bBiglo nazornyni¥eSenim,
zaroveh musi odpovidat realnému stavu. Vlastni realizaodetu je provagha studenty nebo
ucitelem @i vyucovani formou experimentu a je tedy nutné, aby p@ng@ z#éizeni bylo pro
Skolu finargn¢ a materiald dostupné a chemikdlie byly netoxické a snadno aréhé.

Z téchto divodi je ¢asto velice &Zké najit gjaky prijatelny kompromis tak, aby dany model
byl co nejjednodussi, odpovidajici dané Urovni eow odpovidal realnému, pode

probihajicimu velice slozitémuéjil Proto bylo do této doby publikovano jergkolik
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piiklada, které byly pak $tSinou réjakym zpisobem je& modifikovanyci doplreény. Nekteré

piiklady vyukovych experimentbyly stritné zmirgny jiz diive.

Methylenova motla Blue bottle

Methylenova motl je vyznamnym redoxnim indikatorem a jejfephod na tzv.
bezbarvou leukoformu a naopakigidi v organické chemii mezgkolik malo reverzibilnich
redoxnich systéth Tato okolnost v souvislosti s barevnou ¢nou, ke které dochazitip
oxidatn¢ redukéni reakci, je ficinou toho, Ze se methylenovd niostala vyhledavanou
latkou pro fizné typy vyukovych experimeit Slowenina je vyuzivana v pokusech,
demonstrujicich redoxni reakce organickych &min, miZze byt pouZita v experimentech
problémového charakteru, jinou alternativaegstavuje methylenovd miogii modelovani
slozitych biochemickych procés

Asi nejznandjSi reakci, modelujici re&hi mechanizmus reverzibilniho oxiaé
redulkéniho systému, je reakce ,Blue bottle”, ktera bylapmwé metodicky rozpracovana
Campbellem v knize ,Pto probihaji chemické reakce® Campbell v prvnicasti knihy
analyzuje reakci a prdsidnictvim série experimentalnich pozorovani nal@e&éhanizmus

reakce. Tento experiment, jak uvadi Engerer ve studii '°

, hevys¥tluje pouze reaki
mechanizmusi kinetiku reakce, ale je vybornyniigladem tzv. ¥decké metody. Blue bottle
(modr& lahev) je obeé&nznama reakce, velmiiasto vyuzivana ip Skolnich experimentech
realizovanych frontakh nebo i studenti mohou prov&d samostath investigativi-
experimentalnim zjsobem. Pouziva se jako vizudlpisobiva demonstrace a péoka pro
studium reaknich mechaniziin Je pedkladana hypotéza, kterou studenti dokazuji
v souvislosti s dalSimi na sebe navazujicimi otdika pokusy a vysledkem je potvrzeni
puvodni hypotézy o mechanizmu reakce. Tentistpp je obzvlagtcenny, protoZze studenti
Zjistuji, Zze jejich pdateeni hypotézy se nepotiep vzdy experimentaka potvrdit a musi je
proto adekvat® korigovat. Studenti @bézné méni hypotézy a podle vyvoje experimentu
navrhuji dalSi postup, nejde tedy o pouhé shrdioedni dat. Tento investigativni igob je
pro studenty velmi motivujici. Experiment je p&mme nara@ny na gipravu itele, ktery se
musi aktivie zapojovat do diskuze studéntpozitivné ovliviiovat jejich gistup kieSeni

problémi a pomoci jim s interpretaci vysleilk
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V klasické verzi experimentu je D-glukosdidana k vodnému roztoku hydroxidu
sodného satasré s malym mnozstvim methylenové nted Pokud se roztok ptepava,
zmodra a stanim se &podbarvuje. Proces sete mnohokrat opakovat. Experiment stavi

studenty pedfadu otazeR:

1) Michanim se roztok obohacuje o plynnou slozkd naztokem. V tomto ippact lze
odvodit, Ze funkci oxidéniho ¢inidla zde ma vzdusny kyslik, ktery seganim rozpousti
Vv reakeni snesi.

2) Kyslik reaguje sé&kterou z latek v roztoku, cozZigrhodr® zpisobuje vznik modrého
meziproduktu.

3) Modry meziprodukt reaguje gkterou sloZkou roztoku za vzniku bezbarvého proalukt

4) Zmena bezbarvého roztoku na modry a z modrého na bezhani jeden vratny proces.

5) Michani roztoku delSi dobu jefiginou déle trvajici reakce, ale ne intenzi&iho
zmodrani. Je to dan@t$im mnozstvim rozpudtého kysliku ve sisi.

6) Konstantni intenzita modré barvy znamena, ze¢pginu doby Bhem reakce probihaji oba

kroky soutasré (z modré na bezbarvou a @pd).

Na druhé strahje treba vylodit celoufadu nespravnych hypotéz:

1) Michanim roztoku se dodava energie, ktera ijedieakci.
2) Cilem michéni je vytweni homogenniho roztoku.

3) Zme¢na bezbarvého roztoku na modry a naopak je jedEnyproces.

Vysledkem je poznéani rea&kiho mechanizmu reakce, kdy se methylenovéa imod
v alkalickém progedi roztoku glukosy #mni na redukovanou bezbarvou formu, tzv.
leukoformu. Praepavanim obsahu tiey dochazi k rozpou&i vzdusného kysliku, jez
zpasobi oxidaci methylenové miel (redukované bezbarvé formy) na oxidovanou banevno
formu. Stanim se roztok odbarvi, protoze glukosayuge s oxidovanou (barevnou) formou
methylenové maid, kterd se pemeni na redukovanou bezbarvou formu (leukoformu) a
glukosa se zarovieoxiduje na lakton kyseliny glukonové. V sasné dob existuje cel&ada
studii a experiment které ugitym zpisobem tento pokus obohacuji nebo modifikuji {nap

pouzitim fiznych substrdit zménou reaknich podminek).
-40 -



Obr. 15. - Schéma redoxniho systému wfpadé Blue Bottle

H,C— N
H O H | =

on ok S H20,
HO OH (H3C), N S N (CH

3)2
H OH

methylenova modf (ox.)

H
(H5C), N S N(CH

3)2

glukosa

_—OH

H,C

glukolakton methylenova modf (red.)

Urcitou alternativu pedstavuje pouZiti jinych sachafidneZz glukosy. Mohou se
pouzivat jiné redukujici sacharidy jako hap-mannosa a D-galaktosa. Naopak D-sacharosa,
ktera je neredukujicim sacharidem, neni pro terpeement vhodn& mize fungovat jako
piiklad rozdilnych chemickych vlastnostékterych sacharitl a dikaz nutnosti redudni
skupiny pro zdarny fib¢h reakce. Pro Skolnic¢aly je vhodné pouZit itizné potraviny jako
zdroj pislusného sacharidu ve smyslu zlepSeni bemsi a snizeni nakladNevyhodou je
ne zcela kvantitativni odhadiiplusnych komponent reakc¥. MiZe byt zajimavym
srovnanim rychlost zbarveni &g na zaklad picitomnosti uéité potraviny a tim i odhad, jaké
mnoZzstvi redukujiciho sacharidu potravina obsalmgleo ve srovnani s Gdaji od vyrobce.
Urc¢itym srovnanim mze byt také pouziti aldehydu s oxoskupinou a alkosdydroxylovou
skupinou. Zatimco methanal odbarvuje methylenovodima protepanim niZze byt zbarveni
obnoveno, tak reakci s glycerolem zadné barevngngmebyly zaznamenany, a proto je pro
pozitivni reakci nutnaiftomnost oxoskupiny, reddki Gsinek alkoholu je nedostajici *.
Existuji i jiné varianty tohoto experimentu. Podglpokus byl popsan Brandlem pod nazvem
,Red-Bottle* 2. V tomto fpact se jednd o mechanizmus oxidace benzoifes [stadium
barevného radikal-aniontu na benzoat sodny. Barexmdna @i této reakci souvisi
s pritomnosti barviva Safranin-T vreak sn¥si. Zluto-oranZové zbarveni seémi na
cervené, odbarveni trva déle nez ve srovnani s Bidde. Jako barvivo fZe byt v pokusu
.Violett-Blue Bottle* také pouzit thioninacetat, dgarvy roztok se ®mi na fialovy a

odbarveni je Gpln&,
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Methylenova motl se ¢asto pouzivAd ke kinetickym studiim. Zji§e se vliv
koncentrace jednotlivych slozek r&ak sntsi nebo reaénich podminek na rychlost reakce.
Mowry a Ogren se ve své publikaci ,Kinetics of M@dme Blue Reduction by Ascorbic
Acid“ zabyvaji spektrofotometrickym studiem vliviogminek na pibsh reakcé®. Cilem
téchto studii je kvantitativni zhodnoceni zavislostchlosti reakce natenych faktorech,
nag. koncentraci methylenové migda kyseliny askorbové, pH, teptotnebo vlivu
rozpoustdla *°. Tato problematika svym zatienim a narénosti je vhodna spise pro
vysokoskolské €ely. Wellman a Noble ve své jiz citované studii gening the Blue Bottle"
pouZzivaji methylenovou madjako barvivo, kyslik jako oxidai cinidlo a reduknim

ginidlem je kyselina askorbova

Obr. 16. - Redoxni systém methylenovd ma&d kyselina askorbova

kyselina askorbova

CH,OH
H—OH
N
o / OH | AN
(HsC), N s NN (CHy)
0 OH 3v)2 3/2
methylenova mod¥ (ox.)
CH,OH !
H—OH N
o7 =0 /@ D\
\ (H3C)2 N S N(CH3)2
(0] O

methylenovéa mod¥ (red.)
kyselina dehydroaskorbova

Zajimavym vyuzitim methylenové mimlje dikaz Schardingerova enzymu v mléce.
Pri pokusu se pouzivéerstvé mléko a kupované, pasterizované. Do rozsekigida methanal
a methylenova madd Roztok serstvym mlékem se odbarvi asi po 2 minutach, tépeln
zpracované mlékoistane mote zbarvené i po dlouhé datiMethanal se ve vodném roztoku
vyskytuje v rovnovazném stavu s methandiolem. Redsictvim Schardingerova enzymu se
z diolu od&pi atomy vodiku, pcemz methylenovd mddfunguje jako jejich akceptor a
pirechazi na bezbarvou leukoformu. Tento enzym obeahoizecerstvé mléko,  teplog

nad 60 °C dochézi k jeho denaturdci
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3. CIL PRACE

Cilem disertani prace je vypracovani podkiagpro vyukové experimenty, které s
vyuzitim jednoduchych bioorganickych motlepriblizuji studenim vysokych a zakm
strednich Skol podstatu slozitych biochemickych pracekle o experimenty prezentujici
nag. metodologii tvorby a vyuZiti bioorganickych motleéle i novou interpretaci znamych
pokusi. Jednim ze &kejnich Ukoh této diserténi prace jeovéieni prinosu za&lenéni
piislusného experimentu do vyuky chemie na gymnaziuaziéelem osvojeni si daného
udiva studenty. Podstata metody je jednoduch&itym skupindm Zak je probirané &ivo
krom¢ teoretického vykladu jeStdoplreno vhodnym tematickym experimentem, ktery se
provadi samostatnnebo v malych skupinach a jiné skupiny #§&ou seznameny s danou
chemickou problematikou pouze pii@stnictvim teoretického vykladwiele. OkE skupiny
jsou poté srovnavany a hodnoceny s vyuzitim dokaxého Satni a na zakladrozdilu
aspEsSnosti mezi dmito skupinami je mozné zjistit vliv experimentu wavojeni si dané
chemické problematiky. Pro tent@el byl vybran tematicky okruh z toxikologie — toké
latky a antidotni fipravky, protoze modelové reakce jsou jednoduch&esi nebo
komplexotvorné reakce, kdy si Zaci mohou odvoditgpy pisobeni antidotnihoifpravku
na vodorozpustné toxické latky a tim rozlisit tdeaa latku, kterd je ve va@drozpustna od
jejiho nerozpustného derivatu, ktery ma iagonzistenci srazeniny nebo barevného
komplexu a je pro organizmus prakticky neSkodnyledou reakce velmi nenameé na
laboratorni vybaveni a vlastni fipravu experimentu. Pracuje se v mikro nebo
semimikrongfitku a s nizkymi koncentracemi, proto je nebeékpmravy spojené s praci
s toxickymi latkami minimalizovano. Vybrané temagc celky slouzi jako podklad pro
vypracovani navadexperimentalnich dloh, které jsoweny pro vybrana laboratorni ¢eni

na vysokych Skolach vathvajicich @itele chemie i praktika pro zajemce na gymnaziich.

-43 -



4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pomicky a chemikalie

amoniak, p., Pent&R

dustnan kademnaty, p.a., Lachen@:gR
dustnan olovnaty, p.a., Lachem@SR

dusitan sodny, p.a., LachentzSR

fluorid sodny, p.a., Lachem&SR
hexakyanoZeleznatan sodny, p.a., Lach&is®
hydroxid sodny, p.a., LabafR

chlorid barnaty, p.a., Lachem@SR

chlorid vapenaty, p.a., LachenzSR
komplexon Il p.a., Lachem&,SR

kyselina chlorovodikova, p.a., Penf:6R
kyselina $avelova, p.a., Lachem@sR
kyselina trihnydrogenfosfos@a, p.a., Lach:nef;SR
siran méd’naty, p.a., Pirvo;R

peroxid vodiku, p.a., Lachem@sR

siran sodny, p.a., LachenSR

aceton, , p.a., Lach:ne&tR
albumin, p.a., Sigma, SRN
anilin, p.a., Lachem& SR
butan-1-ol, p.a., Lachem@sR
cystein, p.a., Aldrich, SRN
cytosin, p.a., Fluka, Svycarsko
difenylamin, p.a., Lachem&SR
ethyl-acetat, p.a., Lach:n&fR
glukosa, p.a., Lachem@sR
glutathion, p.a., Aldrich, SRN
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isopropylalkohol, p.a., Lach:netR
kyselina octova, p.a., LachenSR
methylenova mai p.a., LachemaSR
mocovina, p.a., Lachem&SR
ninhydrin, p.a., Merck, SRN

$krob, p.a., Lachem&SR

uracil, p.a., Fluka, Svycarsko

kadinka (50 crfy 100 cn)

kuZelova baka se zatkou (1000 cin
mikrokapilary

odmsrny vélec (50 crf) 500 cn)
pipeta (10 cr)

sklergna ty¢inka

zkumavky

drzak na kadinky

elektricky vai¢

chromatograficka komora s krycim sklem

kahan

stojanek na zkumavky

stopky

susarna

tenk& vrstva silikagelu, KavalietR

tenka vrstva silikagelu s luminisaarim indikatoremX=254 nm), Macherey-Nagel, SRN
UV lampa na detekci chromatogranCamag, Svycarsko

vahy
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4.2 Navrhy vyukovych experimenti

4.2.1 Modelovani biuretové reakte

Biuretova reakce je v analytické chemii jednim akladnich zfisobi kvantitativniho
stanoveni a kvalitativnihottazu gitomnosti bilkovin. Je zaloZzena na reakcidmaté soli
s bilkovinou v alkalickém prostdi, @i které vznika modrofialovy produkt. Pro pozitivni
vysledek reakce je nutn&ifpmnost peptidické vazby (-NH-CO-), a proto poaiti vysledek
vykazuji i reakce s podsta@tnednodussimi latkami obsahujicimi peptidickou vaziez je
tomu v gipadt bilkovin, nap. s biuretem. Podolkrijako v gipact reakce siranu &a’natého
s vajénym albuminem reaguje biuret se siranemdd’nmatym za vzniku modrofialového
produktu. Vzhledem k zabarveni produktuizeme konstatovat, Ze charakter interakce
méd’naté soli s albuminem a biuretem je srovnatelnye provést oba pokusy paraléls
identickym vysledkem a v takovénripact se jednd o klasicky fiklad bioorganického
modelu reakce wm'naté soli s bilkovinou, molekulu biuretud#eme v této souvislosti
povaZovat za jednoduchy model molekuly albuminuslegek reakce je srovnatelny, i kdyz

rettzec bilkoviny se odrettzce biuretu struktughlisi.

-NH-CH(R)-CO-NH- CH(R)-CO- oN-CO-NH-CO-NH
obecné schéma peptidovitigzce biuret
NH H.N-CO-NH;,
amoniak dayina

V tfet€zci biuretu se stdaji atomy dusiku a uhliku amidické skupiny. Pemn@nstraci
lze pouzit i strukturé jednodusSi latky, struktugnsouvisejici s biuretem (amoniak,
mocovina). V takovém fipad je vysledek reakce jiny, siranédnaty tvai s amoniakem syt
modry produkt - siran tetraammigdnaty, @i reakci s mgovinou se tvéi swtle modry
produkt. Na obrazkd. 27. (viz. gloha) je Zetelre vidét, Ze vzhled komplexu &’'naté soli s
amoniakem a s n¢ovinou je zcela odlisSny od komplexu s biuret&iralbuminem. Porovnani

komplexa méd’naté soli s amoniakem, mavinou, biuretem a albuminem ukazuje, Ze
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komplex néd’naté soli s bilkovinouigjme souvisi s fitomnosti peptidové vazby v molekule.
Zbarveni komplexu gnaté soli s albuminem a biuretem maji podobny od#tdmplex
méd’naté soli s amoniakem a gayinou maiji jiny vzhled.

Jistym problémem je struktura takového komplexuwlytanéd’natého kationtu
s molekulou biuretwi albuminu. Je zajimavé, Ze u tak zcelakazného a jednoduchého
modelu neexistuje ipsré stanoveny model daného komplexu soli. Dostupnéhoeane
struktury™ 32 se blizi modelu komplexu &#naté soli sectyimi molekulami biuretu

prostednictvim centralni -NH- skupiny.

Obr. 17. - Komplex peptidovéhoietézce s CG* kationtem

O__T <|3_—O
H—N__ _N—H
\\\ ’/’
(R)C—H ™~ _ ““H—C(R)

/’C
o=—cCc ., ., Cc=—o
// \\
H—N’ ‘r|\1—H
(RIC—H H—C(R)

Jinou cestu bioorganickych model predstavuje interakce d&inaté soli s
aminokyselinami, peptidem a bilkovinoaraminokyseliny tvéi s ned’natymi solemi modré
chelaty a s kratSimi peptidy komplexy, jejichz dalge dan délkouettzce peptidu a tim
poitem peptidickych vazelf. Peptidy setyimi a vice aminokyselinovymi zbytky davaijii p

reakci nap. cervené zbarveni, tripeptidy nafialové a reakce s dipeptidy jsou nigzné.
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Obr. 18. - Chelata-aminokyseliny s Cd* kationtem
_ H,

/0\ N
O N /s
§C \\\ ’// %C/H
[ @
R // \\
H/CQ // \\\ /C§O
o

Je mozné vytviit modelovouiadu z latek, které jsou si struktdrpodobné, ale s
odlidnou délkouretszce *’. MiaZzeme takto porovnat néflad glycin, glutathion a albumin.
Glycin je jednim ze struktué nejjednodussich zastupcaminokyselin a je jednou ze
zékladnich slozek bilkovin. Jako zastupc@minokyselin neobsahuje peptidickou vazbu.
Glutathion je sloZzen zefit aminokyselin (z kyseliny glutamové, cysteinu lycmu) a
predstavuje zastupce jednodusSich pépiikionkrétrd se jedna o tripeptid). Albumin je

bilkovina, obsazena napr bilku sleptiho vejce (vajeny albumin).

SH
NH2 o
NH _COOH
HOOC)\/U\NH ~
H,N—CH,—COOH o
glycin glutathio

Reakce jednotlivych sl@enin s mddnatou soli vede k barevnym prodiukt,
vzajemrt se liSicim odstinem modré barvy. Glycinifive alkalickem prosedi s iéd’natou
soli tma¥ modry chelat (viz. obr. 18). Ani glutathion nepgile reakci s r’natou soli
v alkalickém progsedi bareva tradicni komplex, ale vznika $tle modry produkt. Vajgny
albumin za uvedenych podminek wytivaocekdvany modrofialovy komplex. Tomuto
produktu je pisuzovana struktura, zndzéméa na obr. 17 a pro pozitivni vysledek biuretove
reakce je tedy nutnatripomnost delSiharettzce. Biuretova reakce souvisi gitpmnosti

peptidické vazby v molekule s delStetezcem.
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4.2.2 Methylenova mdadako model koenzymu

Vyznam methylenové maidjako bioorganického modelu byl popsan v teoreticksti

o aplikaci bioorganickych modele vyuce chemie. Campbil exepriment oxidace glukosy

"Blue Bottle" Ize pouZit i pro objagni a pochopeni sloZitého mechanizniersu atomu
vodiku a elektrof prostednictvim dehydrogenaz (NAD, FAD nebo FMN)

\ o)

: | | | Il Il

! Hzc—cl—c—cl——CHz—o—llv— —llv OCH,

|

| ]

i OH OH OH OH i HO

i | :

] | ]

] | ]

| i |

! FMN i !
FAD

H  NH, NH,
N XN
Joorr S
=
XN o o—ﬁ—o~ﬁ—o oM N"H
YT
HO OH HO OH

nikotinamidadenindinukleotid (NAD

Methylenova motl v tomto pipad predstavuje jako redoxindikator model

katalytického centra uvedenych enZyrmprotoze jeji struktura je napadpodobnd strukii@

heterocykii ve FAD a FMN, penos atomu vodiku a elektiiopripomina mechanizmus, ktery

se uplatuje v NAD. Renos atomu vodiku a elektribrje spojen se zdémou struktury

indikatoru a tato zina je stej jako u enzymovych reakci reverzibilni. Substratenmv

tomto gipact glukosa, ktera je oxidovana methylenovou e glukolakton, methylenova

modt pirechazi na redukovanou formu, ktera je bezbarvakdeeanize byt opakovana
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protrepanim, kdy dochazi k oxidaci methylenové m@ahodré zbarveni) vzdusSnym kyslikem
(viz. obr. 34 v piloze). S moznostiifslusneho laboratorniho vybaveni Izailgh reakce
sledovat spektrofotometricky nebo potenciometricky.

Podle podobného mechanizmu odebira NAKbfaktor transhydrogenas) dva vodiky
substraim (predevSim povahy primarnich a sekundéarnich alkolokldehyd). Jeden se
vaze v poloze 4 na pyridinovy kruh nikotinamiduylly na apoenzym. Protoze tento kruh u

redukované formy zanikd,dni se i absorbance v UV oblasti a tim Ize tut@éamdetekovat.

H H
SN CONH, CONH,
| o
| H
5 5
oxidovana forma redukovana forma
(NAD (NADH)

Demonstrace [ib¢hu transferu vodiku je vifpadt flavinovych nukleotid jest
vérohodrgjSi, pra¥ z divodu gitomnosti flavinového kruhu. Stejnjako v gipact
methylenové maidl i zde dochézi ke zémé¢ zbarveni. Oxidovana forma flavinovych enaym

ma barvu Zlutou, redukovana je bezbarva (leuko-&rm

| o
H,C N /NW 40 +oy HC N | N 40
I :[ N _ I :[ N
HaC N H 2H HaC l\ll H
0 H 0
oxidovana forma redukovana forma
(FMN, FAD) (FMN§1 FADHy)

Pomoci methylenové médze vhodre demonstrovat chovani systému:
NAD" + SH, — NADH + H" + S
a zarové modelovani systemu:
FMN (FAD) + SH — FMNH, (FADH,) +S.
Tradiécni Cambelliv experiment je proto mozné interpretovat v jingcvislostech.
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4.2.3 Modelovani vlivu reakich podminek - 8peni Skrobu amylasou

Pro tento typ experimentu je zcela snadné najibjzdastniho enzymu, protoze v
lidskych slinach je jeho nevgrpatelna zasoba. Pro vlastni obfsrexperimentu fgdevsim
pii detekci produktu reakce je ale nutné zndispb SEpeni Skrobu amylasou, resp. i pro svou
specifenost fizné typy amylas. Existujfittypy amylasa-amylasa, ktera &bi na kterémkoliv
mist€ 1,4u-glykosidické vazby polysacharidovéhtettzce. Podminkou je ffilomnost
minimalre tii uvedenych vazeb, protoZze hydrolytick&p&ni disacharitl a trisacharid neni
timto enzymem 0s8né. Produktem takovéhageni jsou glukosa, maltosa a oligosacharidy
a-dextriny. B-amylasa &pi 1,4a-glykosidické vazby polysacharidovéhetzce do jeho
vétveni, produkty &peni jsou maltosa &-dextriny. Existuje je$t y-amylasa, ktera
prvni ze zmiovanych,a-amylasa, prav pro jeji vyskyt ve slinach (trivialnim nazvem se
ozn&uje jako ptyalin). Kron slin se tento typ enzymu nachazi ¢e$tpankreaticke tRwe,
vylu¢ované do duodena (dvanactniku) tenkéhevst Ze zpsobu Stpeni polysacharidového
fetézce a-amylasou rozliSujeme dvformy enzymu, tzv. zkap@ljici a-amylasu, ktera &pi
oligomery o 15 a vice glukosovych jednotkach a rajiki o-amylasu, &fpici tetramery
glukosy>3.

Vedle znamych experimans Lugolovym a Fehlingovyniinidlem Ize jest pasobeni
amylasy na Skrob demonstrovat s vyuzitim identdé&karodukt Stpeni na tenké vrsév
silikagelu (Silufol). Vysledkem experimentu jékhz latek, vzniklych &penim a vzhledem
k zabarveni a velikosti skvrn na tenké véstiv poskytnuti ¥tSiho mnozstvi informaci
kvantitativnino charakteru o {séhu enzymatického &beni nez v klasickém podani.
Podobr i u této metody rize byt funkce enzymu ovilivwvana tiznymi fyzikalnimi faktory
(nap. pH) ¢i inhibitory (nagF. soli €Zkych kowi). Roztok Skrobového mazu sieg gidanim
smeési slin a destilované vody smicha s malym mnozstdimtnanu stibrného, v jiném
piipadt s hydroxidem sodnym. Pdigani £Zkého kovuei hydroxidu se experiment provede
zcela identicky jako v igdchozim pokusu. V tomtaiipact nedochazi § detekci na tenké
vrstwé k tvorbé charakteristickych skvrn, aktivita enzymu je inbwna nizkym pH, resp.
piitomnosti soli&¢Zkého kovu (denaturace enzymu).

Vlastni experiment se provadi v kadince o objemertpii pokojové teplat (25°C).

Skrobovy maz je smichan se &nslin a vody v po®tu 1:1 a vzorky reéni snési jsou pak
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odebirany v fesré stanovenycltasovych intervalech pdech minutach (0, 3, 6, 9, 12 a 15
minut) a nanaseny mikrokapilarou na tenkou vrst?mw eluci nanasSenych vzdrkbyla
pouzita smis ethyl-acetat : isopropylalkohol : voda v posm3 : 3 : 1, jako deteékiho¢inidla
bylo pouzito smisi difenylaminu, anilinu a kyseliny fosfaheé. Zviditelréni chromatogramu
se po posgiku deteknim cinidlem provadi v suSaén Krom¢ vzorki odebranych v
jednotlivych ¢asovych intervalech jsou na chromatograméjetinaseny kontrolni vzorky
glukosy, maltosy a Skrobu. Z chromatogramu (viz. 49) |ze potom odvodit malé mnoZzstvi
glukosy (R= 0,43), dale #Si mnozstvi maltosy (R 0,30) a takéetko identifikovatelnych
latek, pravdpodobré oligosacharid typu trimef a tetramer (Re= 0,17 a R= 0,08).

Koncentrace vSecli¢hto latek se s postupujicitasem zetSuje.

Obr. 19. - Chromatogram monitoringu pribéhu Stpeni Skrobu a-amylasou
(0-15 jedas v minutach, G - glukosa, M - maltosa, S - 3krolg - snés)
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4.2.4 Modely fisobeni toxickych latek a antidotnictgravki

Mechanizmus fisobeni toxickeé latky na organizmus nebo antidattiiyl Ize prokazat
nebo modelovat zcela jednoduchou formou peastictvim srdZecich nebo
komplexotvornych reakct®. Antidotni gipravky mohou fungovatéiznymi mechanizmy,
negastji pievedenim toxické latky na latku netoxickou nebcérzou struktury latky du
piirozené, jejiz struktura byla pozmeéna toxickou latkou’. Mnohem jednodusdsi a tedy i
vhodrgjSi pro vyukové modely je prvni skupina reakcétdihou se jedna orpménu toxické
latky ve vo@ rozpustné na latku nerozpustnou nebo rozpustdewedoxickou (iizné typy
komplexi). Jako antidotni ijpravek pro vodorozpustné slkmniny barya se pouZziva siran
sodny. Rozpustné barnaté sleniny tvai se siranem sodnym nerozpustny siran barnaty (bila
srazenina). Reakce se provede ve zkumavce s°316n roztoku chloridu barnatého a
n¢kolika kapkami 3% roztoku siranu sodného. Vytvee bila sraZzenina siranu barnatého,

ktery je netoxicky, protoZe je nerozpustny ve &¢abr. 28 v piloze).

Ba&" + SQ* — BasSQ

Podob® rozpustné slateniny nédi mohou byt stejnym Zpobem vysrazeny
z roztoku reakci s hexakyanoZeleznatanem sodnym {pukové éely Ize pouzit i 8l
draselnou) za vzniku hexakyanoZeleznatarkd’matého (hida nerozpustna srazenina - obr.
29 v piloze). Pokus se provadi stejnymaspbem jako fedchozi, fidava se k 3 cthl%

roztoku siranu Rd’natého gkolik kapek 3% roztoku hexakyanoZeleznatanu sodného

2CUF*" + [Fe(CN)]* — Cuw[Fe(CNY]

Pti otravach fluoridy nebo t&velany se jako antidotnifipravek pouziva chlorid
vapenaty nebo glukonat vapenatyi Rakci, za zcela analogickych podminek jako uuwbo
piredchozich pokus vznikaji nerozpustné soli - fluorid vapenaty nébavelan vapenaty (bilé
sraZzeniny - obr. 30 a 31 ¥ijwze).

2F + C&" — Cah

(CO0), + C& — (COO)Ca
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Velice ¢asté a nebezpeé jsou otravy vodorozpustnymi st@minami olova. Pro
odstragni téZkych kowi se pouzivaji organické sléeniny, které obsahuji SH-skupiny.
Prikladem n@ize byt cystein, syntetickymi sldeninami jsou dimerkaprol (2,3-
dimerkaptopropanol), oztavany téZ jako BAL (British Anti Lewisit), ktery byispesg
pouZzit @ zasazeni organismu bojovou chemickou latkou Libevis dale pak 2,3-
merkaptopropansulfonan sodny (DMPS) a 2,3-merkaptajova kyselina (DMSA).
Produktem takovych reakci jsou ve ¥oderozpustné produkty, ve kterych se vazgiké

kovy na atom siry thiolové (sulfhydrilové) skupiny.

L — —CH— HOOC—CH—CH—COOH
H2(|: (|:H CH, H2(|3 (|:H CH, (|3H (|:H
HS SH OH HS SH SO,Na HS SH
BAL DMPS DMSA

lonty koui lze také vazat do vodorozpustnych kompleg derivaty kyseliny

ethylendiaminotetraoctové (EDTA).

HOOC_CQZ _ CH;~COOH
N—CH;—CH;—N
HOOC—CH, CH;—COOH
EDTA

Jako antidotni fipravek se pouziva vapenato-disodBBEDTA, ktera niize byt pro

vyukoveé ely nahrazena disodnou soli EDTA ( Komplexon III).

H,C—CH—COOH NaOOC_—CQ? CH;-COONa
HS NH, /N—CHZ—CHZ—N
HOOC—CH, CH;—COOH
cystein Komplexon Il
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Jak jiz bylo fe¢eno, antidotni &€inky pii odstraiovani €zkych kowi vzhledem
k pfitomnosti  SH-skupiny vykazuje cystein a proto i kbiliny, obsahujici tuto
aminokyselinu, budou mit stejné vlastnosti. Takdiekoviny jsou obsazeny né#glad
v mléce nebo vai@mém bilku. Bzké kovy zfisobuji denaturaciéthto bilkovin vznikem ve
vodk nerozpustnych kompléxsrazenin. Reakce se mohou provésttaig nebo zarowvie pro
srovnani. Do dvou zkumavek se o#m3 cnt 1% roztoku dushanu olovnatého, do prvni
zkumavky se pipetouifgla nékolik kapek 3% roztoku cysteinu a do druhé zkumandiolik
kapek za studena nasyceného roztokucnajeo albuminu. V obouifpadech se vylati bila
srazenina netoxického komplexu (obr. 3ZNgze).

Bilkovina i reakci s &zkym kovem niZze obrace# slouzit i jako model toxického
pusobeni &Zkého kovu. Reakci vznika nerozpustny produkt (sii@Zenina), jez simuluje
toxické pisobeni soli olova (denaturace bilkovin¥idBnim rekolika kapek 5% roztoku
disodné soli EDTA (Komplexon 111) k 3 cm 1% roztoku roztoku dushanu olovnatého a
nasledg nékolika kapek za studena nasyceného roztokucméjeo albuminu se Zzadny
nerozpustny produkt net¥io neba ionty olova jsou jiz vazany do pevného komplexu
s disodnou soli EDTA (obr. 33 wifpze).

Jinou alternativou jsobeni ioni tZkych kowi (P, Cd*, HF") na latky obsahuijici
skupinu -SH je modelovani nekompetitivni inhibiceymu. Na zaklaglinterakce iont kovu
s molekulou enzymu mimo jeho aktivni centrum dochiézireverzibilnim (nevratnym)
zméndm ve struktie enzymu a tim ke ztéatjeho katalytické aktivity. Modelovymi
sloweninami byly zvoleny vajmy albumin a cystein. Bilkovina albumin zde simaluj
molekulu enzymu a cystein, ktery je gasti enzym, vnasi do enzymu -SH skupinu.
Albumin obsahuje cystein v bilkovinném polymernifetzci. Pro reakci je mozno pouZit i
tripeptid glutathion jako model fragmentu enzymuo Rrovnani byly pouZity struktu&n
podobné latky, které ale neobsahuji volnou -SH skup cystin a serin. Cystin obsahuje

misto -SH skupiny disulfidickou skupinu -S-S- aise©H skupinu.
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H,C——CH—COOH

T NH,
I
H,C——CH—COOF H,C——CH——COOH H,C CH—COOH
SH  NH, OH NH, H,N
cystein serin cystin

Jako modelové sl@eniny €£zkych kowi pro demonstini experimenty byly vybrany
dusinan olovnaty a du&nan kademnaty, dusian rtwnaty neni z hlediska bezpwsti prace
zcela vhodnou modelovou skmninou pro Zakovské experimenty. Reakci 5 % roztoku
dusknanu olovnatého resp. kademnatého s latkami oldsaéhuj-SH skupinu (albumin,
cystein) vznikne bila srazenina, Yvigad cystinu a serinu se zakal netivoTuto reakci lze

v piipadt olovnaté soli znazornit nasledujicim schématem.

SH s
+ P — >Pb + o
SH s

Olovnaté soli vytvéeji komplex, ktery ma vzhled bilé srazeniny. Saditabnich
t&zkych kovi (Cf*, CUP*, Agh) tvoii intenzivnici jen slaby zékal.

4.2.5 Model fisobeni mutagen

Je zcela &ejmé, Ze psobeni mutageénna DNA je velice slozitym procesem. Pro
zjednodusSeni i vyukovych experimentech Ize pouZzit struktijadnodussi latky. Molekulu
DNA miZzeme pimo nahradit konkrétni pyrimidinovou nebo purinovoéei, na kterych Ize
interakce s mutageny snadno demonstrovat. Jaky|@ \bkapitole 2.2.4 uvedenoginym
poSkozenim DNA je deaminace cytosinu za vznikuiluaci jako vhodny fiklad modelu
pusobeni mutagenu iieme pouzit tento typ deaminacdispbenim kyseliny dusité. Vlastni

vyukovy experiment je reakci cytosinu s dusitanewdnygm v gitomnosti kyseliny
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chlorovodikové a Ize ho uskutdt v semimikro nebo mikrogtitku. Vlastni detekce a fioch
experimentu je mozné kontrolovat pomoci chromafiigraa tenké vrstv 2. Reakci
provadime se sési cytosinu a amoniaku, na kterodspbime za zvysSené teploty (&n
zahrivdme za stdlého michani na elektrickéntidip dusitanem sodnym \iffomnosti
kyseliny sirové. Jakoutkaz uskuténéni reakce nam e slouzit unikajici dusik, ktery Ize
jednodusSe dokazat pomocitfa tiisky. Ri reakci dochazi taktéz ke 2me zbarveni roztoku.
Vzorky reakni snesi nanasime na tenkou vrstvu sgotese srovnavacimi vzorky cytosinu a
uracilu a ponechame vyvijet 80% butan-1-olem jak&nim ¢inidlem. Vlastni detekce se
provadi pod UV-lampouE254 nm). Hodnota retaréi@iho faktoru (R) pro cytosin je 0,18 a
pro uracil 0,40.

Obr. 20. - Chromatogram pribéhu deaminace cytosinu
(C-cytosin, U-uracil, S-srovnavaci vzorek)

I

-57 -



4.2.6 Model fisobeni antioxidait

Tripeptid glutathion je vyznamnou latkou s anti@idim &inkem. Sklada se z
kyseliny glutamové, cysteinu a glycinu a je to gr@ystein se svou volnou -SH skupinou,
které tento tripeptid i za své antioxidmi (inky.

SH
NH2 O
NH _COOH
HOOCMNH ~~7
0
glutathion

Glutathion (G-SH) se v lidském organizmu vyskytiajieo koenzym glutathionoxidasy
a v gitomnosti peroxidu vodiku, ktery je tken v buikdch, se oxiduje za vzniku produktu s
disulfidickou vazbou mezi dvna molekulami glutathionu (G-S-S-G).

2G—SH + H,0; —» G—S—S—G +2H,0
Rozklad peroxidu vodiku vyZaduje dostatek volnéhdaghionu, ktery se twd pasobenim
enzymu glutathionreduktasy #igplusného disulfidu.
G—S—S—G +NADPH + H' —— 2 G—SH+ NADP"

Tento slozZity biochemicky proces antioxédého pisobeni glutathionu je mozné ve
vyuce chemie demonstrovat na dvou UGrovnith Prvni moZnosti je demonstrace
prostednictvim vzniku cystinu oxidaci cysteinu, kdy sert stejnym zgsobem pislusny

disulfid jako v fFipadt oxidace glutathionu.

Q
NH COOH
Hooc” NH \”//\\r/
. O H,N

S
NH2 O
NH _COOH
HOOC)\/U\NH ~
o)

Druhou moZznosti je provést vlastni oxidaci glutaitii peroxidem vodiku a vysledek
reakce potvrdit pomoci tenkovrstvé chromatografrodukty oxidace jsou nanaSeny
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mikrokapilarou na tenkou vrstvu celulosy sgioke se standardy (cysteinem a glutathionem).
Chromatogram se necha vyvijet v kamo/ elinim cinidle butan-1-ol : kyselina octova :
voda v pongru 60 : 15 : 25. Detekce se provadi prednictvim 1% roztoku ninhydrinu
v acetonu a po usuSeni chromatogramu v st&siaen pozorovat tZové az fialové skvrny
vychozich latek a produktoxidace (viz. znazoemi chromatogramu na obrazku 21).
Retardéni faktory vychozich latek a produikjsou: cystein - 0,38; cystin - 0,15; glutathion -
0,39; dimer glutathionu — 0,16. Na chromatogrammgZné detekovat spai& s cystinem a
dimerem glutathionu i malé mnoZstvi nezreagovanygthozich latek a porovnat je se

standardy.

Obr. 21. - Chromatogram pritbéhu oxidace cysteinu a glutathiond.

(I - cystein, 1l - cystin, 11l - glutathion, 1V - d imer glutathionu)

4.3. Metodika pedagogického vyzkumu

Slovo metoda pochaziieckéhomethodogcesta) a fedstavuje postup nebo igob
pro dosazeni deného cilec¢i ziskani pisluSnych dat a metodologie je ob&cwéda o
principech a metodachégdeckého poznani, ipac metodologie pedagogiky jsou podstatou
védeckého zkoumani pedagogické jevy a procesy, &tigko ziskavani dat a jejich
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zpracovani, které tyto &ase neustéle seémici skuténosti co nejlépe charakterizuji. Je nutné
ale dodat, Ze studium vysleidipedagogického vyzkumu je jen jednou &alika moznosti
pro zkoumani procesu vychovy a élavani.

Metody pedagogického vyzkumu mohou byt kvantitdtivebo kvalitativni a zalezi na
pedagogickém jevu, ktery je zkouman, zda butkvlpdat kvantitativni nebo kvalitativni
pristup. Je nutné, aby zvolena metoda zkoumani zvoleného jevu zajistila dostateu
validitu (platnost nebo vhodnost dané metody prounkany jev) a reliabilitu (spolehlivost

nebo pesnost dané metody).

1) Kvantitativni gistup - opira se fedevSim o statistické zpracovani vyshediresre

definuje prondnné, které jsou gfitelné. Mezi kvantitativni metody patexplorativni metody
(test, anamnéza, dotaznik, anketa, interview), lubs&a analyza textu, pozorovani,

sociometrie a experiment

Tab. 1. - Druhy didaktickych testi >,

KLASIFIKA CNi

HLEDISKO DRUHY TESTU
merna charakterlstlka testy rychlosti testy arown
vykonu
. standardizované - nestandardizované -
dokonalost fipravy testu A . L o
. T - | profesionalg pripravené| neformalni (obtiz&si
a jeho pislusenstvi - .
(existuje standard) interpretace)
povah&tinnosti kognitivni - Urove ,psychomotorlcke i
. VR vysledky psychomotor.
testovaného poznani u zak L
poznani
mira specifinosti weni | vysledki vyuky v dané | studijnich gedpoklad -
zjisStovaného testem oblasti obecrjSi charakteristika
e, . ovetujici - Urove
. . rozliSujici - vykony jsou| . C sz .
interpretace vykonu 7 védomosti zaka v danem
srovnavany .
tématu
casoveé zgazeni do vyuky vstupni piibézné vystupni
tematicky rozsah monotematické polytematické

mira objektivniho

NS objektivre skorovatelné| subjektivnskorovatelné
skorovani
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Test - je soubor uloh, které jsou stejné pro vSechryunkané objekty. VSechny jeli@sti
jsou gresre ohodnocené pragdnictvim bod a vysledek je dan usgnostireSeni (dosazenim
urcitého pa@tu bodi). Druhy testovych Gloh mohou byt otemé Siroké (rozsahlejSi odpak;
komplexrgjSi znalosti), otekené se stitnou odpowdi (nag. uvedeni vzorce, ziky prvku
atd.), uzavené dichotomické (dv alternativy), uzakené s vybrem odpo¥di (vice
nabidnutych odpaidi), uzavené pirazovaci (nap ke znéce prvku pifadit spravny nazev) a
uzawené stazovaci (usp@dani pojm na zaklad uritého kritéria)*®.

Anamnéza- vySetovana osoba si vzpomina née@chazejici zazitky a zkuSenostitu@e byt
subjektivni - osoba popisuje sama sebe, nebo dnjgkt osoba je popisovana jinymi
osobami)

Dotaznik - pati mezi nejroz&ensjSi metody, protoze Ize zkoumat velky okruh res@ontd
Nevyhodou je nizsi reliabilita, proto je nutné, alitgzky byly gesré formulované a p#ivé
sd'azené. Typy dotaznikjsou:

a) s uzakenymi otazkami - respondent voli z nabizenych warignejjednodussi jsou
dichotomické s ano-ne moznosti, jinou formou mobgustugovaneé)

b) s polouzakenymi otdzkami - krowh nabizenych variant @ie dotazovany formulovat
vlastni odpoud’

C) s otevenymi otdzkami - respondent zcela sam formulujeoshgo\edi

Anketa - varianta dotazniku, ¢éena velkému okruhu respondént

Interview - otézky jsou kladeny asin coZz umo#uje uzSi kontakt mezi tazatelem a
dotazovanym, klade vysSi naroky naippavu. Rozhovor rive byt volny (drzime se
zvoleného tématu) nebh@zany(piedem pipravené otazky). Variantou je hromadny rozhovor
(beseda).

Obsahova analyza textu- analyzujeme tzné typy dokumeiit (osobni, Skolské nebo
piislusné ukazatele). Pokud analyzujeme po stransaholvé, ozrmijeme metodu jako
kvalitativni.

Pozorovani - vyZaduje zkuSeného pozorovatele. Sledujaiin@ost zkoumanych objekt
systematicky a planovanNejastji je pozorovanizjevné (sledované osobyédi, Ze jsou
pozorovany), jinym zfisobem niZze byt pozorovangkryté (nag. prostednictvim kamer)
neboz(rastrené (pozorovatel je saiasti @ni, ostatni nexdi o pozorovani). O zaznamu se

vede protokol, ktery je vyhodnocestsinou po skoéeni pozorovani.
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Tab. 2. - Druhy pozorovani i pedagogickém vyzkumu.

KLASIFIKA CNI DRUHY POZOROVANI

HLEDISKO
y Loz kratkodobé - ¥tSinou dlouhodobé - sledovan
casové naroky , . . b -
jedna vy@ovaci hodina urcitého jevu
sebepozorovani pozorovani jinych
osoba pozorovatele i
(introspekce) (extrospekce)
kontakt s testovanou imé nevlastni
osobou Pr (zprostedkované)
mira speciftnosti weni standardizované nestandardizované
zjiStovaného testem | (systematické, objektivni) (intuitivni, béZné Skolni)

Sociometrie - slouzi ke zjisovani interpersonalnich vztah(sympatie, socialni statut -
prestiz). Vysledky jsou zapsany do tabulek a gkafiyhodnoceny’.

Experiment - metoda je zaloZena na principu oxitivani tzv. zavislé proémné jinou
proménnou - nezavislou. Vysledkem je pak g@gani zn¢n v souvislosti této zavislosti obou
proménnych. Na rozdil od chemického experimentu Ize jgdko v experimentu
pedagogickém zatit piitomnost pouze jedné nezavislé peomé nebo opakovani
experimentu za zcela identickych podminek. V Kklafia pojeti pracujeme se @&wa
skupinami, experimentalni a kontrolni, ktera slojgko srovnavaci. Gbskupiny jsou na

konci experimentu srovnavany priegtnictvim tesi.

2) Kvalitativni gristup- je zangten spiSe na obsahovou stranku ziskanych vyslegikaduje

blizSi zkoumani pokusné osoby a sledovanych sitlrezentace vysleflije uvadna spise

slovni formou. Mezi kvalitativni metody fakazuistiky a metoda etnograficka

Kazuisitika - je podrobny popis danéh#ipadu, na jehoz zakladze vyslovit za¥r ¢i feSeni.
Obsahujeanamnézydosavadni vyvoj osobnosti a pény, ve kterych se probant nachazel),
diagnozu(vysledek poznani) prognézu(dalsi vyvoj)

Etnograficka metoda - pozorovatel pronika do zkoumaného piredi tak, aby nenarusil jeho
déni. Nekdy je pimo (astnikem vlastniho pozorovani. Vyzkumnik nenidsg dané cile

pozorovani, proces probiha vyrédantuitivne.
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Vyhodnoceni pedagogického vyzkumd® *°

Pro vlastni vyhodnoceni pedagogického vyzkumu bgtrejen dotaznik s ot&anou
formou odpo¥di, které byly ohodnoceny na zak¥advazované slozitosti dané odgdu
Kvantitativni zhodnoceni vysledkbylo provedeno zjighim stednich hodnot (konkrégn

aritmetického piméru) bodového ohodnoceni pro dantida a celkovy vysledek.

kde X je hodnota i-tého pozorovaniy(x x; +...+ %))
N je p@et vSech pozorovani.

Pro zobrazeni &dni hodnoty znakuiplichém rozsahu byl zji8h median

K= Xni1)2-

Pro statistické zhodnoceni vyslédlbyly déale pouZzity statistické funkceiatini
(pramérnd) odchylka a s#modatna odchylka. Sdni odchylka uwuje ptimér absolutnich
odchylek dat od jejich gdni hodnoty, je gfitkem variability a je dana vztahem:

1?1

d = N Z'x;’—#}f‘_

=1

Pomoci smrodatné odchylky Izeffblizné urcit, jak jsou nalezené hodnoty v souboru

vzdalené od g@meérné hodnoty resp. odistdini hodnoty.

S =J[ﬁ i:(,}.:i — ;f)z]

-63 -




5. VYSLEDKY

Testovani prokhlo nezavisle na dvou Skolach, na Gymnaziu FrikdriSchillera v
Pirn¢ v Némecku a na Gymnaziu i@owi. Pedagogicky vyzkum musel byt modifikovan s
ohledem na wjSi podminky v ramctesko-rgmeckého projektu, ktery na této Skole probiha.
V ramci projektu zde studufiesti studenti, kié prichazeji do zdejSi sedm#dy (odpovida
nasSi sedméridé nebo sekuntl osmiletého studia) a svym gem dophuji némeckoucast,
ktera spoleén¢ funguje jiz od patéridy. Na prvnim stupni (Grundstufe/Sekundarstufend)i
cesti zaci mkteré gedmity v matéském jazyce, jiné vdmeckém, tento po#én se néni s
rostoucim ronikem ve prosgch jazyka ®meckého. Na druhém  stupni
(Oberstufe/Sekundarstufe IBidy prakticky zanikaji a studenti jsou r@&kehi do kurZi podle
zaneieni. Studium je jiz pouze v jazycémeckém. Na této arovni vyuji pouze 8mecti
ucitelé, krong vyuky jazykaceského. Vyuka chemie &aa proceské zaky v osméitié a je
vedena v jazyce matkém. Zvlastnosti wethto skupin jsou jejich osobni vztahy, proto2é d
spolu travi térsr vesSkerycas, ve dne ve Skole a odpoledne na internatu, kiybeatizné
socialni skupiny, které maji odliSnou charaktekistinez v pipact téid obvyklych.

K dispozici byly tedy pouzeitskupiny (8.-10.itida) o malém p&u studeni (11-15).
V druhém pipadt byl vyzkum provadn za podminek zcelagébnych na gymnazialni arovni
(osm tid s pamérem 26,4 Zaka naitu).

Studenti byli rozdleni do dvou vykonnosth soungtitelnych skupin. Nahodnym
vybérem bylo uteno, ktera zé&chto dvou skupin bude mit vyzkum dogini vybranymi
experimenty. Pedagogicky experiment byl uskoa priblizné uprosted druhého pololeti,
tedy jeSt v dok® pred uzavenim klasifikace za zcela regulérnihailpthu Skolniho roku.
Jedna se o skolni rok 2010/2011.

Charakteristika sledovanych tid:
1) Friedrich-Schiller-Gymnasium Pirna, Seminar3{rf01796 Pirna, Bimecko

8. tfida - Experimentu se Zastnilo 10 dti (8 ddv¢at, 2 chlapci). Tataida je ze zkoumanych
skupin na #mecké Skole jednoztaé vykonnostd nejslabSi. Pouze dva Zaci jsou
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piirodowdrg orientovani, maji odpovidajici schopnosti a znal@statni jsou zagieni spise
humanitré, dva dalSi Zaci z této skupiny zlepSuji studijninpr tiidy svou pili. S vyukou

chemie se poprvé setkali v tomto roce.

9. tida - Experimentu se Zastnilo 14 Zak (9 ctvcat, 5 chlapg). Na rozdil od pedchozi
skupiny vykonnost# nejlepSi tida. Pomdr humanitg a girodowdné zantrenych zak je
vyrovnany, zaci maji také celkem dobré znalostiemeattiky a fyziky. Jeden zak v chemii

vyznamr prevysuje ostatniCtyti Zaci zlep3uji studijni gimer téidy svou pili.

10. ¥ida - Experimentu se Zastnilo 11 Zak (7 dévcat, 4 chlapci). Skupina je mé&nykonna
nez fedchozi, ale s vyhodou jednoho roku chemie navAci jgou v této dobjiz zapsani do
jednotlivych kurz v 11. r@&niku a tim je dana i preference jejicke@meti a s tim souvisejici

motivace. Pouze chlapci se rozhodli pro studiunntbena dalSim stupni a jsou i vyr&zn

ORI 4

2) Gymnazium Relows, Obrané miru 1025, 53501 iRlows, Ceska republika

Pedagogicky vyzkum na Gymnaziu ieP i byl proveden s pomoci pani Mgr. Lucie
Stiibrné, Ph.D., kterd na tomto gymnaziu yje predmety biologii a chemii. Vyzkumu se

zWastnilo celkem 8itd s nasledujici charakteristikou:

kvarta - (25 zak - z toho 5 chlapg. Pasivni ttida s pevahou divek, bezproblémova, ale

vlastni iniciativy. Zaci jsou schopnigsr interpretovat vyklad ditele.

kvinta - (21 zak — z toho 11 chlagg. Iniciativni tida s velmi dobrymi studijnimi vysledky.
Z&ci jsou vyznam® motivovani studijnimi Gsjchy. Zaci se vyznaiji samostatnym
piistupem ke studiu. Véite panuje sowiva atmosféra, kteréripasi nadpkimérné studijni

vysledky ve viechiedmtech. Zaci nélezi k premiaim Skoly.

sexta - (24 z&k— z toho 14 chlag. Zaci ve fidé jsou chyfi, ale pasivni. Vytvieji zajmové
skupiny vzajemé& nespolupracuijici, veité panuje zn&na rivalita. Zaci jsou soéivi, ale ne
v chemii. 4 Zaci maturuji z chemie.

- 65 -



septima - (28 zdk — z toho 13 chlag). Zaci ve idé jsou chyti, sebe¥domi, zaloZeni
prevazre sportovié nebo technicky. Jsou sémivi, dosahuji i vynikajicich vysledkve

studiu, jejich aktivita je aled@lova, chemie jeifliS nezajima. 4 zaci maturuji z chemie

oktava - (22 7&k — z toho 10 chlag). Zaci ve tidé jsou chyki, kooperuji, osobnosin

kvalitni, vyZaduiji i kvalitni praci &itele. Jsou cilesxdomi. 4 Zaci maturovali z chemie.

2.A - (14 24k — z toho 8 chlapg. Primérna ¥ida, polovina zak je velmi slaba, vyzaduje
individualni gistup. Navzdory studijnim problém tvoii dobry kolektiv. 2 Zaci budou

maturovat z chemie.

3.A - (31 Zak — z toho 13 chlag. Iniciativni #ida s dobrymi studijnimi vysledky, tkio
dobry kolektiv. Zaci jsou zvidavigenlivi. VaZi si kvalitnich &telt. 6 Zaki bude maturovat

z chemie

4.A - (28 zak — ztoho 9 chlapd. Vcelku aktivni fida, dolse kooperujici. Zaci jsou
komunikativni, pijemni a iniciativni, s dobrym vztahem k chemii. ¥@ki z chemie

maturovalo.

Hypotéza
1) V ramci vyzkumu budou Uugprejsi Zaci, ktéi meli do vyuky z&azen experiment, nez
Zaci, ktei experiment do vyuky zazen nerdli.
2) Vysledky vyzkumu budou korespondovatéem zak a tedy s jejich znalostmi a
zkuSenostmi.

3) Vysledky vyzkumu budou v relaci s charakteristifednotlivych tid.

Jak jiz bylo vySe uvedeno, &eni vlivu z&lenéni modelového experimentu na
pochopeni a osvojeni si obtiznéhdiva bylo provadno na z&kla8l porovnani dvou
paralelnich skupin Zd@k pficemz jedna z échto dvou skupin ®&a vyklad roz&ien o
experimentalntast, ktera nasledovala ihned po daleni teoretick&asti. Nasled#& bylo po
jednom tydnu pomoci explorativhi metody (dotaznikw§teno, do jaké miry si studenti

danou latku osvojili a jaky vliv o zaazeni pisluSnych experimeit Pro relevantnost
- 66 -



vysledlka bylo vhodné Zaky roztit do skupin tak, aby tyto dvskupiny byly vykonnosth
srovnatelné. Qbporovnavané skupiny by dy mit jak Zaky "odboré zdatrgjSi", tak i Zaky,
ktefi jsou v tomto oboru "menschopni”.

Kapitola o antidotnich pro&tdcich byla obsahem pedagogického vyzkumu a to pro
nas z ®kolika zasadnich odi. Prislusné modely jsou jednoduché srazeci nebo
komplexotvorné reakce, které Ize prostadv mikromgiitku ve zkumavkach a tedy
s minimalnimi  naroky na laboratorni vybaveni. ZdwW&a struktury latek nebo
biochemickych zrén, které tyto modely iigdstavuji, pa&t mezi jednodussi a Ize je provad
S ukitymi obménami na vSech Urovnich Skol, tzn. Ize je pouzitjakzdkladni Skole, tak na
Skole vysoké. Pro vlastni teoretickéaist vykladu byl fipraven ucelenyighled o toxickych
latkach a jejich antidotech, kteryte byt z#azen jako celek do vyuky, niapv nasem
piipack jako sowdast kapitoly o bezgmosti prace v chemické labor#&tdNa vysokeé Skole je
pak problematika antidotnich préstlki sowdasti gedmétu Toxikologie a vzhledem k&Si
orientaci na Skoly zakladni afstini, byla tato kapitola zpracovana jako pojedmaldtkach
jedovatych (toxickych) a odpovidajicich protijededbcitel dle svého vlastniho uvazeni
provadl vyklad predevSim se zadenim na problematiku jéda jejich odstragni z
organizmu. Samdejm¢ daraz byl kladen na soubor takovych toxickych lateky obsah
korespondoval s experimentalsasti a studenti byli seznameni se strukturou attidb
latek, strukturou Pislusnych komplek a rovnicemi, popisujicimi interakce antidotni hatk
latkou toxickou. Tato teoretick&iprava ditele byla nazvana "Jedy a protijedy" (vizilpha
- Metodicky list pro ditele).

Nasled® bylo dotaznikovym S&tnim zkoumano, zda ¢lo provedeni fislusnych
experimeni pozitivni vliv na osvojeni tiva. Tento testeSili studenti po &kolikadenni pauze

(jeden tyden) od provedeni experiment
Hodnoceni dotazniku
Pedagogického vyzkumu secastnilo celkem 228 zaékz 11 ¥id, coZgini pramérné

20,7 Z&ka naridu. Z toho bylo 134 divek (pmérné 12,2 divky naiidu) a 94 chlapc
(pramérné 8,5 chlapce naidu).
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Obr. 22. - Prehled pdtu zakua v jednotlivych tridach.
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Kazdy Zzak mohl v testu ziskat maxim&alh6 bodi. V nasledujici tabulce a grafu je

piehled ziskanych bddu obou zkoumanych skupin ve vSetiddch.

Tab. 3. - Pd@ty dosazenych bod v jednotlivych tFidach.

Trida Pocet bodi (prameér)
Skupina s experimentem Skupina bez experimentu
8.tfida (FSG Pirna) 3,6 3,5
9.tfida (FSG Pirna) 11,3 59
10.tida (FSG Pirna) 7,5 5,8
kvarta (Gy Pelow) 2,6 2,5
kvinta (Gy Relow) 4,1 2,5
sexta (Gy Relow) 6,9 4.8
septima (Gy Relow) 12,1 8,9
oktava (Gy Pelow) 12,6 5,3
2.A (Gy Relow) 8,9 4,7
3.A (Gy Relow) 10,7 7,9
4.A (Gy Relow) 9,8 6,5
celkem 90,1 58,3
pramér 8,2 5,3
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Obr. 23. - Prehled dosazenych bailv jednotlivych tiéidach.
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Tab. 4. - Vypcet statistickych ukazatefi-dosazené body.

Skupina s experimentem

Skupina bez experimentu

Pocet hodnot 11 11

Minimum 2,6 2,5

Maximum 12,6 8,9
Prumér 8,19 53
Median 8,9 5,3
Pramérna odchylka 2,96 1,55
Smérodatna odchylka 3,37 1,94

Tab. 5. - Us@dnost v testu (v %) v jednotlivych #idach.

Trida

Uspsdnost v testu (v procentech)

Skupina s experimentem

Skupina bez experimentu

8.tfida (FSG Pirna) 22,5 21,9
9.tfida (FSG Pirna) 70,6 36,9
10.tida (FSG Pirna) 46,9 36,3
kvarta (Gy Pelo) 16,3 15,6
kvinta (Gy Relow) 25,6 15,6
sexta (Gy Relowt) 43,1 30,0
septima (Gy Relow) 75,6 55,6
oktava (Gy Pelow) 78,8 33,1
2.A (Gy Relow) 55,6 29,4
3.A (Gy Relow) 66,9 49,4
4.A (Gy Felow) 61,3 40,6
prameér 51,3 33,1
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Obr. 24. - UspSnost zak (v %) v jednotlivych t¥idach.
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Tab. 6. - Vypcdiet statistickych ukazateli — UspéSnost v %.

Skupina s experimentem

Skupina bez experimentu

Pocet hodnot 11 11
Minimum 16,3 15,6
Maximum 78,8 55,6
Priamér 51,3 33,1
Median 55,6 33,1
Pramérna odchylka 18,47 9,67
Smérodatna odchylka 21,07 12,11
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6. Diskuze

Prvnim Ukolem této prace bylo vyttemi ugitého souboru experimahntkteré by za
stanovenych podminek modelovaly slozité biochemjmiaeesy a to v oblastech, které byly
nastiny v teoretickétasti. Snahou takoveho modelovani je zachovani pwekniealného
déje, minimalizace narak na laboratorni vybaveni a chemikdligin@tena nazornost a
srozumitelnost dana urovni, pro kterou j&amo, tedy pedevSim pro Zaky. Tato prace
obsahuje celkem Sest vytemych ¢i modifikovanych experimefit jako model, které
demonstruji konkrétni procesy probihajici v Ziviebanizmech:

1) Biuretova reakce jakouaHlaz bilkovin, kde biuret a dalSi skmniny pedstavuji model
bilkoviny.

2) Sepeni Skrobu progednictvim slinné amylasy a nasledna identifikacedpkii pomoci
chromatografie na tenké vrstvjejiz vysledek dokazuje aktivitu enzymu z&itér casové
obdobi. Stejnym zjsobem v fitomnosti €Zkych kowi ¢i zménou pH se provadi inhibice
amylasy, coz Ize @ snadno demonstrovat pomoci TLC chromatografie.

3) Methylenova moi pro své redoxni vlastnosti spojené seéaou barvy jako model
kofaktorti transhydrogenas.

4) Demonstrace dinku rekterych antidotnich prostdki a zpisobu zneSkodmi toxické
latky.

5) Modelovani psobeni mutagden na gikladu deaminace cytosinu za vzniku uracilu a
nasledna identifikace produktu TLC chromatografii.

6) Demonstrace a modeligobeni glutathionu jako antioxidantu piesinictvim vzniku
cystinu oxidaci cysteinu s naslednou identifikacbdukti pomoci TLC chromatografie,
srovnani s produkty vlastni oxidace glutathionwogetem vodiku.

VSechny experimenty jsou proveditelné za zceknfich podminek Skolni laborae&o
Pouze v pipact experimeni s detekci latek na tenké vrst(gkrob, mutageny, antioxidanty)
je nutné pouziti UV-lampy pro vlastni detekci. Realprobihaji za pokojovych teplot, coz
koresponduje s podminkou realnosti modelace bioadk&io procesu. Reakce jsou téz
nenargéné na materialové zabezeai pokus, vSechny lze prova&t v semimikrondtitku a
mikromeiitku. Jedna se oébné chemikalie, zakladni pravidla bezpesti prace v chemické

laboratdi pro praci s nimi je mozné snadno dodrzet. MozZaika lze vice eliminovat v
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nekterych gipadech snizenim koncentrace danych laigkipravou roztok a latek ze strany
vyucujiciho (FedevSim fpiprava eldnich cinidel pro tenkovrstvou chromatografii). ZvySena
opatrnost pak platitpmanipulaci s UV-lampou. Z didaktického hlediskavglice dlezite, zZe
ve vSech fipadech je zkoumany proces zcela transparentrdestumohou vidt barevnou
zmeénu latky v zavislosti na sledovaném jevu, vznikZzerany nebo barevného komplexu a v
piipadt tenkovrstvé chromatografieetelre patrny vysledek eluce, ktery Ize navic velice
snadno interpretovat.

Druhym Ukolem bylo progdnictvim pedagogického vyzkumuédeni, zda névrhy
modeli maji pro vlastni vyuZiti ve vyuce chemie pro oswidjsi Wiva studenty finos. Jak jiz
bylo zdivodreno, pro tento vyzkum byla vybrana kapitola o modelgisobeni antidotnich
pripravki. V kazdé zkoumanéiteé byly srovnavany dv skupiny, gicemz jedna a vyklad
doplrény o experimentalnéast. Vysledky, které byly zji&y po vyhodnoceni uvedeného
dotazniku, zcela jagnukazuji na pozitivni vliv takového zavedeni modgth pokud do
vyuky chemie. UsgBnostieSeni testovych otazek ve skupinach, ktety myklad doplrény
jeS€ o experimentalnéast, byla vice jak o 14 % vysSi nez u skupin s poukykladem.
Pokud se porovnaji vysledky testu v jednotlivyiiddch, je mozné také pozorovat i viivku
Zaki. Souvisi to se zkuSenosti, které studenti s vyultmmie maji a jak jsou jejich znalosti
chemie hluboké. Witym problémem pro nizSi toiky byly formulace skterych otazek v
dotazniku (otazka. 2 a 3), které se z jejich pohledu zdaly bifti$ obecné, tert abstraktni
acasto se vyznam jejich odp&li piekryval. Na druhou stranu byly jejich odgol v piipads
komplexnich slotenin jako je hexakyanoZeleznatan sodngnéd’naty nebo latek typu 2,3 —
dimerkatopropanol nebo merkaptojantarova kyselinairg obecné, spiSe se jednalo o
negesné a nedité naznaky odpaidi na tyto otazky. #&jmeé je to dano nizkou urovni jejich
chemickych znalosti. Krotnmalého pétu bodi je i rozdil mezi zkoumanymi skupinami
velice maly. To se #mi ve vysSich rénicich, kde se bodovy zisk zvySuje ténlinearre s
rostoucim ¥kem. Vyjimkou v tomto siru je pouze 9.tida FSG v Pir&, ktera je oproti
vékove srovnatelnym ridam vyrazg vykonrgjSi. Vyvstava tim i otadzka ¢kové hranice
vhodnosti realizace takovych experimen¥ tomto snéru je to z velk&asti dano zizenim
dané problematiky dociva chemie na zakladnich @exinich Skolach. Ve vSecthiipadech se
jedna o velmi slozitou problematiku z hrami oblasti biochemie, biologie, toxikologig
lékarstvi. Rislusné modely maji byt sicetipladem zjednoduSené prezentace této

problematiky, nicmé# je k pochopeni danych prindipnutna uéitéd vyzralost osobnosti,
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stejreé tak i zn&né biologické a chemické znalosti v dané oblasfisl¥dky vyzkumu ve
vysSich ra@nicich mohou byt také ovlieny strukturou zkoumanych skupin, profilaci
student (chemické semirf@, volba maturitnichiedn®tt). Je mozné, Ze na celkovy rozdil v
UspesSnosti mezi skupinami nebo spiSe na efektivittazeni experimentalriasti do vyuky
meély i vliv jisté neobvyklosti vedeni vyuky, ktera te pisobit motiv&né. Vysledky
dotaznikového S&#ni koresponduji do zt@aé miry s celkovym hodnocenim jednotlivych
tiid.

Téma "Modely fisobeni toxickych a antidotnich latek” se stejnymstppem
zpracovali a dale rozdli dva Zzaci Gymnazia ifelow (D. Hyvl, V. Kop&) a s vysledky své
prace se zZtastnili IV. rocniku Festivalu ¥dy a techniky pro &i a mladez v Pardubickém
kraji, pricemz se umistili v krajském kole neetim mist a ziskali Cenu &ana Fakulty
chemicko-technologické Univerzity Pardubice &mion stipendiem pro studium na Unive#zit
Pardubice (viz samostatnélpha).
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7. Zaver

1) Bylo navrzeno celkem Sest modelovych bioorgayabkexperimern, které giblizuji a tim
napomahaji objasnit strukturu figpdnich latek nebo mechanizmus konkrétnich

biochemickych reakci.

2) Jednotlivé experimenty nejsou vyznanmarané na vybaveni chemikaliemi a laboratorni

technikou.

3) Vybrana témata po obsahové strance navazujiiva 8 biochemickou, bezpeostni a
toxikologickou problematikou, ktera je na gymnaziic sokasné dob podle tematickych

plani probirana na vyssim stupni (septima, 3nfik).

4) Pro pochopeni dané problematiky je nezbytna\atek Grové chemickych znalosti Zék
Aplikace danych uloh ve vyuce je tedyepr¢ na zakladnich Skolach v této podob
nerealizovatelna. Vysledky dotaznikovéhoié&et do zn&ané miry koresponduji s obecnou

charakteristikou Zakv jednotlivych tidach.

5) Doplreni teoretické vyuky fislusSnymi experimenty vyragnzvySuje efektivitu vyuky

cilové skupiny a osvojeni séiwa Zaky.

6) Téma "Modely psobeni toxickych a antidotnich latek" bylo pouzit@ odbornou préci
dvou zaki Gymnazia Relow v ramci soutze IV. rainiku Festivalu ¥dy a techniky pro &i a
mladez v Pardubickém kraji. Tito Zaci se v krajskéomte umistili naitetim mis¢ a obdrzeli

cenu @kana Fakulty chemicko-technologické Univerzity Renide.
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Metodicky list pro ucitele - Jedy a protijedy

Je znama celgada historek z &in lidstva, kdy jedovaté latky dokazaly #mt nebo
alespa ovlivnit Zivoty skupin lidi, ne-li celych naraéd Otazku, zda jsou tyto historky
pravdivéci ne, ponechme historikn, ale v kazdémifpads existuje celaada chemickych
latek, které mohou vyraZzmegativié ovlivnit Zivoty konkrétnich lidi. VyuZiti chemicloh
latek je v ptimyslu, zenddélstvi, energetice a dalSich oblastech lid&kdosti stalecetrg)si,
soulEzre s tim se vSak zvysuiji rizika kontaktlovéka s jedovatymi latkami. Také&ipoda nas
obklopila nepebernym mnoZstvim rostlin a Zi&ioht, jeZ mohou byt Zivotuclovéka
nebezpeéné v disledku toho, Ze produkuji jedovaté latky.

Urcité nas v této souvislosti napadne c&da otazek. Co to vlastpedovata latka je,
jak ji pozname, jak 1iveme v pipadt, Ze jsme se s takovou latkou dostali do kontaktu
zamezit jejimu vlivu na nd$ zdravotni stav? Jedbvatky mizeme také ozr@ pomoci
ciziho slova jakdatky toxické a jejich gisobeni na Zivy organizmus jakoxicitu. Toxické
latky jsou v SirSim slova smyslu latkami, které mohvyvolat u Zivych organizinjejich
poSkozeni, které tize kortit az jejich smrti. Jiz v roce 1527 vyznamn§eoec Paracelsus
vyslovil nazor, zZe;Pouze davka rozhoduje, je-li latka jedem®,s timto tvrzenim je mozné
se ztotoznit také v s¢asnosti. Lzdici, Zze vSechny latky mohou byt jedem, pokud sdjpwoz

mnoZstvi, které je prédovéka a jeho zdravi nebezpre. Rikladem niize byt ethanglktery se

vyskytuje v alkoholickych napojich a pamezi tzv. nervové jedy. V malych davkach zvySuje
sebe¥domi a vyvolava pocity euforie. Ve vysSich davkatdchazi ke ztrét védomi a
zasta¢ dychani. V &Zkych pipadech mze nastat i smrt. iP opakovanych otravach
alkoholem vSak dochazi k trvalému poSkozeni jatézikem rakovinného onemoéni. Jest
zajimawjSim pikladem je latka, ktera nas obklopuje v kazdodenhivote - kuchyiska sil.
VSichni zname pohadku tiénad zlato", ve které princeznaegwdcuje svého otce krale o
dulezitosti kuchyiské soli, i kdyZ je to v tomtoffpact pouze kwli chuti krdlovskych jidel,
tak ve skuténosti jak sodné kationy, tak chloridové anionyipatezicastice odvozené od
biogennich prvik a jsou nezbytné profgnos nervového vzruchu nebo pro udrZzeni hodnoty
osmotickéeho tlaku butk. Pokud dosgly ¢lovek praimérné vahy kolem 70 kgipme zhruba
250 g chloridu sodného, trhe dojit k umrti z dvodu popraskani bék. Toto jsou jen dva
piiklady proticidného fisobeni latek, kdy organizmu pr@éspé latky mohou byt zaroke
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latkami Skodlivymi a zalezi pouze na mnozstvi datiéy. Podobnych fikladi je samoizejme
mnohem vice, existuje téZ mnoho latek, které v eosmiyslu nebyly prozkoumany. Jedy jsou
rozckleny podle bezprosdni schopnosti usmrtit fmérné tézkého cloveéka (70 kg) do
n¢kolika kategorii:

Tab. 7. - Kategorie toxicity latek.

Kategorie Priblizna smrtelna davka po poziti Riklad
v mg/kg celkové  mnoZstv
pro ¢lovéka
prakticky netoxické > 15000 > 11 BaSQ
méalo toxické 5-10000 0,5-11 ethanol
mirné toxické 500-5000 0,5dI-0,51 NaCl, Fe3O
silné toxické 50-500 Izéka — 0,5 d Cd', P, methanol
extremné toxické 5-50 7 kapek — 1Zka BaCQ, KCIO;
supertoxické 5< méw nez 7 kapek botulotoxin, As
tetrachlordibenzodioximn

Tabulka je pouzeighledem vybranych latekniBobeni toxickych latek na organizmus
muze byt kratkodobé i dlouhodobé. Proto je takéezitym faktoremexpozicedané latky,
neboli doba, po jakou jdovek vystaven isobeni toxické latky.

Jedovaté latky mohou takégwobit na lidsky organizmusiznymi zpisoby. Mohou mit
tzv. pimy inek — Skodlivé jsou jiz jen svojitffpomnosti v organizmu. ifkladem latky

s pfimym &inkem miZze byt kyselina favelova kterd reakci s vapennymi ionty Vo

nerozpustnytivelan vapenaty, jeh@astice se mohou usazovat vdoeych cestach a tim je
mechanicky poskozovat. Kyselinga¥elova odstriguje z organizmu volny rozpustny vapnik,
nezbytny profadu fyziologickych procdés nag. pro stah svalu nebadist a obnovu kostni

tkare. Zcela obdob# funguji ve vod rozpustné_fluoridy, které tvb nerozpustny fluorid

vapenaty Jina alternativa f¥e vychazet z reakce giglusnou jinou latkou a tim ovlivnit
odpovidajici biochemicky proces fyziologické procesy v hice. Velice¢asto miZze touto
latkou byt enzym a timto #ite dochazet k jehimhibici nebodenaturaci (enzym ngni svou
strukturu a ztraci katalytickou aktivitu). Toxickdtka se bd’ vaze na tzv. aktivni centrum
enzymu, coZ je misto v molekule enzymu, které zedlf#oza katalytickou funkci enzymu
nebo na jiné misto, ale enzym pak jiz neni schdpegovat jako katalyzator. Latky, které se
vazi v aktivnim centru, maji strukturu podobnousttdtu. Rikladem inhibitoru vazajiciho se

v aktivnim centru misto substratu jsou antibiotkdfonamidy. Tyto latky seipdnostg vazi
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pied kyselinoup-aminobenzoovou a tim inhibuji syntézu kyselinyoh& (vitamin B), ktera
je rastovym faktorem baktérii. Vyznamnymi zastupci drskapiny latek, vazajicich se mimo
aktivni centrum enzymu, jsodzké kovy (Pb, Hg, Cd), které twd komplexy s thiolovymi
(sulfhydrilovymi) -SH skupinami, obsaZzenymi v cyste tim je denaturuji a enzym ztraci
svou katalytickou funkci. Zcela identickym tgmbem reaguji s jakoukoliv bilkovinou, ktera
obsahuje cystein.ifkladem takové bilkoviny e byt vajeény albumin. OdliSnou skupinou
latek jsou toxické latky schopné reagovat se sloikanunitniho systému nebo émit
strukturu nukleovych kyselin (DNA). VSechny tytoopesy jsou slozitymi biochemickymi
reakcemi, vysledkem je nefudrkost nebo zanik ,napadenych* molekul s negativnismky
na zivy organizmus, vedoucimi ¥kierych gipadech az ke vzniku nadorového onendaén

Na zaatku jsme si kladli otazku, jak pozname jedovatitd od nejedovaté. Uz nyni
vime, Ze i zdanli¢z nejedovaté latky mohou byt jedem, pokud jejichdeamtrace v organizmu
dosdhne arow) kterd je jiz pro organizmus nebezpa. Na stra# druhé, pomineme-li
predchozi tvrzeni, GZeme takéici, Ze jedovatou latku na prvni pohled poznamenvé&izko,
ne-li vibec. Lidsky organizmus sichem miliori let svého vyvoje vytvial urcité obranné
mechanizmy - reflexy, které ho mohodag na takovou latku upozornit, faghuti nebo
cichem. Ale to funguje jen ve velmi omezené&ema rozhodé by nenglo slouzit k poznavani
téchto latek. V pirode mohou byt jedovaté rostliny a Zziiohové utitym zpisobem
zvyrazreni barvou, tvaremc¢i chovanim, aby odradili fijppadného predatora. \ipad
toxickych latek, pouzivanych v chemii nebo kazdadenzivo€, bychom se bez adekvéatniho
ozn&eni neobesli. Kazda nebezpé latka je oznmna pislusSnym symbolem, ktery je
doplrén slovni charakteristikou prastdnictvim R-¥t (popisuji nebezpmost latky) a S-t
(popisuji manipulaci s nebezfpyymi latkami). Samazjmosti je velice obéetné zachazeni
s dodrzovani pravidel bezprsti prace tak, aby nedoslo k ohroZeni vlastnihota a Zivota
jinych lidi.

S mnohem ¢asgjSim pouzivanim chemickych latek dochazi fegp vSechna
bezpeénostni opatni k otravam. Jednou z moznosti, jak jedovatdkul&e svem fisobeni
eliminovat ¢i alesp@ co nejvice omezit jeji gsobeni na Zivy organizmus, je pouZiti
~protijedu”, tzv. antidotniho fipravku. Antidotni latky (zkrace® antidota) jsou v SirSim
slova smyslu latky s opaym (Einkem proti isobeni jiné latky. Pro otravy vodorozpustnymi
sloweninami €Zkych kowi, napgiklad olova, se mohou pouzit organické gkniny

obsahujici jiz zmiovanou thiolovou skupinu, napdimerkaprol (2,3-dimerkaptopropanol),
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ozna&ovany téz jako BAL (British-Anti-Lewisit), dale paR,3-dimerkaptopropansulfonan
sodny (DMPS) a 2,3-dimerkaptojantarova kyselin (DWNIS Tyto latky tvai

s vodorozpustnymi sl@ninami €Zkych kowi nerozpustné komplexyfigemz je atom kovu
vazan na atom siry thiolové (sulfhydrilové) skupiny

L — —CH— HOOC—CH—CH—COOH
H2(|: (|:H CH, H2(|3 (|:H CH, (|3H (|:H
HS SH OH HS SH SO,Na HS SH
BAL DMPS DMSA

Obr. 25. - Komplex 2,3-dimerkaptopropanolu (BAL) solovnatymi ionty *°.
OH

HZ—TH—CHZ
S

N4

HO

Podobi Ize také ionty &Zkych kowi vazat do vodorozpustnych kompileg derivaty
kyseliny ethylendiaminotetraoctové (EDTA). Na$tji se pouziva vapenato-disodnal s

EDTA, ktera je blizkou disodné soli EDTA znamé paadvem Komplexon 1.

H,C—CH—COOH NaOOC—Ct'\z CH;~COONa
HS NH, /N—CHZ—CHz—N
HOOC—CH, CH;—COOH
cystein Komplexon I
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Obr. 26. - Komplex EDTA s olovnatymi ionty®,

.-
.-
-

Prevedeni rozpustné toxické latky na nerozpustnoima nhetoxickou lze pouzit i u
otrav barnatymi a #’natymi solemi. V prvnim ipact Ize vyuZit k tomuto &elu siran
sodny, pitom vznik& nerozpustny a tedy netoxicky siran bgrn

B&" + SQ* — BaSQ

Médnaté soli reakci s hexakyanoZeleznatanem sodnyii ivsdou nerozpustnou
sraZzeninu hexakyanoZeleznatantdimatého.

2CUF*" + [Fe(CN)]* — Cuw[Fe(CNY]

Na tomto mist tedy korEi jedna polovina zkoumané skupiny, druha polovinaent
bezprostedre po vykladu (ihned nebo na dalsi ¥pwaci hodig) provadi experimentaliast

podle nasledujiciho protokolugetre prilozenych schémat).
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1) PFisobeni siranu sodného jako antidotnihidpnavku g intoxikaci vodorozpustnou

barnatou soli
Reakci prove'te ve zkumavce se 3 ¢ % roztoku chloridu barnatého, k nirfidejte
n¢kolik kapek 5 % roztoku siranu sodného. Vyifvee bild sraZzenina siranu barnatého, ktery

je netoxicky.

Na,SO, ~N

—Y
"~ BaCl, AN BasSO,

2) Pisobeni hexakyanoZeleznatanu sodného jako antidotpfipravku g intoxikaci

vodorozpustnou ga’natou soli

Reakci proveéte ve zkumavce se 3 ch3 % roztoku siranu &’natého a k &mu
pridejte rekolik kapek 3 % roztoku hexakyanoZeleznatanu soonéReakci vznika

nerozpustny produkt (Rda srazenina), ktera je netoxicka.
Na,[Fe(CN),] \

H
N~ Cuso, AN Cu,[Fe(CN),]

3) Pisobeni vapenaté soli jako antidotniti@ppavku i intoxikaci vodorozpustnymi fluoridy

a kyselinou gavelovou
Do zkumavky odriite 3 cni 3 % roztoku fluoridu sodného a pipetatidejte rékolik

kapek 3 % roztoku chloridu vapenatého. Vylose bila srazenina fluoridu vapenatého.
CacCl, N
H
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Do zkumavky odrsite 3 cni 3 % kyseliny 8avelové a pipetouijalejte rekolik kapek

3 % roztoku chloridu vapenatého. Vytose bila srazenina@@velanu vapenatého.

CacCl, -N

—4
K. oo™

(COOH), ~(CO0),Ca

V obou gFipadech vazou z roztoku toxické latky vapnik daompustnych slotenin a

tim brani jeho dalSimu vyuZiti pro zZivy organizmus.

4) Toxické misobeni vodorozpustnych olovnatych soli na bilkowdhumin

Do zkumavky se 3 cmi 1 % roztoku dughanu olovnatéhoijslejte rékolik kapek za
studena nasyceného roztoku ¥agho albuminu. Dochazi k denaturaci bilkoviny, wytwse

bil4 sraZenina.

albumin -\

’K K komplex Pb

Pb(NO,), s albuminem

5) PFisobeni Komplexonu |IlI jako antidotniho fipravku g interakci albuminu

s vodorozpustnou olovnatou soli
Pridejte rekolik kapek 3 % roztoku disodné soli EDTA (Komplexbl) k 3 cm® 1 %

roztoku dusinanu olovnatého a nasledmridejte rekolik kapek za studena nasyceného
roztoku vajéného albuminu. Zadny nerozpustny produkt se retveba ionty olova jsou

jiz vazany do pevného komplexu s EDTA.

-4
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Komplexon Il

'\
H
K komplex Pb

Pb(NO,), s Komplexonem Il

U
komplex Pb
s Komplexonem Il

albumin

komplex Pb + albumin
s Komplexonem Il

Dotaznikové Sekeni - tlohy

1) Co jsou antidotniffpravky? (1 bod)

2) Jaky niize byt obecny princip odstram toxické latky? (2 body)

3) Uved’ konkrétni piklad obecného principuisobeni antidota. (2 body)

4) Ktery antidotni progedek lze pouZzit k odstrami vodorozpustnych sléenin barya z
organizmu? (1 bod)

5) PopiS reakci antidota s toxickou latkou pomasinice. Jaka je podstata detoxikace jedu?
(2 body)

6) Ktery antidotni progtdek Ize pouzit k odstrami vodorozpustnych sl@enin nedi z
organizmu? PopiS reakci antidota s toxickou lathmamoci rovnice. Jaka je podstata
odstrarni toxicke latky? (3 body)

7) Jaké antidotni prastdky se pouZzivaji ip otravach fluoridy nebo tavelany? Uvé

k reakcim antidota s toxickou latkou rovnice a \#kypodstatu detoxikace. (3 body)

8) i otravach vodorozpustnymi sléeninami €zkych kowvi (nag. olova) se pouzivaji latky,
obsahujici utity typ charakteristické skupiny v molekule. Wfte charakteristickou skupinu,

piiklady €chto latek a princip jejich antidotnihdgobeni. (2 body)
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Maximalni pocet bodi: 16 (v pfiméru dva body na jednu tlohu)

Kazdy bod je za faktickou odpé&¥, kterd se tykd obsahu dané otazky.cigkeni
rovnice, slovni nedostatky nerozhoduji. Sasti teoretické ifpravy jsou i vzorce &kterych
slowenin pro doplani pisobeni antidotnich latek (napsloweniny s SH- skupinou nebo
EDTA).

Nasled’ je uvedena jedna z mozno#tiSeni dotaznikového &emi pro hodnoceni,
podle kterého byly vyhodnoceny celkové vysledkywlexperimentalnéasti na osvojeni si

slozité problematiky Zakem.

Reseni pro hodnoceni dotazniku

1) Antidotni gfipravky — antidota jsou latky, které se pouZivakig protijed pi otravach a k

odstrarni nasledl ptisobeni toxickych latek.

2) Podstata jsobeni takového prastdku niZze spdivat v prevedeni toxické latky v

organizmu na latku netoxickou.

3) Fikladem niize byt gevedeni toxické vodorozpustné latky na produktrykje ve vod

nerozpustny a tedy netoxicky.

4) Siran sodny se pouziva jako antidotuirofravach vodorozpustnymi sléeninami barya.

5) Ve vod rozpustné slateniny barya reaguji se siranem sodnym za vznikazpeistného

siranu barnatého (bil4 srazenina).

B&" + SQ* — BaSQ
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6) Pro odstragni vodorozpustnych sl@genin nédi se pouziva hexakyanozeleznatan sodny
(znamy téz pod nazvem Zzluta krevril)s Pri reakci vznika hida nerozpustna srazenina

hexakyanozZeleznatanuwdnatého.

2CUF*" + [Fe(CN)]* — Cuw[Fe(CNY]

7) Fi otravach fluoridy nebot&velany se pouzivaji jako antidota vapenaté safk. rchlorid
vapenaty. Produkty reakce jsou ve ¥oderozpustné latky, fluorid vipenaty gagelan

vapenaty.

2F + C&" — Cak
(COO), + C&" — (COO)Ca

8) i otravach vodorozpustnymi sléeninami €zkych kowi (nag. olova) vykazuji
latky které obsahuji SH- skupinou antidotriinky. Mezi takové latky nalezi cystein,
glutathion, bilkoviny (obsazené riap mléce nebo ve vajeém bilku), které jsouippozenou
souwdsti Zivych organizify ale i latky syntetické povahy,fipravené speciat k tomuto
Gcelu, nap. 2,3 — dimerkatopropanol (British Anti LewisiteBAL) nebo merkaptojantarova
kyselina. Prosednictvim skupiny SH- tyto latky vazou iontgzkych kowi za vzniku
nerozpustnych produdkt
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Seznam experimeni - Pracovni listy
Téma Enzymy - fisobeni hydrolaz
Ukol: S&peni krobu amylasou a jeho kontrola chromatognafiienké vrsg

Teoretickacast Enzyma-amylasa je Wlovéka tvaena pedevsim ve slinnych Zlazach a v

slinivce isni. V travicim systému katalyzuje hydrolytick&ggni glykosidické vazby v
molekule Skrobu. Vysledkem procesu jsou postukratSirettzce tvdené D-glukosovymi

jednotkami (maltosa, maltotriosa aj.).

misto Stépeni

LOH

OH
l/—OH
) O
H OH

Chemikalie Skrob, ethyl-acetat, isopropylalkohol, difenylamianilin, destilovani voda,
kyselina trihydrogenfosfotaa.

Pomicky: odmsrny valec (50 crf), kadinky (50 crm, 100 cni), vahy, elektricky VA,
skleréna tyinka, zkumavky, mikrokapilary, stopky, chromatogck&é komora s krycim

sklem, tenka vrstva silikagelu (Silufol), pipet®@nt), susarna

Postup

1) zéasobni roztok sefjpravi z 1 g Skrobu, ktery se za horka rozpustd ¢i¢
destilované vody a roztok se ochladi nd 25

2) K objemu 25 criroztoku $krobu sefjulaji 2 cnf roztoku slin, edsnych v pongru
1:1, sn&s se promicha.

3) Z reakini snesi se mikrokapilarami vipdem stanovenyatasovych intervalech
3,6,9,12,15 min.) odebiraji vzorky rezk snesi a nanaseji se na tenkou vrstvu.

4) Chromatogram se vyviji v chromatografické kame krycim sklem, etinim
¢inidlem je snds ethyl-acetét : isopropylalkohol : voda v pgm3 : 3 : 1.

5) Detekce se provadi poktem deteknim ¢inidlem (sn&s difenylaminu, anilinu a
kyseliny trihydrogenfosfokaé) a naslednym zgdtim v susard(lze i opatrg

provadt nad elektrickym vacem).
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6) Na chromatogramu jsou patrné skvrny glukosy=(R,43) a maltosy (& 0,30) a dale
neidentifikovanych latek (R 0,17, R= 0 08), pravépodobr dalSich oligosacharnid
(maltotriosa, maltotetrosa aj.)

ZAVer:
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Téma Pisobeni mutageénna DNA

Ukol: Deaminace cytosinu dusitanem sodnym

Teoretickacast Chemické mutageny jsou latky, které&mh strukturu a tim i funkci DNA.

Poset chemomutagén je velmi rozsahly.Castym poSkozenim struktury DNA je tzv.

deaminace, i které dochazi {sobenim kyseliny dusité kigméné cytosinu na uracil. Na

rozdil od cytosinu, ktery se podle principu kompésrarity paruje s guaninem, #airacil

par s adeninem. To ma za naslethaku problém pii replikaci DNA.

L=

cytosin uracil

Chemikalie cytosin, uracil, konc. HCI, konc. NHHINaNGQ,, butan-1-ol

Pomiicky: chromatografickd komora s krycim sklem, mikrokai, tenka vrstva silikagelu s

luminiscergnim indikatorem X=254 nm), UV lampa na detekci chromatogéamkumavky,
kadinka (50 cr), pipeta (10 cr), tycinka, elektricky vai&
Postup

1)

2)

3)

4)

5)

6)

ZAVer:

Do zkumavky se navazi cca 50 mg cytosinididgpse 1 crhamoniaku. Vznikl4
suspenze seredi 9 cni destilované vody a nalije se do kadinky.

Ke smsi v kadince seiffida 10 cni roztoku dusitanu sodného a 5 kapek kyseliny
chlorovodikové a roztok se za stalého michani nedh& zattivat na elektrickém
varici.

Po ukorgeni zaliivani se vzorky reaki snesi nanasi mikrokapilarou na tenkou
vrstvu. Jako kontrolni latky se pouZziji roztoky aginu a uracilu v ektnim ¢inidle.
Tenka vrstva se vlozZi do chromatografické komaboytsn-1-olem jako etinim
¢inidlem.

Po ukorteni vyvijeni se chromatogram detekuje pod UV lampamalyzované latky
se jevi jako tmavé skvrny na&eglkujicim pozadi.

Skvrny se zakresli skkou tuZzkou a nasledrse vypd@tou pro analyzovaneé latky

retard&ni faktory. Tyto hodnoty se porovnaji s kontrolnimbrky.
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Téma Pusobeni toxickych latek a antidotnickigravka
Ukol ¢.1: Prevedeni vodorozpustné barnaté soli na nerozpustay lsarnaty

Teoreticka ¢ast VSechny ve vodl rozpustné soli barya jsou prudce jedovaté. K étrav

chloridem barnatym st& mnozZstvi asi 0,2 g, smrtelna davka je asi 0,8g BaCh. Smrt
nastava za plnéhadomi zastavou srdce. Jako protijed se pouzivakaitanu sodného.
B&* + SQ* — BasQ
Chemikalie chlorid barnatyl %), siran sodny (3 %)
Pomiicky: zkumavky, pipeta (10 ¢t stojanek na zkumavky
Postup
1) Do zkumavky se 3 ciB % roztoku chloridu barnatého séda rekolik kapek 5 %
roztoku siranu sodného.
2) Vytvoii se bila srazenina siranu barnatého, ktery jexiudn

ZAVr:

Ukol ¢.2: Pasobeni hexakyanoZeleznatanu sodného jako antidoprifiravku fi intoxikaci
vodorozpustnou #fnatou soli.

Teoretickatast Méd’ je pro zivy organizmus nepostradatelnym elemengensotiasti

nekterych enzyn, ovliviiuje krvetvorbu a fungovani nervového systénmupBziti
minimalné 250 mg se z8naji projevovat negativni vlivigzkych kowi, které isobi na
enzymy inhibéné. Méd’naté kationty lze z roztoku vyvazat pi@stnictvim komplexnich
slowenin, nap. hexakyanoZeleznatanem sodnym. Vznik& nerozpimxgkyanozeleznatan
meéd’naty.
2C#*Y + [Fe(CN)]* — Cul[Fe(CN)]

Chemikalie siran n¢d’naty(1 %), hexakyanoZeleznatan sodny (3 %)
Pomiicky: zkumavky, pipeta (10 ¢t stojanek na zkumavky
Postup

1) Do zkumavky se 3 cm3 % roztoku siranu &d’natého se iida nskolik kapek 3 %

roztoku hexakyanozeleznatanu sodného.
2) Reakci vznika nerozpustny produkt €¢té sraZzenina, kterd je netoxicka.

ZAVr:
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Ukol ¢&.3: Piisobeni vapenaté soli jako antidotnili@ppavku i intoxikaci vodorozpustnymi
fluoridy a kyselinou gavelovou.

Teoreticka ¢ast Ve vod rozpustné fluoridy jsou toxické mimo jiné tim, X&zou v

organizmu patbné vapenaté Kkationty.iiPpoziti dochazi k &kému poskozeni jater a
traviciho systému. Vapenaté kationty jsou dale éuybno stah svalu a spravnou funkci
nervového systému. Podabfunguje i kyselina tavelova, ktera reaguje s €&ationty za
vzniku nerozpustnéha’dvelanu vapenatého, jehoz krystaly mohotisppit selhani ledvin.
Jako protilatka ize v obou fipadech slouzit chlorid vapenaty.
2F + C&" — Cak
(CO0), + C& — (COO)Ca
Chemikalie chlorid vapenaty (3 %), fluorid sodny (3 %), kisa Savelova (3 %)
Pomiicky: zkumavky, pipeta (10 ¢t stojanek na zkumavky
Postup
1) Do dvou zkumavek se 3 én8 % roztoku fluoridu sodného a 3 £ % kyseliny
Stavelové se pipetourjala rekolik kapek 3 % roztoku chloridu vapenatého.
2) V obou gipadech se vylati bilé srazeniny fluoridu vapenatého &adelanu
vapenatého, které jsou netoxicke.

ZAaver:

Ukol ¢.4: Toxické msobeni vodorozpustnych olovnatych soli na bilkowtaumin.
Teoretickacast Olovo pati mezi toxické prvky a vzhledem ke svému vyuZiticglkem

béZnym kontaminantem vody a priedi. Vodorozpustné olovnaté kationty stejako dalSi
tézké kovy zmisobuji denaturaci bilkovin. Olovnaté soli e bilkovinami, obsahujici -SH
skupiny, nerozpustné produkty.
Chemikalie dusnan olovnaty (1 %), albumin - vodny roztok (vhoghiéfiltrovat)
Pomicky: zkumavky, pipeta (10 c¥j) stojanek na zkumavky
Postup

1) Do zkumavky se 3 cil % roztoku dughanu olovnatého seiga rekolik kapek za

studena nasyceného roztoku ¥agho albuminu.
2) Dochazi k denaturaci bilkoviny, vytkicse bil4 sraZzenina.

ZAVer:
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Ukol ¢&.5: Pisobeni Komplexonu Il jako antidotnihoiipravku g interakci albuminu
s vodorozpustnou olovnatou soli.

Teoretickacast Pri lécbé otrav olovnatou soli se pouzivaji silna chalat&inidla, ktera vazi

olovnaté kationty za vzniku komplexnich stenin. Mezi takova chelatai ¢inidla pati i
derivaty kyseliny ethylendiaminotetraoctové (EDTARF. disodna 8l EDTA, zndma pod

nazvem Komplexon .

NaOOC—C{—|2 /CHZ—COONa
N—CHZ—CHZ—N\
HOOC—CH, CH,—COOH
Komplexon I

Chemikalie Komplexon Ill (3 %), dusinan olovnaty (1 %), albumin - vodny roztok (vhodné
prefiltrovat)
Pomicky: zkumavky, pipeta (10 c¥j) stojanek na zkumavky
Postup
1) Do zkumavky se 3 cirl % roztoku dushanu olovnatého seiga nskolik kapek 3 %
Komplexonu lil.
2) Nasledrt se fida rekolik kapek za studena nasyceného roztokucwaieo albuminu.
3) Zadny nerozpustny produkt se nefymeba ionty olova jsou jiz vazany do pevného
komplexu s EDTA.

ZAVr:

Ukol ¢&. 6: Interakce iont PF* a Cd* s -SH skupinami molekuly enzymu

Teoretickatast Principem denaturace enzgrtéZzkymi kovy je tvorba vazby mezi kationtem

kovu a sirou thiolové (sulfhydrilové) skupiny (-SHyilkoviny za vzniku pislusného
komplexu. Struktura bilkoviny je timto procesem mp®ména a enzym ztraci svou
katalytickou funkci. Stejny komplex ty¥iovSechny latky, které obsahuji ve své strigttSH
skupinu, nap aminokyselina cystein. Aminokyselina cystin ohgahdisulfidicky mistek,
aminokyselina serin obsahuje hydroxylovou skupitytp aminokyseliny na rozdil od

cysteinu a albuminu, ktery cystein obsahuje, narsttyy komplex netva.
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SH S
2+ \ +
+ PbT — /Pb + 2H
SH S

Chemikalie dustnan olovnaty (5 %), dusman kademnaty (5 %), albumin, cystein, cystin,
serin

Pomiicky: zkumavky, pipeta (10 ¢t stojanek na zkumavky

Postup
1) Do piti zkumavek s 2 crhdestilované vody sef@dloZi 2 cmi nasyceného roztoku

albuminu, cysteinu, cystinu a serinu.

2) Po promichani se do kazdé zkumavkiid® rekolik kapek roztoku dughanu
olovnatého.

3) Ve zkumavce s albuminem a cysteinem se uytwotenzivni bila srazenina, ve
zkumavce s cystinem a serinem srazenina nevznikne.

4) Pokus se zopakuje s roztokem dnsinu kademnatého.

5) Ve zkumavce s cysteinem se wytvdbila srazenina, ve zkumavce s albuminem

vznikne bily zakal, cystin a serin &srazeninu netud.
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Téma Struktura komplek aminokyselin a bilkovin
Ukol ¢&.1: Porovnani pibéhu interakce latek Zady amoniak-méovina-biuret-albumin s
meéd’natou soli.

Teoretickaiast Biuretova reakce se pouziva prickdz bilkovin. Vznik komplexu bilkoviny s

méd’natou soli souvisi stfptomnosti peptidické vazby v molekule bilkoviny.zZRni
vysledek této reakce lz&ekavat u latek struktuéjednodussich, které maji peptidickou
vazbu. Charakteristické modrofialové zbarveni jgéspbeno vznikem komplexu €u
kationt a atond dusiku peptidické vazby. Latky obsahujici dusilskigpiny odliSné od
peptidické vazby tvis s Cd* kationty také komplexni sléeniny, zbarveni roztgktschto

komplexi je ale jiné.

o—|c T—o
H—N,_ N—H
SN. -
(R)C—H~_ .-~ H—C(R)

[ e
o——¢C , A c=—o
| .
H—N ‘T—H
(R)C—H H—C(R)

Komplex peptidovéheetszce s C" kationtem
Chemikalie siran n¢d’naty (5 %), albumin, mvina, hydroxid sodny (10 %), amoniak,
biuret (I1ze ho fipravit zalfivanim maoviny)
Pomicky: zkumavky, stojanek na zkumavky, pipeta (18)cwéhy, kahan, drzék na
zkumavky
Postup
1) Pro gipravu biuretu se opatfrzaliva fiblizné 0,5 g m@oviny. Proces tvorby
biuretu je provazen unikem amoniaku, ktery |ze kitatcichemdci vihkym pH
papirkem, gloZzenym k uUsti zkumavky.
2) Do psti zkumavek seifida 2 cnf amoniaku, me&oviny, biuretu, albuminu a siranu
méd’natého (srovnavaci vzorek).
3) Ke zkoumanym vzorkm se pida 2 cni hydroxidu sodného a potékolik kapek 5 %
roztoku siranu d’natého.
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4) Vznikaji prislusné komplexy, coz je provazeno charakteristickparvenim roztak

ZAVer:

Ukol ¢.2: Porovnani pibéhu interakce latekady aminokyselina-peptid-bilkovina ssdénatou
soli.

Teoretickacast Aminokyseliny jsou stavebnimiasticemi bilkovin, ale neobsahuji ve své

struktue peptidickou vazbu, a proto jevfigusSna rekce odliSné vysledky nez je tomu v
piipadt bilkovin. Rozdil v reakci nastava fipuzné délce peptidickéhietzce u strukturé

podobnych latek, ndppii srovnani tripeptidu glutathionu a bilkoviny albimun.

SH
NH2 O
NH _COOH
HOOC)\/U\NH ~
o)

glycin glutathio

— H
(@) N2

O\ / \\\\ /,’ H
N @C/
Ccut

H— l@ ,// \‘\ /C§O
N, 0”
komplex aminokyseliny s Glikationtem
Chemikalie siran i¢d’naty (5 %), albumin, hydroxid sodny (10 %), glyaghjtathion
Pomicky: zkumavky, stojanek na zkumavky, pipeta (18)cwéhy, kahan, drzék na
zkumavky
Postup

1) Do tif zkumavek sefedloZi po 3 crinasyceného roztoku glycinu, glutathionu a
albuminu a 3 cth10 % hydroxidu sodného.

2) Po promichani se ke $8i prida rekolik kapek 5 % roztoku siranugdinatého,
dochazi k zbarveni roztakkteré se liSi zbarvenim vzniklych komplefobzvIase
komplex glycinu s riad’natou soli).

3) Muze se téz iidat vinan draselno-sodny, ktery v alkalickém piedt zabrauje
srdzeni mad’naté soli.

Zawr:
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Téma Enzymy - funkce kofaktdr
Ukol: Methylenovéa motijako model koenzymu

Teoreticka ¢ast VétSina enzymi pati mezi tzv. slozené enzymy, které jsou ity

bilkovinou a nebilkovinnokasti, neboli kofaktorem, jehoZifpmnost je nutna pro funkci
daného enzymu. Pe¥wazany kofaktor k molekule bilkoviny se nazyvagtetickd skupina,
slake vazany kofaktor je oz@avan jako koenzym. Hlavni funkci kofaktoje prenos ator,

skupin atoni (transferasy) nebo elektrbn(oxidoreduktasy) f katalyzovanych reakcich.
Kofaktory prenasejici elektrony nebo atomy vodiku jsou vrategefzibilni) systémy, které
se mohou $idaw oxidovat a redukovat (n&pNAD, FAD nebo FMN). Redoxni indikator
methylenova modpredstavuje modekthto koenzym, znena oxid&niho stavu je vratna a

navic provazena charakteristickym zbarvenim. Satestr je glukosa.

1,c—OH N
H O H | ~
H
OH H N H20;
HO OH (H3C)> N S N (CH

3)2
H OH

glukosa methylenova modf (ox.)

u,c—OH

H
H 0, N O,
H
OH H —0 |
HO
(H3C), N S N(CH

M OH 3)2

glukolakton methylenova mod¥ (red.)

Chemikalie destilovana voda, hydroxid sodny, roztok methgienmodi v ethanolu (1 %),
glukosa
Pomicky: kuZelova baka se zatkou (1000 ¢ odmerny valec (500 cr), pipeta (10 cri),
vahy
Postup

1) V 500 cnf destilované vody se rozpusti 10 g hydroxidu sodn&Ba@ glukosy aida

se 1 cmimethylenové moig:

2) Vycka se, dokud nedojde k odbarveni roztoku.

3) Roztok se prdepe, vznikd modré zbarveni.

4) Po rekolika minutach modré zbarveni&@pmizi.

ZAVer:
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Téma Antioxidanty
Ukol: Pasobeni glutathionu jako antioxidantu

Teoretickatast Antioxidanty jsou latky firodniho i syntetickéhogwodu, které reaguji s

oxidujicimi latkami. Obechimaji tyto oxidujici latky negativni vliv na Zivyrganizmus. Mezi
oxidujici latky patti i raizné reaktivni formy kysliku, napperoxid vodiku HO, a volné
radikaly. Moznym antioxidanim ¢inidlem je tripeptid glutathion, ktery obsahujesxe
struktu'e aminokyselinu cystein s thiolovou (sulfhydriloy@kupinou (-SH). V fitomnosti
peroxidu vodiku dochdazi k tvofldisulfidické vazby mezi ddima molekulami glutathionu za
vzniku vody.

2G—SH + H,0; —» G—S—S—G +2H,0

0
NH COOH
Hooc” NH \H//\\r/
. O H,N

S
NH _COOH
HOOC)\/U\NH ~
o

Chemikalie cystein (1 %), glutathion (1 %), peroxid vodiki%), butan-1-ol, ninhydrin
v acetonu (1 %), kyselina octov4, destilovana voda
Pomicky: zkumavky, mikrokapilary, rozpraSo¥achromatograficka komora s krycim sklem,
tenka vrstva celulosy, pipeta (10 drsusarna
1) Do dvou zkumavek sergdloZi 3cmi 1% roztoku cysteinu a 3éml% roztoku
glutathionu a do obou seigé 1cn? 3% roztoku peroxidu vodiku.
2) Obsah zkumavek se promicha a ponecha cca 2 mir{jestadoba stani delsi, Zméa
se z reaéni snesi cystein-peroxid vodiku vyliovat cystin).
3) Vzorek reaknich smisi se nanese mikrokapilarou na tenkou vrstvu cgjuspoléné
se standardy — vychozimi latkami (cystein, glutathi
4) Chromatgram se vlozi do komory a vyviji se waim ¢inidle butan-1-ol : octova
kyselina : voda (60 : 15 : 25).
5) Po ukoreni vyvijeni se chromatogram vyjme z komory a pbaese odpdt elucni
¢inidlo.
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6) Pomoci rozpraSove se nanese na chromatogram 1% roztok ninhydraaetonu.
7) Chromatogram se vlozi do suSarny ateé na cca 80 °C, vyjme se v okamziku, kdy
na tenké vrst¥ se vytvdi rizové az fialové skvrny

ZAVr:
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Obrazky

Obr. 27. - Komplexy s Cd" ionty p¥i modelovani biuretové reakce
(1-NHs, 2-maiovina, 3-biuret, 4-albumin, 5-CuQD
JH TH IR B

ol
*I |

SYSRG
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Obr. 28. a 29. — Modely gisobeni antidotnich gFipravkii |
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Obr. 30. a 31. - Modely toxického fisobeni
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Obr. 32. a 33. — Modely fisobeni antidotnich gipravkii Il

e e m————

dusi¢nan vajecny komplex s komplex s

olovnaty bilek . albuminem vajechy
ve vodé bilkem
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Obr. 34. - Blue Bottle
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