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Pravidla bezpecnosti a ochrany zdravi pri praci

Do laboratote maji ptistup pouze studenti, kteti jsou rozvrhem hodin vypsani na pfislusna praktika.
Jakékoliv navstévy jsou zakazany.

Studenti jsou povinni pfed nastupem do praktik teoreticky ovladat ulohy, které budou prakticky
provadét. Prinesou si laboratorni plast’ a pracovni navod. Praktikovani bez plasté je neptipustné.
Vlasy musi byt upraveny tak, aby nemohlo dojit k urazu pti praci s kahanem. Svrchni odévy, tasky,
batohy a ostatni zavazadla studenti odlozi na misté k tomu ur¢eném.

Veskeré odchody z praktik jsou povoleny pouze s vyslovnym svolenim asistenta vedouciho
praktika.

V laboratofi je povoleno provadét pouze ty prace, které jsou naplni praktického cviceni. V laboratofi
je zakazano jist, pit a koufit, dale prechovavat potraviny a pouzivat laboratorni nadobi a zatizeni
Kk jinym G¢elim, nez jsou uréeny.

Pro prace, pfi nichz mtize dojit k uniku Skodlivych chemickych latek do ovzdusi, se musi zabezpecit
odsavani. Prace s latkami dymavymi, drazdivymi, zapachajicimi, jedovatymi plyny a parami, stejné
jako zihani a spalovani je dovoleno provadét jen v digestofich.

Pfi nasazovani balonku na sklenénou pipetu je nutné dbat zvySené opatrnosti. Stfepy a jiné odpadky
S ostrymi hranami musi byt odkladany do zvlastni nddoby s oznac¢enim ,,SKLO*.

Do wvylevek Ize vylévat jen rozpoustédla s vodou dokonale misitelnd, dostatecné zfedéna
(nejméné 1:10), v mnozstvi nejvyse 0,5 litru a vodné roztoky kyselin a zasad zfedéné nejméné 1:30.
S vodou nemisitelna rozpoustédla, jedy, kyseliny a louhy nad uvedenou koncentraci a latky, které
uvolnuji jedovaté a drazdivé plyny, do vylevek vylévat nelze. Tyto latky se likviduji do zvlastni
odpadni nadoby.

Pti fedéni se kyseliny zasadné vlévaji do vody, nikoliv naopak.

Je zakazano nasavat roztoky do pipet usty. Musi byt pouZito ptislusnych pomticek (balonek).
Rozlité kyseliny je nutno ihned splachnout vodou, pfipadné neutralizovat praskovou sodou. Rozlité
zasady staci jen dikladné splachnout vodou.

Pfi rozliti hoflavych kapalin se musi okamzité zhasnout vSechny kahany, vypnout elektricky proud
a zajistit ucinné vétrani. Rozlita kapalina se necha vsaknout do vhodného porézniho materialu, ktery
se odklidi na bezpecné misto.

Pti zahtivani kapalin v bankach se musi zabranit utajenému varu alesponi tak, ze se do baiky vlozi
varny kaminek.

Pred zahajenim prace je nutno zkontrolovat stav vSech pfistrojii a zafizeni, pfipadné zavady a
nedostatky nahlésit asistentovi nebo laborantce.

Poslucha¢lim je zasadné zakazana jakakoliv svévolna manipulace s elektrickou instalaci,
S pfistrojovym vybavenim a materidlem. Zapnuti pfistroje a zapaleni plynovych kahani se déje az
po souhlasu asistenta nebo laborantky.

Obsluha laboratorni centrifugy musi byt provadéna jen v pfitomnosti asistenta nebo laborantky.
Centrifuga¢ni nddobky musi byt dokonale vyvazeny, viko centrifugy pfi chodu bezpecné€ uzavieno.
Pfi tniku plynnych paliv (zemni plyn) musi byt uzavien piivod plynu, vypnut elektricky proud a
ucinng vétrano.

Zapalené kahany nelze nechat hotet bez dozoru. Proslehne-li plamen dovnitf, musi se okamzité
uzavrit ptivod plynu a kahan sefidit.

Jakékoliv nehody, urazy, poziti chemikalii apod. je nutno ihned nahlasit vedoucimu asistentovi.
Hrubé poruseni uvedenych pravidel, vyplyvajici z nekazné€ ¢i neznalosti, ma za nasledek vykéazani
posluchace z praktickych cviceni se sankci neomluvené absence.

Studenti musi byt seznameni s klasifikaci latek toxickych, kancerogennich, mutagennich a
toxickych pro reprodukei. Bezpeénostni listy jednotlivych latek jsou k dispozici v praktikarnach.
Studenti musi byt seznameni s pravidly bezpecnosti prace s latkami vysoce toxickymi
(oznaceny T+) pouzivanymi ve studentské laboratofi (napf. rtut, kyanid draselny, ethidium bromid,
dusi¢nan rtut’naty).
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Lab 1: Zakladni dovednosti potiebné pro praci v laboratori

a) Laboratorni sklo a dalSi pomuicky
Ukol: Seznamte se s nazvy pomiicek pouZivanych v laboratoiich

Na pracovnim stole je rozlozeno rizné laboratorni sklo a dal$i pomicky. Ptifad’te karticky
s prislusSnym nazvem. Po splnéni ukolu si nechte piekontrolovat spravnost asistentem nebo
laborantkou, karticky posbirejte a zamichejte pro dalsi pracovni skupinku.

Dopliite nazvy zobrazeného laboratorniho skla a dal§ich pomtcek.

) | \




Odmeérné sklo




b) Nacvik odmérovani objemu a vazeni
Ukol 1: Pipetovani destilované vody s kontrolou vaZenim
a) Pipetovani vétSich objemt, pipety s fixnim objemem

Na misku vah polozte prazdnou malou kadinku, do niz budete pipetovat destilovanou vodu,
a stisknéte tlacitko pro tarovani (vynulovani hmotnosti na vahach polozené nadobky, v niz vazime).

Kadinku pfeneste z misky vah na pracovni sttl a postupné do ni napipetujte destilovanou
vodu Vv nasledujicich objemech:

3 x 2000 pl
2x 500 pl

Pro pipetovani 2 ml (=2000 pl) pouZzijete pipetu s fixnim objemem a piislusnou $pic¢ku (velka bild). Je tieba
ptekontrolovat, Ze spojeni Spicky s pipetou tésni. Pipety, které budete pouzivat, se nasazovanim a sundavanim
$pi¢ky snadno v misté pfipojeni $picky povoli, pak netésni a pipetovana kapalina ze Spicky vytéka! Podobné
budete pipetovat 0,5 ml (=500 pl), pipetou s fixnim objemem a piislusnou $pi¢ku (modra).

Po dokonceni pipetovani kadinku polozte na misku vah a odectéte hmotnost napipetované
destilované vody. Srovnejte skuteCny navéazeny vysledek s ocekavanou hodnotou
vypocitanou souctem pipetovanych objemi a prepoctem objemu na hmotnost pies hustotu.
Uvazujte hustotu destilované vody pfi teploté v laboratofi rovnu p=1,000 g/cm?®,

Ocekavany objem Ocekavana hmotnost Skutecny vysledek

b) Pipetovani mensich objem, pipety s nastavitelnym objemem

Na misku vah polozte prazdnou malou plastovou zkumavku, tzv. eppendorfku, do niz
budete pipetovat destilovanou vodu, a stisknéte tlacitko pro tarovani.

Otevienou eppendorfku si vezméte do ruky a postupné do ni napipetujte destilovanou vodu
Vv nasledujicich objemech:

375 ul
25 ul

Pro pipetovani 375 pl pouzijete pipetu s nastavitelnym objemem v rozsahu 100-1000 pl a ptislusnou $picku
(modra). Pro pipetovani 25 pl pouzijete pipetu s nastavitelnym objemem v rozsahu 20-200 pl a ptislusnou
$picku (Zluta).

Po dokonceni pipetovani eppendorfku uzaviete a polozte na misku vah. Odectéte hmotnost
napipetované destilované vody. Srovnejte skute¢ny navazeny vysledek s ocekavanou
hodnotou vypocitanou souctem pipetovanych objemi a prepoctem objemu na hmotnost
ptes glustotu. Uvazujte hustotu destilované vody pii teploté v laboratofi rovnu p=1,000
g/cm®.

Ocekdvany objem Ocekavanda hmotnost Skutecny vysledek




Zavér:

Ukol 2: Zji§téni hustoty roztoku

Na misku vah polozte prazdnou eppendorfku a stisknéte tlacitko pro tarovani.

Do eppendorfky napipetujte piesné 1 ml (=1000 ul) roztoku, jehoZz hustotu mate za kol
zjistit.

Pro pipetovani 1000 pl pouzijte pipetu s nastavitelnym objemem v rozsahu 100-1000 pl a ptislu§nou $picku
(modra).

Eppendorfku uzaviete, polozte na misku vah a odectéte hmotnost napipetovaného roztoku.
Ze zndmého objemu a hmotnosti spocitejte hustotu.

Objem Hmotnost Hustota

Zaveér:




Ukol 3: Ptiprava roztoku a jeho piesné rozpipetovini do vice zkumavek

Do eppendorfky napipetujte: 93 ul destilované vody
7 ul barevného roztoku

Pro pipetovani 93 ul pouZijte pipetu s nastavitelnym objemem v rozsahu 20-200 pl a pfislusnou $picku (Zlutd).
Pro pipetovani 7 pl pouzijte pipetu s nastavitelnym objemem v rozsahu 0,5-10 pl a piislusnou $pic¢ku (mala
bilé). Pfidavate velmi maly objem. Usti $picky je tfeba ponotit pod hladinu roztoku, ktery uz je v eppendorfce.
Béhem ptidavani téchto 7 pl vysledny roztok i promichate. Ctéte nize!

Obsah eppendorfky promichejte. Pro tento ucel nejlépe poslouzi tzv. propipetovini,
tj. opakované "nasavani a vypousténi" do $picky pipety, pohyb roztoku ve Spi¢ce "nahoru
doli". V nasem pfipad¢ je roztok barevny, méli byste piimo vidét, zda uz je dostatecné
promichany. Dejte pozor, aby Spicka po jejim vytdhnuti zpod hladiny na konci
propipetovavani byla prazdna!

Do stojanku si pfipravte 5 mikrozkumavek a do kazdé napipetujte piesné 20 pl
piipraveného roztoku.

5x 20 pl

100 pl

Zaveér (zhodnotte, jak piesné a spravné jste pipetovali):




Ukol 4: Pipetovani velkych objemi

Do titracni banky napipetujte: 10,0 ml destilované vody

ptidejte: 5,0ml 0,1 M HCI
5 kapek indikatoru

Pro pipetovani 10,0 ml destilované vody pouzijte sklenénou pipetu s balonkem. 5,0 ml 0,1 M HCI pridejte
z davkovace. Davkovac je uren pro odméfovani agresivnich reagencii. Jde o nadobu opatienou pistem,
na némz lze nastavit pozadovany objem. Pro vasi tlohu je objem 5 ml jiz nastaven, pouze k vytokové trubicce
pristavite titracni baiiku. Cely pist se vytahne na doraz nahoru a pak se pomalu stlaci zpét doli. V poslednim
kroku piidate 5 kapek indikatoru (methylova erveii).

Zaveér:
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Lab 2: Priprava roztoki, reakce anorganickych sloucenin

K popisu sloZeni roztoku je mozné pouzit nékterou z téchto veli¢in:

Zakladni

Velicina Dopliite definici: jednotka

Latkova
koncentrace

Hmotnostni
koncentrace

Hmotnostni
zlomek

a) Priprava roztoku presné koncentrace

Ukol: P¥ipravte 100 ml roztoku chloridu vapenatého o koncentraci 100 mmol/l

Vypocitejte, kolik g CaCl, . 2 H,O (M = 147,03 g/mol) bude tfeba na ptipravu 100 ml roztoku
o0 koncentraci 100 mmol/l.

Vysledek

Odvazte ptesné potfebné mnozstvi.

Pouzijete vahy nazyvané predvdzky, tj. normalni laboratorni vahy, se kterymi se snadno a rychle pracuje a jejichz
presnost je pro obvyklé potieby dostacujici. Vahy umoziiuji tzv. tarovani (vynulovani hmotnosti na vahach poloZzené
nadobky, v niz vazime).

Na misku vah polozte malou kadinku, v niz budeme vazit, a stisknéte tlacitko pro tarovani.
Pomoci 1Zicky piidavejte pevny chlorid vapenaty tak, abyste méli pfesné potfebné mnozZstvi.

Odvézené mnozstvi chloridu vapenatého rozpustite v kadince v ,,malém* mnozstvi destilované
vody (cca 30-50 ml).
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Obsah z kadinky pielijte do odmérné banky o objemu 100 ml.

Do kadinky, ve které jste chlorid vapenaty rozpoustéli, ptidejte ,,nové malé¢ mnozstvi“ destilované
vody (cca 20 ml). Obsah znovu pielijte do odmérné banky.

Destilovanou vodou (ze stficky) dopliite odmérnou bariku piesné po rysku (na objem 100 ml).

Odmeérnou baiku uzaviete zatkou a diikladné obsah promichejte.

Jaka je latkova koncentrace rozpusténych iontii v piipraveném roztoku?

Ca* mmol/I
CI mmol/|
Jak4 je hmotnostni koncentrace Ca?" v pfipraveném roztoku? Ar(Ca) = 40,08
Vysledek
g/l
mg/l

Pozor! Roztok nevylévejte — budete jej potiebovat v ndsledujici asti b).

b) Filtrace, centrifugace

Vysvetlete pojmy filtrace a centrifugace.

12



Ukoly: Cast pFipraveného roztoku chloridu vapenatého vysraZejte kyselinou §tavelovou,
vzniklé sraZeniny oddélte pomoci filtrace a centrifugace

1. Srazeni

lonty Ca?* je mozné z roztoku odstranit (podle koncentrace bud’ jen vyvazat, nebo pti vyssich
koncentracich i vysrazet) pomoci kyseliny Stavelové.

Do kazdé ze dvou pfipravenych centrifugac¢nich zkumavek (konické dno) odpipetujte 3,0 ml
roztoku chloridu vapenatého piipraveného podle navodu v oddilu a).

Spogitejte, kolik ml roztoku kyseliny §tavelové (c = 0,1 mol/l) je tieba k iplnému vysrazeni Ca®*
iontl v odmétenych 3,0 ml roztoku.

Vysledek

ml

Napipetujte do centrifugaénich zkumavek s roztokem chloridu vapenatého vypocitany objem
roztoku kyseliny Stavelové.

pozorované zmeny:

Srazeninu v prvni zkumavce odd¢lte filtraci, ve druhé centrifugaci:
2. Filtrace

Filtra¢ni papir prelozte na polovinu a nasledné na ¢tvrtinu a oteviete ho tak, aby vytvoftil kuzel.
Takto piipraveny filtr vlozte do nalevky. Ovlhéete jej destilovanou vodou, aby pfilnul na stény.

Nalevku s filtrem vloZte do filtracniho kruhu upevnéného na stojanu. Pod ndlevku umistéte
kadinku tak, aby se sefiznuty stonek nalevky dotykal del§im koncem vnitini stény kadinky.

Roztok se srazeninou nalévejte na filtr po ty¢ince ke sténé nalevky. Proud nesmi smétovat piimo
do usti ndlevky, aby nedoslo k protrzeni filtru.

3. Centrifugace

Zkumavky uvnitt centrifugy musi byt vyvazené, potiebujeme ,,protizkumavku®. Do druhé stejné
centrifugacni zkumavky dejte pfiblizné stejny objem vody.

Pozadejte svého asistenta piipadné laborantku o provedeni centrifugace.

13



Zhodnot'te vysledky:

Zaveér:

c) Vybrané reakce anorganickych slou¢enin

Ukoly: Vyzkousejte si vybrané reakce anorganickych sloucenin.

Pro kazdou z nésledujicich uloh budete potiebovat 1 istou zkumavku. Nezalezi na pfesném odméfovani
objemi, ze zasobnich lahvi budete roztoky ptenaset kapatkem nebo piimo odlévat do zkumavek
Vv pifiméfeném malém mnozstvi (asi 1 ml, tj. cca 1 cm vysky sloupce roztoku ve zkumavce).

1. reakce ionti Ag* se zfedénym roztokem HCI

POZOR: pii potiisnéni kize ionty Ag* vznikaji téZko odstranitelné ¢erné skvrny; rizikové je nejen politi roztokem,
ale 1 dotykani se Spinavého skla

Do zkumavky opatrné odlijte asi 1 ml roztoku s ionty Ag".

K roztoku ve zkumavce pfilijte asi 1 ml zftedéného roztoku HCI, zkumavkou netfepejte a pozorujte.

pozZorované zmeny:

reakcni rovnice V iontové podobé

2. reakce iontit Fe®* s roztokem hexakyanoZeleznatanu draselného

vzorec hexakyanoZeleznatanu draselného:

14



Do zkumavky odlijte asi 1 ml roztoku s ionty Fe®*.

barva piivodniho roztoku:

K roztoku ve zkumavce pridejte par kapek roztoku hexakyanozeleznatanu draselného.

pozorované zmeny:

reakcni rovnice V iontové podobé

Jaky je tradicni ndzev pro intenzivni barvu vzniklou reakci Fe®* ionti
S hexakyanoZeleznatany?

3. reakce iontd Fe®* s ionty SCN-

Do zkumavky odlijte asi 1 ml roztoku s ionty Fe**. Dale pridejte par kapek roztoku s ionty SCN",

pOozZorované zmeny:

4. reakce ionti Cu?* s amoniakem

Do zkumavky odlijte asi 1 ml roztoku s ionty Cu?*.

barva piivodniho roztoku:

K roztoku ve zkumavce pridejte asi 1 ml zfedéného roztoku amoniaku.

pozorované zmeny:

reakcni rovnice V iontové podobé
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5. reakce iontii Ca?* s Kyselinou §t’avelovou

Volné ionty Ca?* plni v t&lnich tekutinach mnoho funkci. DiileZitou roli hraji i pii srazeni krve
(hemokoagulaci). Vyvazanim Ca?* Ize in vitro zabranit sraZzeni krve, coz ma vyznam v klinické
laboratorni praxi, pokud potiebujeme, aby krev po odbéru ziistala nesrazena. lonty Ca®* je mozné
Z roztoku odstranit (vyvazat) pomoci organickych kyselin obsahujicich vice karboxylovych
skupin. Piikladem takovych latek jsou kyselina stavelova a kyselina citronova.

vzorec kyseliny stavelové (oxalové) vzorec kyseliny citronove

Vyzkousejte si reakci Ca?" iontl1 s kyselinou §tavelovou. Do zkumavky odlijte asi 1 ml roztoku
Ca?*. K roztoku ve zkumavce piidejte asi 1 ml roztoku kyseliny §tavelové.

pozorované zmeny:

reakcni rovnice V iontové podobé

6. reakce uhlicitanii se zfedénym roztokem HCI

Do zkumavky odlijte asi 1 ml roztoku uhli¢itanu sodného. K roztoku ve zkumavce ptidejte asi
1 ml ztedéného roztoku HCl.

pozorované zmeny:

reakcni rovnice plyn, ktery se uvolniuje

16



Lab 3: Osmoza, osmoticky tlak, osmolalita

Uvazujme nadobu rozdélenou na poloviny membranou (v obrazcich je znazornéna ¢arkovanou
¢arou). Na zacatku je v levé polovingé nadoby cista voda, v pravé poloviné nadoby je roztok
obsahujici smés velkych a malych molekul (iontd, ¢i jinych ¢astic). Hladiny jsou v obou
polovinidch nadoby ve stejné vysi. Budeme fesit tfi odliSné moznosti chovani membrany
rozdélujici nddobu. Zakreslete do obrazku na pravé strané€, jak bude vypadat situace v pravé
a levé poloviné nadoby po dosazeni rovnovazného stavu (mnozstvi velkych a malych ¢astic,
vysky hladin). Najdéte odpovédi na uvedené otazky.

1) membréna je volné propustna pro vodu, malé i velké Castice

|

Popiste slovy, k ¢emu dojde:

Tento proces se nazyva:

2) membrana je volné propustna jen pro vodu a malé ¢astice

1

1

1

lo * © —
P

I

1

1

Popiste slovy, k ¢emu dojde:

Tento princip je vyuzivan u separacni (d€lici) metody, ktera se nazyva:

¥ 7w

3) membrana je volné propustna jen pro vodu, rozpusténé ¢astice neprochazeji

|

Popiste slovy, k ¢emu dojde:

Tento jev (dgj, proces) se nazyva:
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Abychom m¢éli vy€et moznosti chovani membrany Uplny, jesté by piichazela v tvahu jedna
moznost, kdy membrana neni propustna viibec pro nic. Ale to neni ni¢im zajimavé ©.

Membrana popsana v ptipadech 2 a 3 je propustnd jen pro néco, oznacuje se proto jako
semipermeabilni (polopropustna). Déle se budeme zabyvat pouze jevem popsanym v piipadé
3, kdy jsou prostfedi od sebe oddélena membranou propustnou pouze pro rozpoustédlo
(v nasem ptipad¢ pro vodu). D¢j, ktery jste popsali, je zplsoben piitomnosti tzv. osmoticky
aktivnich ¢astic v roztoku. Nezalezi na velikosti ¢astic, jejich naboji ani tvaru. Dulezity je pouze
pocet "kusi" téchto Castic. Pritomnost osmoticky aktivnich Castic nezplsobuje pouze jev
popsany vySe, ale méni fadu vlastnosti pouzitého rozpoustédla (pro nds bude rozpoustédlem
vzdy voda).

Dochazi k:  snizeni teploty tani (= kryoskopicky efekt)
vzestupu teploty varu (= ebulioskopicky efekt)

K popisu vlastnosti roztoku, ktera zptisobuje popsané jevy, je mozné pouzit nékterou z téchto
velicin:

Zakladni
ove D M y ': .
Velicina opliite definici jednotka
osmoticky tlak Pa
osmolarita mol/l
osmolalita mollvkg]
rozpoustédla

Je dulezité si uvédomit, ze jediné, na ¢em zaleZzi, je koncentrace vSech moznych ¢astic v roztoku
(iontdl, molekul, ...) bez ohledu na druh ¢astice, jeji velikost, naboj a tvar.

Jakou osmolaritu ma roztok glukézy o koncentraci 100 mmol/1? Vysledek
mmol/I

Jakou osmolaritu ma roztok NaCl o koncentraci 100 mmol/1? Vysledek
mmol/I
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Jakou osmolaritu méa roztok CaClz o koncentraci 100 mmol/I? Vysledek

mmol/I
Jakou osmolaritu ma roztok, ktery obsahuje: Vysledek
NaCl 140 mmol/I
glukoza 10 mmol/l
mocovina 10 mmol/l mmol/I

V biochemii budeme davat prednost osmolalité (Ciselné se nerovna piesné osmolarité, ale neni
ani vyrazné¢ odli$na).

Osmolalita vnitiniho prosttedi (= extracelularni tekutiny, krevni plazmy):

Osmolalita vnitfniho prostfedi se udrzuje stala, na tkor osmolality moci. Osmolalita moci se
mize pohybovat v $irokém rozmezi hodnot (50-1200 mmol/kgvedy), zaleZi piedev§im na piijmu
tekutin, ale i na dal$ich vlivech (poceni, ...).

Srovnavame-li osmolalitu (osmolaritu, osmoticky tlak) dvou roztokd, pouzivame terminy:

Doplnte vysveétleni nasledujicich terminii:

hypoosmolarni

isoosmolarni

hyperosmolarni
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a) Demonstrace osmézy

Ah

Pokusime se realizovat klasicky experiment
demonstrujici osmdzu, jehoz princip je znazornény na
obrazku. Roztok o vétsi osmolalit€¢ nasava pres
4 polopropustnou membranu vodu, a dochazi tak
k vzestupu jeho hladiny. Teoreticky by se mél vzestup
hladiny zastavit, az hydrostaticky tlak sloupce

vyrovna osmoticky tlak roztoku.
n=Ahpg

Ah ... vyska sloupce
p ... hustota kapaliny

Pokus

g ... gravita¢ni konstanta

Mame k dispozici komeréné dostupnou pomtcku pro demonstraci kapildrnich jevii a osmozy.

Osmometr DM555-1A

Trubice ma velmi tenky pramér (kapilara), uplatni se zde
vyrazné i kapilarni jevy zplisobené povrchovym napétim, které
velmi usnadiuji pohyb kapaliny vzhiiru proti sméru ptisobeni
gravitace. Povrchové napéti zpiisobuje, Ze se povrch kapalin
chova jako elasticka vrstva, snazi se dosdhnout co nejmensi
energie.

Pfes dno baniky osmometru pfichytte pomoci gumicek polopropustnou membranu. Gumicky
musi zajistit t€snost systému. Membranu zvlhcete ponofenim do destilované vody.

Do baiiky osmometru nalijte 2-3 mm od kraje roztok sachardzy (pro lepsi viditelnost obarveny
modrym potravinarskym barvivem).

Hrdlo baniky uzaviete zatkou na spodnim konci sklenéné trubice osmometru.

Vlozte osmometr do velké kadinky s destilovanou vodou a zafixujte tak, aby spodni ¢ast
osmometru s membranou nestala na dné.

Na stopkach za¢néte méfit Cas. Zaznamenejte dobu, za kterou vystoupi hladina v kapilaie az na
jeji vrchol prechézejici v rozSifenou banku.

Zacatek pokusu:
("kolik je hodin™)

Konec pokusu: Doba:

("kolik je hodin") minut

Rozdil hladin — vyska sloupce (mm):
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Proé pouZivame pravé sacharozu?

Celofan, ktery pouzivame jako membranu, se rozhodné nechova jako idealni teoretickd semipermeabilni
membrana, nepropousti jen rozpoustédlo (vodu), ale bohuzZel i dalsi malé &astice velikosti Na* a Cl- ionttl, proto
pro tento demonstra¢ni pokus nemizeme pouzit roztok NaCl ptipadné CaCl, (bézné soli velice dobie rozpustné
ve vode, vezmeme-li dale v uvahu nizkou molarni hmotnost iontl vzniklych disociaci, dojdeme k zavéru, Ze jsou
to idedlni latky pro pfipravu roztokd o vysoké osmolalité). Sacharéza (C12H22011) uz ma dost velkou molekulu,
aby pory v naSem celofanu neprosla. Je to cukr s extrémni rozpustnosti ve vodé, coz umozni také pripravit celkem
"koncentrovany" roztok.

Jaka je latkova koncentrace nasyceného roztoku sacharozy (M = 342,3 g/mol)?
Rozpustnost pii 25°C: 67,9 g sachardzy ve 100 g roztoku (hustota: 1,338 g/cmq)

Vysledek

mol/I

mmol/I

Jakou ma tento roztok osmolaritu?

Vysledek

mol/I

mmol/l

Jakou ma tento roztok osmolalitu?

Vysledek

mol/ Kgvody

mmol/ Kgvody

Zaveér:
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b) Priprava isotonickych infuznich roztoki
Ukol 1: P¥ipravte 200 ml fyziologického roztoku

Fyziologicky roztok je 0,9% roztok NaCl. Jedna se o roztok isotonicky, tj. roztok isoosmolarni
s krevni plazmou.

Vypocitejte, kolik g NaCl bude tfeba na piipravu 200 ml 0,9% roztoku NaCl (hustota:
1,00 g/cm?).

Vysledek

Odvazte presné potfebné mnozstvi.

Odvazené mnozstvi NaCl preneste do kadinky, kde ho rozpustite v, malém* mnozstvi
destilované vody (cca 50 ml).

Obsah z kadinky pielijte do odmérné banky o objemu 200 ml.

Do kadinky, ve které jste NaCl rozpoustéli, ptidejte ,,nové malé mnozstvi“ destilované vody
(cca 50 ml). Obsah znovu prelijte do odmérné banky.

Destilovanou vodou (ze stii¢ky) doplitte odmérnou banku po rysku (tj. na objem 200 ml).
Odmérnou banku uzaviete zatkou a dikladné obsah promichejte.

Jaka je latkova koncentrace ptipraveného roztoku? Mnaci = 58,5 g/mol
Vysledek
mol/l
mmol/Il

Jaké je hmotnostni koncentrace ptipraveného roztoku?

Vysledek
g/l
Jakou ma tento roztok osmolaritu?
Vysledek
mmol/I
Jakou ma tento roztok osmolalitu?
Vysledek
mmol/ Kgvody
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Ukol 2: P¥ipravte 250 ml Ringerova roztoku

Fyziologicky roztok v podobé 0,9% NaCl obsahuje pouze Na* a Cl ionty. V krevni plazmé jsou
pritomny ale 1 jiné ionty. V praxi se pouzivaji i infuzni roztoky trochu vice odpovidajici slozeni
krevni plazmy. Jednim z nich je Ringertv roztok.

Postupné navazte pomoci plastové vazenky a pieneste navazena mnozstvi do 250 ml
Erlenmayerovy banky:

chlorid sodny 2,150 g
chlorid draselny 0,075 g
chlorid vapenaty 0,083 g

Do téze Erlenmayerovy baiky splachnéte i nepozorovatelné zbytky z vazenky pomoci stii¢ky
s destilovanou vodou.

Pfidejte destilovanou vodu do objemu asi tak 100 — 150 ml a krouzivym michanim dokonale
rozpust'te obsah.

Pomoci nalevky pfelijte obsah Erlenmayerovy baiky do 250 ml odmémé barnky.
Erlenmayerovu banku alespoii 2x proplachnéte malym mnozstvim vody, v§e poiad slivejte do
odmérné banky.

Destilovanou vodou (ze stiicky) doplitte odmérnou banku ptesné po rysku (na objem 250 ml).

Odmérnou barku uzaviete zatkou a dikladné obsah promichejte.

Jaka je latkova koncentrace jednotlivych iontl v piipraveném roztoku?

M(NaCl) = 58,45 g/mol
M(KCI) = 74,56 g/mol
M(CaCl; . 2H20) = 146,99 g/mol

Vysledek
Na* mmol/l
K* mmol/|
Ca? mmol/I
Cr mmol/l

Jakou ma tento roztok osmolaritu?
Vysledek
mmol/Il
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Jakou ma tento roztok osmolalitu?

Vysledek

mmol/ Kgvody

¢) Kryoskopické méreni osmolality

Osmolalitu budeme stanovovat na zakladé kryoskopického efektu. Cim je vétsi osmolalita
roztoku, tim ma nizsi teplotu tani (tuhnuti). Rozdil mezi teplotou tani roztoku a teplotou tani
¢istého rozpoustédla (AT, pokles bodu tani) je pfimo umérny osmolalité. Konstantou umérnosti
je tzv. kryoskopicka konstanta.

AT =K x osmolalita kryoskopicka konstanta vody: Kk = 1,86 °Cxkgxmol

pozn. K méfeni osmolality by bylo mozné vyuzit i ebulioskopického efektu. Cim je vétsi osmolalita roztoku, tim
ma vyssi teplotu varu. Rozdil mezi teplotou varu roztoku a teplotou varu ¢istého rozpoustédla (AT, vzestup
bodu varu) je pfimo tmérny osmolalité. Konstantou tmérnosti je v tomto pfipadé ebulioskopicka konstanta.

ebulioskopické konstanta vody: Kg = 0,513 °Cxkgxmol ™

Jakou teplotu tani (tuhnuti) méa vodny roztok o osmolalité

3,5 mol/kgvody ? Vysledek

°C

Tyto znalosti ndm umozni prevést lohu "Jak zméfit osmolalitu?" na tilohu "Jak zméfit teplotu
tani?".

Teplotu tani (tuhnuti) lze snadno odecist z Casového pribehu poklesu teploty béhem
ochlazovani analyzovaného vzorku.
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teplota

Co se stane s tekutinou, budeme-li ji ochlazovat?

Teplota postupné klesa, dosahne-li se teploty tuhnuti (tani),

pokles teploty se zastavi, dokud vSechna tekutina neztuhne .
vled. Teprve potom muze pokles teploty pokracovat 7
azastavi se na teploté prostiedi, kam je tento vzorek
umistén.

ochlazovani ledu

Méreni osmolality modernim osmometrem

Mame k dispozici i moderni osmometr, piistroj pro kryoskopické stanoveni celkové osmolality
ve vodnych roztocich s dotykovym LCD. Pouziva velmi citlivy teplomér s rozliSitelnosti
0,001 °C, coz odpovida ve vysledku osmolality rozliSitelnosti 1-2 mmol/kg. Pracuje se
s objemy vzorku 50 pl, doba méfeni je cca 1 min. Méfeni je snadné a rychlé, proto proméfime
vice vzorkd.

Ukol: Zméite osmolalitu pFipravenych infuznich roztoki a dalSich vzorka

Piiprava vzorki

Destilovana voda — eppendorfka ve stojanku u pfistroje

Vzorek vlastni moc¢i — k dispozici je odbérova naddobka, toaleta...
Fyziologicky roztok (0,9% NaCl) — méme piipraveno

Ringeriiv roztok — méame piipraveno

Ringertv roztok + ethanol:

agrwbdE

Odmérnym valcem odméite co nejpiesnéji 50 ml Ringerova roztoku, prelijte do kadinky
a ptipipetujte 0,25 ml 40% alkoholického napoje.

Spocitejte, jaky vzestup osmolality (osmolarity) by mél tento ptidavek ethanolu zptsobit:
M ethanolu = 46 g/mol
Hustota ¢istého ethanolu: 0,789 g/cm?®
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6. Ringerav roztok + glukéza:

Odmérnym valcem odméite co nejpresnéji 50 ml Ringerova roztoku, pielijte do kadinky.
Odvazte pomoci vazenky 270 mg glukdzy a tu rozpust'te v roztoku v kadince.

Spocitejte, jaky vzestup osmolality (osmolarity) by mél tento ptidavek gluk6zy zpusobit:
M glukozy = 180 g/mOl

Do 6 kryoskopickych zkumavek napipetujte po 50ul vzorky. Bez bublin!
Zm¢ite osmolalitu.

Vzorek Zméiend osmolalita
Destilovana voda mmol/kg
Vzorek moci mmol/kg
Fyziologicky roztok (0,9% NaCl) mmol/kg
Ringertv roztok mmol/kg
Ringertv roztok + ethanol mmol/kg
Ringertv roztok + glukoza mmol/kg

Zaver:
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Lab 4: Chromatografie

Definujte obecné, co je chromatografie:

a) Papirova chromatografie aminokyselin

Déleni probiha na chromatografickém papite, ktery je nosicem stacionarni faze, tj. vody, ktera
je v mnozstvi asi 5% trvale vazana na celulézu. Pro méné naro¢né prace muze byt nahrazen
papirem filtraénim, ktery na rozdil od papiru chromatografického nema tak ptresn¢ definované
vlastnosti. Mobilni fazi jsou riiznd organicka rozpoustédla nebo jejich smési s uréitym podilem
vody, aby nedochazelo k vymyvani stacionarni faze z nosice.

Vzorky se nanaSeji na start kapildrni mikropipetou v objemu 2 az 10 pl. Béhem nanéseni se
rozpoustédlo odpatuje, aby se vzorek zkoncentroval do skvrny o malém prameéru.

Vyvijeni se provadi ve sklenénych
uzavienych komorach. Dojde-li ¢elo na
konec papiru, chromatogram se vyjme,
ususi a podle potieby vyvola. (Postiika
se vhodnym Cc¢inidlem, které dava se
vSemi vzorky vyraznou barevnou
reakci). Nékdy se pouzije UV-detekce.
Rada latek (Casto piirodniho pivodu)
vykazuje v UV-svétle barevnou
fluorescenci. K vyhodnoceni se pouZzije
hodnota retardacniho faktoru Rf a
provede se srovnani s paralelné
nanesenymi standardy.

A = draha vzorku 4
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Ukol: Urcete aminokyselinu v neznamém vzorku

Piiprava chromatogramu

Na pracovnim stole mate pfipraven chromatograficky papir o velikosti 18 x 18 cm. Urcete stied
a kolem stiedu opiste kruznici o praméru piiblizné 3 cm (MmuzZete pouzit pripravenou Sablonu).
Na kruznici naznacte lehce Sest bodu tak, aby jednotlivé body byly po kruznici rovnomérné
rozlozeny. Jednotlivé body, na které se budou nanaset vzorky, oCislujte (pouzijte mekkou tuzku,
nikoliv propisovaci nebo fix!)

Na body oznacené Cisly 1 az 4 naneste standardy. Standardy jsou ve stojanku na pracovnim
stole. K nandseni pouzijte Pasteurovy pipety. Na bod oznaCeny Cislem 5 naneste smés
standardd, na bod ¢islo 6 jeden z neznamych vzorki. Standardy, smés i vzorek naneste 3x na
stejné misto. Mezi jednotlivymi kapkami stale odpatfujte rozpoustédlo (pouzijte k tomu fén
nebo infralampu), aby vzorek ztstal na malé ploSe. Primér skvrny by nemél piesahnout 0,5 cm.
Jednotlivé vzorky nanesené na kruznici se nesmi dotykat nebo dokonce piekryvat. Na kvalitni
a peclivé praci pii nanaseni vzorki zavisi i dobry vysledek experimentu.

Do sttedu kruhu udélejte maly otvor (napr. hrotem tuzky), jimz provléknete ,.knot* (pevnée
stoceny prouzek chromatografického papiru).

Vyvijeni a detekce

Pracujte pouze v digestori!
Do Petriho misky s ptipravenou vyvijeci smési (n- butanol — kyselina octova - voda 4:1:1)
vlozte chromatogram tak, aby knot zasahoval do vyvijeci smési. Lehce priklopte horni misku a
pozorujte radidlni postup rozpoustédla. Vyvijeni trvé asi 1 hodinu.

18 cm

[ =N

18 cm

}r: 1,5¢ecm

5' 23

A

Chromatogram Vyvijeci komora

Dojde-li ¢elo k okraji misky, vyvijeni ukoncete. Chromatogram vyjmeéte, pinzetou odstrante
knot a ihned, dokud je papir jesté vlhky, tuzkou oznacte polohu Cela. Pak nechte chromatogram
v digestofi ususit.

Suchy chromatogram stejnomérné z vhodné vzdalenosti postiikejte ¢inidlem pro detekci
aminokyselin (roztok ninhydrinu v acetonu).
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Pracujte pouze v digestori, pouzijte ochranné rukavice!

Snazte se, aby cela plocha mezi startem a ¢elem (misto, kde putovala mobilni faze a kde Ize
ocekavat, ze se budou nachazet slozky vzorku) byla rovhomérné zvlh¢ena. Nechte v digestofi
uschnout pfed rozsvicenou infralampou ve vzdélenosti asi 30 cm (chromatogram miZzete opfit
o zadni sténu digestofe) a pak zahiejte asi na 80°C piiblizenim chromatogramu tésné
K infralampé (cela plocha musi byt postupné zahiata). Objevi se modrofialové skvrny

A%

vysledku uréete neznamou aminokyselinu. Vypocitané hodnoty Rt zapiste do tabulky.

Sem vioZte fotku, prekreslete nebo vlepte chromatogram
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Pozice Aminokyselina Rt (jednotlivych vzorkit)
1 Lysin
2 Glycin
3 Alanin
4 Isoleucin
5 Smés aminokyselin 1 — 4 ---
6 Vzorek

Napiste strukturni (racionalni) vzorce aminokyselin:

alanin glycin

isoleucin lysin

Ktera z uvedenych aminokyselin je nejméné polarni?

Ktera z uvedenych aminokyselin je nejvice polarni?

Zaveér:
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b) Déleni rostlinnych pigmenti chromatografii na tenké vrstvé

Tenkovrstva chromatografie (TLC — thin layer chromatography) predstavuje velmi
jednoduchou, ale zna¢né ucinnou chromatografickou metodu, jejiz podstatou je rozdéleni
jednotlivych slozek smési na zdklad¢ jejich odlisné interakce se sorbentem, ktery je nanesen
Vv tenké vrstvé na pevnou podlozku. Mobilni fazi je organické rozpoustédlo o vhodné polarité.
Volba nejvhodnéjsiho sorbentu, detekéniho Cinidla a rozpoustédla zavisi na typu délené smesi.
TLC slouzi ptedevsim ke sledovani prabéhu reakci a je ukazatelem ¢istoty produkti. Tenka
vrstva stacionarni faze je tvofena bud’ volné sypanym sorbentem, nebo sorbentem fixovanym
vhodnym pojivem (Skrob nebo sadra). V soucasnosti jsou Castéji vyuzivany fixované tenké
vrstvy, se kterymi je dobrd manipulace, a které poskytuji dobfe reprodukovatelné vysledky.
Tyto vrstvy jsou pfipravovany rozprostfenim suspenze sorbentu v rozpoustédle na vhodnou
podlozku (hlinikova nebo plastova folie). Vlastni chromatografie se provadi obvykle
vzestupnym zpusobem tak, aby naneseny vzorek nebyl ponoten do kapaliny, ale rozpoustédlo
se na uroven startu dostalo jen vzlindnim. Chromatografickd komora musi byt po celou dobu
vzlinani rozpoustédla tésné uzaviena, aby nedochédzelo k tniku par a tim k nezddoucim
okrajovym jevim, které neptiznivé ovliviiuji priibéh déleni. DestiCka s tenkou vrstvou se
z chromatografické komory vyjme ve chvili, kdy ¢elo rozpoustédla dospéje nékolik milimetra
od jejiho horniho okraje. Poté se provede vyhodnoceni chromatogramu, které je nejjednodussi
u barevnych latek, protoze tam je pfimo vidét poloha ziskané stopy. V pfipad¢, ze se jedna
0 latky bezbarvé, je potieba ziskané stopy zviditelnit detekénim c¢inidlem, které pti reakci se
stanovovanou latkou vytvari barevnou stopu.

V listech zelenych rostlin se vyskytuje vétsi pocet lipofilnich barviv, jejichz charakteristickou
vlastnosti je rozpustnost v nepolarnich rozpoustédlech. Chemicky i1 funkéné jsou velmi
riznoroda, jejich spoleénym rysem je vétsi pocet konjugovanych dvojnych vazeb v molekule.
Vétsina téchto barviv souvisi s fotosyntézou, pficemz rozhodujici vyznam maji chlorofyl a,
chlorofyl b a karotenoidy, které se uplatituji pfi zachycovani a pfeméné svételné energie.
Chlorofyly jsou cyklické tetrapyrroly s centralnim atomem hoi¢iku, karotenoidy zahrnuji
xantofyly a karoteny.

Uved'te jiny cyklicky tetrapyrrol, jeho centralni atom a oxidacni stupen.

Uved'te, jak se 1i8i (z chemického hlediska) xantofyly (napr-. lutein, zeaxanthin) a karoteny
(napr. p-karoten, lykopen).
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~Chlorofylb

Chlorofyl a

.

i j \Karotenoidy

400 500 600 700
Vinova délka (nm)

Pokud budeme sledovat, které vinové délky urcité barvivo absorbuje, ziskame tzv. absorpéni
spektrum. Toto spektrum vykazuje maxima (tzv. piky), ktera jsou typicka pro danou latku.
Idealni je sledovani absorpéniho spektra ve viditelné oblasti, coz je dostate¢né pro identifikaci
nckolika barviv obsazenych v listech. Rozkladnymi produkty chlorofylu jsou feofytiny,
karotenoidy ptfechazeji pies epoxidy na bezbarvé slouceniny.

Rychlého rozdéleni listovych barviv lze dosdhnout chromatografii na tenké vrstvé, kde
adsorbentem je oxid kifemicity fixovany pomoci Skrobového pojidla na hlinikovou desticku
(Silufol). Slozky smési se deéli na zakladé rozdilné adsorpéni afinity stacionarni faze
k molekulam rozpusténych latek. Po rozdéleni extraktu lze jednotlivé slozky vymyt (= eluovat)
z nosice organickymi rozpoustédly a spektrofotometricky stanovit.

Pfinesete si rostlinny material ("zelené ¢asti" — list, jehli¢i, stonek). Doporucuji tis (staci kratka
vétvicka s jehli¢im, cca 5 cm).

Ukol: Rozdélte rostlinné pigmenty pomoci TLC

Piiprava vzorku

Vzorek rostlinného materidlu jemné nastiihejte do tfeci misky - ¢im mensi kousky, tim Iépe se
vam budou homogenizovat. Pfimo do misky pfidejte na Spicku 1zicky uhli¢itanu vépenatého,
ktery zabrani nezddoucimu sniZovani pH v pribé¢hu homogenizace, malé mnozstvi sklenénych
stiipkl a rozetete s malym mnoZzstvim acetonu (1 az 2 ml), abyste ziskali koncentrovany
extrakt. Aceton je t€kavé rozpoustédlo, pokud se pred zahdjenim nanaseni vzorku odpati, je
nutné ho do tfeci misky opct malé mnozstvi pfidat. Cilem je nanaSet koncentrovany extrakt
smési barviv, a tedy acetonu je tieba davat jen tolik, kolik je nezbytné nutné k nasati extraktu
do kapilary.

Pro ochranu oci pouzijte ochranné bryle!

Napiste strukturni vzorce:

uhlicitan vapenaty aceton isopropanol
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Priprava vyvijeci soustavy
Ve vyvijeci komote mate pfipravenu vyvijeci smes benzin : petroléter : aceton v poméru slozek
4 :1:2 Komora musi byt uzaviena sklenénou deskou, aby pfed vlastnim pokusem byla

nasycena parami smesi.

NanaSeni vzorku

Budete pracovat se silufolovou deskou. Na kratsi strané silufolové desky asi 2 cm od dolniho
okraje naznacte lehce tuzkou start. Dbejte na to, abyste pfitom neporusili tenkou vrstvu oxidu
kiemicitého! Vzorek budete nanaset sklenénou kapilarou, kterd je ponofena v Cisticim roztoku
ve sklenéném valecku. Pred pouzitim kapildru osuste dotknutim se savého papiru nebo

buniciny.

Na start desky naneste sklenénou kapilarou acetonovy extrakt vzorku jako dlouhou tenkou
¢arku (viz obrazek). Po naneseni vyckejte zaschnuti. Po zaschnuti se nanaSeni na stejné misto
3-4x zopakuje, aby se dosahlo dostatecné sytosti. Pozor, extrakt mé tendenci se rozpijet, a proto
dbejte na to, aby prouzek vzorku byl co nejuzsi. Po dokon¢eni nanaseni by nemél zasahovat od

startu dale jak 3 mm nahoru/dold. NanaSeni provadéjte dostatecné pomalu! Vzorek nanésejte
tak, aby byla mezera (cca 5 mm) mezi okrajem desticky a nanesenym vzorkem (viz obrazek).

} 2cm e _/_%_1

Vyvijeni

Vlozte do vyvijeci komory ptipravenou silufolovou desticku s nanesenym vzorkem. Desticku
opfete Sikmo o sténu komory tak, aby byl dolni okraj ponofen ve vyvijeci smési. Start nesmi
byt v zadném piipad¢€ ponotfen! Komoru peclivé uzaviete. Vyvijeni ukoncete ve chvili, kdy
dojde ¢elo rozpoustédla asi 1 cm pod horni okraj desticky. Po vyjmuti desti¢ky oznacte tuzkou
misto, kam rozpoustédlo doputovalo, a desticku vysuste.
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Na zaklad¢ znalosti hlavnich barviv obsazenych v rostlinnych materialech piirad’te jednotlivym
barevnym frakcim nazvy pigmentl (ne vSechny zony z obrazku musi byt pfitomny, nebo
naopak se mohou vyskytnout i jiné).

Sem viozte fotografii, prekreslete
nebo vlepte chromatogram

| 1 | 8 P —karoten
| I—— 7 feofytin
| —— 6 chlorofyl a
l l |5 chlorofyl b
| 1 |4 lutein
I 1 | 3 lutein-5,6-epoxid
| ] | 2 violaxantin
| 1 |1 neoxantin
START
Vysvétlete nasledujici pojmy:

Stacionarni faze

Mobilni faze

Zaver:
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c) Déleni barevné smési gelovou chromatografii

Ukol: Oddélte dextranovou modi od chromanu draselného

Dextranova modr Barva Molarni hmotnost

Co jsou to dextrany?

~2 x 10° g/mol

Chroman draselny Barva Moldrni hmotnost

VZOrec:

- g/mol
co je pfitomno v roztoku:

Na pracovnim stole mate pfipravenou kolonu naplnénou stacionarni fazi - gelem Sephadex
(polysacharid dextranového typu).

Odzatkujte kolonu, oteviete kohout a kapalinu nad gelem nechte vytéci. Ponechte jen malou
vrstvu nad gelem (asi 2 mm). Do ni pipetou naneste 0,5 ml barevné smési (dextranova modf
a chroman draselny). Smés pred pipetovanim promichejte. Pipetu s nasazenou modrou Spickou
je tieba vsunout opatrn€é do kolony tak, aby Spicka byla tésn€ nad povrchem gelu (hladinou
kapaliny v kolong). Obsah $pic¢ky vyprazdnujte velmi pomalu! Barviva nesmi ulpét na sténé
kolony!

Barva smési:

Pooteviete kohout a smés nechte pomalu vsédknout.

Do sklenéné pipety (s nasazenym baldonkem) si pfipravte asi 3 ml elucniho roztoku
(fyziologicky roztok; 0,9% NaCl).

Pipetu vsuiite do kolony tak, aby jeji usti bylo tésné¢ nad hladinou, pomalu a velmi opatrné
ptidavejte elucni roztok. Povrch gelu se nesmi zvirit! Soucasné kohoutem nastavujte rychlost
prutoku kolonou, aby se nad gelem piidavany elu¢ni roztok nehromadil, 1 az 2 kapky za
sekundu. Roztok, ktery vytéka z kolony (tzv. eluat), jimejte do odpadni nadobky. Jakmile dojde
roztok v pipete, zaviete kohout kolony, v klidu si prohlédnéte, co se v koloné dé€je a ptipravte
se na pokraCovani promyvani a jimani barevnych frakci.

Popiste pozorované zmény v koloné:
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Ziskani eluéni krivky
Mate nacviceny postup promyvani kolony. Ujistéte se, Ze vite, co budete v nasledujicich
minutach de€lat! Cist navod v pribéhu prace je pozde!

Sklenénou pipetu napliite po maximalni objem elu¢nim roztokem. Pfipravte se k zahdjeni
experimentu — pipetu vsuite do kolony.

V okamziku zahajeni eluce (pfidavani roztoku z pipety za soucasné regulace rychlosti pratoku
kohoutem) za¢néte méfit elucni Cas (pust'te stopky — v pribéhu eluce je nebudete vypinat, jen
si zaznamenate piislusné Casy. Eluat jimejte zatim do odpadni nadobky.

Sledujte po celou dobu prubéh déleni. V okamziku, kdy se v eludtu objevi prvni barevna
frakce, zaznamenejte Cas (v sekundach), kdy zacala tato frakce vytékat. Soucasné ji
zachytavejte do kalibrované zkumavky. PouzZijte tenci zkumavku — objem 10 ml.

Pravdépodobné nedosahnete dokonalého oddéleni obou slozek. Jakmile se vam barva roztoku
vytékajiciho z kolony pfestane zdat "Cista", ukoncete jimani prvni frakce a zaznamenejte Cas.

Vytékajici smés muzete jimat do zvlastni zkumavky.

V okamziku, kdy se v eluatu objevi ¢ista druha barevna frakce, zaznamenejte Cas, kdy zacala
vytékat. Sou€asné ji zachytavejte do druhé kalibrované zkumavky. PouZijte Sirsi zkumavku —
objem 20 ml.

Zaznamenejte ¢as ukonceni vytékani druhé frakce.

V kalibrovanych zkumavkach odectéte objemy zachycenych frakei.

T T T T CAS

Frakce cislo Barva Latka Objem
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Vysvétlete potadi eluovanych barviv (princip déleni):

Ukonceni experimentu, uklid pracovisté

Nakonec kolonu promyjte dostatecnym mnoZzstvim elu¢niho roztoku (nesmi v ni zlstat stopy
barviv). Nad gelem ponechte asi 5 cm vrstvu roztoku, aby nedoslo k vyschnuti gelu. Kolonu
uzaviete zatkou.

Zaver:
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Lab 5: pH, pufry

Definujte veli¢inu pH:

Co je acidobazicky indikator?

Vysvétlete princip méteni pH (pomoci indikatord i pH metrem):

Co je pufr?

Napiste Henderson-Haselbalchovu rovnici (v€etn€ popisu jednotlivych veli¢in):

Co tato rovnice popisuje?
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a) Méfeni pH
Ukol: Uréete pH vzorku riiznymi metodami a tyto metody porovnejte

Na pracovnim stole je lahev oznagena "Méfeni pH — vzorek". Ukolem je zméfit pH tohoto
roztoku ¢tyfmi metodami. Pro méfeni pomoci indikatorovych papirki a pH metrem si odlijete
pfiméfené mnozstvi vzorku do kadinky. Pro srovnavani se skalou pufri si odpipetujete 10,0 ml
do zkumavky.

1) univerzalnim pH papirkem

Univerzalni indikatorové papirky vétSinou pokryvaji cely rozsah stupnice 0-14 pH jednotek,
ale maji nizkou piesnost, 0,5-1 pH jednotky. Papirky o stfednim rozsahu poskytuji pfesnost
0,3-0,5 jednotek pH a papirky o Gzkém rozsahu az 0,2-0,3 pH jednotky. Papirky o uzkém
rozsahu jsou Casto vyrabény pro jasné definované specialni pouziti, napt. méfeni pH moci.
Krajni extrémni hodnoty pro pH moci jsou asi 4,5 — 8,0. Indikatorovy papirek pro tento ucel
muze byt cilené zaméfen jen na toto rozmezi.

B - o a—

POrCwnd ae SOV m

IlIIII i

"R D 4 S 8T R

Siroky rozsah: 0 — 12
limitovana presnost
(£ 0,5 pH jednotek)

Univerzalni pH papirek uchopte do pinzety a kratce ponoite do zkoumaného vzorku v kadince
(asi na 1 sekundu). Zbarveni porovnejte se stupnici na obalu a odectéte pfiblizné pH.

Dejte si pozor, aby indikdtorovy papirek nespadl do testovaného roztoku. Pokud se tak stane, snazte se ho co
nejdrive vytahnout! Papirek je napustén indikatory, které se mohou uvoliiovat do roztoku a menit jeho barvu. To
by mohlo narusit dalsi méreni provadeénd se vzorkem.

2) papirkem "PHAN"

pHrozsah: 8297 92110 11.0-13.1
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uzky rozsah pH jednotlivych papirki
ale lepsi piesnost (+ 0,2-0,3 pH jednotky)

indikaéni segment —» porovnavaci prouzky

Baleni obsahuje vice riznych indikatorovych papirkd, kazdy uréeny pro jiné uzké rozmezi pH.
Vyberte prouzek PHAN tak, aby piedpokladané pH lezelo pfiblizn¢ uprostied rozsahu
uvedeného na obalu.

pH rozsah vybraného indikdtorového papirku:

Prouzek ponoite kratce (asi na 1 sekundu) do roztoku tak, aby byly zvlh¢eny vSechny barevné
z6ny. Po vyjmuti porovnejte indika¢ni zonu (uprostied) se srovnavacimi barevnymi prouzky.
Najdete-li shodu, ptilozte papirek ke stupnici na obalu a odec¢téte pH.

Do sedych policek opiste odpovidajici hodnoty pH pro vybrany papirek
(z obrazkii, které jsou soucasti baleni "MULTIPHAN").

stiedni indika¢éni zona

Oznacte prouzek, jehoz barva je nejpodobnéjsi barve stredni indikacni zony
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3) pomoci acidobazického indikatoru a srovnavacich pufrii

Podle tabulky si piipravte do zkumavek srovnavaci Skalu pufri. Vypoditejte pH pomoci
Henderson-Hasselbalchovy rovnice. Do kazdé zkumavky pfidejte 20 kapek indikatoru
(bromkresolova zelen). VSechny zkumavky promichejte opakovanym pievracenim.

CH3COOH (100 mmol/l) | CH3COONa (100 mmol/l)
Zkumavka ¢. o o pH
1 9,0 1,0
2 8,0 2,0
3 7,0 3,0
4 6,0 4,0
5 5,0 5,0
6 4,0 6,0
7 3,0 7,0
8 2,0 8,0

pKa (CH:COOH) = 4,75

Do zkumavky s 10 ml vzorku, jehoz pH chcete urcit, ptidejte rovnéz 20 kapek indikatoru a také
dobfe promichejte. Srovnejte barvu zkumavky se vzorkem se srovnavaci Skalou pufri
0 znamém pH. Hledejte barevnou shodu.

Barva ve zkumavce se vzorkem je nejpodobnéjsi barvé standardu cislo:
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4) pH metrem

Stanoveni pH lze provést jednoduchymi kolorimetrickymi metodami pomoci acidobazickych
indikatorti (pH testovaci prouzky). Nicméné piesnost téchto metod je vétSinou nedostatecna.
Pro pfesné méteni pH jsou laboratofe vybaveny pH metry s béznym rozliSenim 0,01 jednotek
pH, Spickové piistroje dosahuji rozliSenim 0,001 jednotek pH.

Na pracovnim stole mate pfipraveny pH-metr
s kombinovanou elektrodou (obsahuje mérnou sklenénou a

- referen¢ni argentchloridovou nebo kalomelovou elektrodu
- v jednom celku).

Elektroda nesmi vyschnout, proto je skladovana
vV uchovavacim roztoku. Nikdy se nedotykejte sklenéné
membrany elektrody!

Z elektrody sejméte ochranny kryt s uchovavacim roztokem.
Odlozte do stojanku, roztok nevylévejte. Elektrodu peclivé
oplachnéte destilovanou vodou a osuste kouskem buniciny.
Do ¢isté kadinky pielijte vzorek, ponoite elektrodu a na pH-
metru odectéte hodnotu pH. Po zméfeni vzorku elektrodu
dikladné oplachnéte destilovanou vodou, otfete a vlozte zpét
do ochranného krytu s uchovavacim roztokem.

Metoda

Zjisténé pH

univerzalni pH papirek

papirek "PHAN"

srovndni s roztoky pufrii

pH metr

Zaveér:
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b) Demonstrace funkce pufri

Ukol 1

Budete pracovat s "fosfitovym pufrem" slozenym z hydrogenfosforeénanu sodného
a dihydrogenfosfore¢nanu sodného.

Pomoci Henderson-Hasselbalchovy rovnice spocitejte, jaké objemy roztokti slozek musite
smichat, abyste dostali 10,0 ml fosfatového pufru o pH =7,0. pKa=7,21

Mate k dispozici: roztok hydrogenfosforecnanu sodného ¢ =100 mmol/l
roztok dihydrogenfosfore¢nanu sodného ¢ =100 mmol/l

Vypocet:

Vypocitané objemy slozek pufru zaokrouhlete na jedno desetinné misto.

Slozka Vzorec Potiebny objem (ml)

hydrogenfosfore¢nan sodny

dihydrogenfosfore¢nan sodny

Na pracovnim misté jsou dvé titracni baniky. Do jedné titracni batiky napipetujte (pomoci
sklenéné pipety a balonku) piesné 10,0 ml vody.

Do druhé titracni baniky napipetujte presné¢ vypocitané objemy obou sloZek fosfatového
pufru.

Ptidejte 2-3 kapky indikatoru (methylova €erveii) do obou titracnich ban¢k.
Methylova Cervei je pH indikator s barevnym piechodem:

(kys.) 4,4 — 6,2 7luta (z4s.)

Byretu napliite titranim roztokem HCI (c = 0,100 mol/l) a titrujte do barevné zmeény indikatoru
(rizové Cervena barva). Zaznamenejte objem HCI potfebny k dosazeni tohoto bodu.
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Jak titrovat?

Titracni bariku je vhodné drzet v pravé ruce a levou rukou ovladat kohout byrety. Za neustdalého michani pomalu
pridavejte titracni roztok ke vzorku v titracni bance. Neustdle sledujte zbarveni roztoku v titracni barnce. Titraci
ukoncite v ekvivalentnim bodé (pozndate nahlou zménou zbarveni).

V pripadé vody postupujte zvilasté opatrne!

Objem v titracni baiice | pH | Objem HCI, ktery zpiisobil zménu pH

voda 10,0 ml 7.0

fosfatovy pufr 10,0 ml 7.0

Zaver:
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Ukol 2

Na pracovnim stole mate dvé sklenéné lahve. V jedné je deionizovana (ultradistd) voda,
ve druh¢ je fosfatovy pufr o pH blizkém 7.

Voda

Pomoci odmérného valce odméite 50 ml deionizované vody, prelijte do Cisté kadinky a zméite
pH metrem pH. Hodnotu zaznamenejte. Vodu z kadinky vylijte. Stejnym odmérnym valcem
odméite dalsich 50 ml deionizované vody, pfelijte do stejné kadinky a znovu zméite pH.
Elektrody po druhém méteni nechte ponofené v kadince a do kadinky pfipipetujte 100 pl
roztoku Kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,1 mol/l. Obsah kadinky opatrn¢ zamichejte.
Chvili pockejte a zapiste, na jakou hodnotu se zménilo pH.

PH deionizované vody PH po pFidani HCI

méfeni 1 meéfeni 2

Vyjadiete se k pH deionizované vody a ke zméné v pH zplsobené piidanim malého mnozstvi HCI:

Pufr

Pomoci odmérného valce odméite 50 ml fosfatového pufru, prelijte do Cisté kadinky a zméite
pH metrem pH. Hodnotu zaznamenejte. Pufr z kadinky vylijte. Stejnym odmérnym valcem
odméite dalsich 50 ml pufru, ptelijte do stejné kadinky a znovu zméite pH. Elektrody po
druhém méteni nechte ponofené v kadince a do kadinky ptipipetujte 100 pl roztoku kyseliny
chlorovodikové 0 koncentraci 0,1 mol/l. Obsah kadinky opatrné zamichejte. Chvili pockejte
a zapiSte, na jakou hodnotu se zménilo pH.

pH pufru PH po piidani HCI

meéfeni 1 meéfeni 2

V zavéru se vyjadrete ke stalosti pH pufru a ke zméné v pH zptisobené ptidanim malého mnoZzstvi
HCI:
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Lab 6: Odmérna analyza

K ¢emu vyuzivame odmérné stanoveni?

Vysvétlete pojem bod ekvivalence:

Provedenti titrace

Do titra¢ni baiiky odpipetujte (pomoci sklenéné pipety a balonku), co nepiesnéji vzorek nebo
standard.

Pokud je potieba, ptidejte indikator a krouzivym pohybem obsah promichejte.
Byretu naplitte pomoci nalevky titracnim roztokem. Po naplnéni nalevku z byrety sejméte.

Nastavte hladinu titracniho roztoku v byreté na nulovou hodnotu upusténim ¢inidla do odpadni
nadobky umisténé pod byretou. Odecitd se poloha dolniho menisku kapaliny pii pohledu
kolmo, tj. ne §ikmo shora nebo zdola.

Poznamka: pred kazdou dalsi titraci se ujistéte, zda mate v byreté dostatek cinidla. Stava se, Ze pro
Jjeho nedostatek ,,sjedete  pod stupnici a tak prijdete o celé méreni.

Titra¢ni baniku je vhodné drzet v pravé ruce a levou rukou ovladat kohout byrety. Pro levaky to
plati obracené. Ke vzorku v titra¢ni baiice za neustalého michani pfidavejte po kapkach titra¢ni
roztok. Stale sledujte zbarveni roztoku v titrani banice. Po ndhlé zméné€ barvy titrované¢ho
roztoku (bod ekvivalence) ukoncete titraci.

.....

Na stupnici byrety odectéte spotiebu. Titraci jesté jednou opakujte (kroky 1-5). Po ptedchozim
uz vite, jakou spotiebu piiblizné oc¢ekavat. Pfi opakované titraci mizete rovnou rychle pfidat
titrani roztok téméf az k ocekavané spotiebé a pak dale pokrac¢ovat po kapkach, pomalu. Je-li
rozdil obou zjisté€nych spotieb vEétsi nez 0,5 ml, titraci zopakujte po tieti.
Pokud je nekterée méreni "na prvni pohled" chybné, nebudete s nim pocitat. Priklad: namérené
spotieby jsou 1,5 ml a 7,4 ml. Provedete treti titraci a odectete 7,2 ml. Hodnota 1,5 ml bude

pravdépodobné zcela chybnd, nebudete s ni pocitat. Budete pracovat s priumérnou spotrebou
spocitanou z hodnot 7,4 ml a 7,2 ml; priumér = 7,3 ml.

Vypocitejte pFesnou koncentraci vzorku nebo titra¢niho roztoku.
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a) Alkalimetrie

Ukol: Zjistéte koncentraci kyseliny octové ve vzorku kuchyiiského octa

A. Standardizace titra¢niho roztoku NaOH

Do titra¢ni baniky odpipetujte co neptesnéji 10,0 ml standardniho roztoku kyseliny $t’avelové
(c = 0,050 mol/l) a pridejte 2-3 kapky indikatoru (fenolftalein) a obsah promichejte. Roztok
zustane bezbarvy, v bodé ekvivalence se barva titrovaného roztoku nédhle zméni na riizovou.

Byretu napliite titraCnim roztokem NaOH (c ~ 0,1 mol/l) a provedte titraci (2 - 3x).

Vypocitejte pfesnou koncentraci titraéniho roztoku.

reakcni rovnice:.

spotieby: Vi1 = ml Vi, = ml (Vtz = ml)
primeérnd spotieba Vt = ml

vypocet:

Ct= mol/I

B. Stanoveni koncentrace CH;COOH
Mate za ukol zjistit koncentraci kyseliny octové ve vzorku kuchyiiského octa.

Jeji koncentrace je zde prili§ vysoka, pied titraci je nutné nejdiive provést fedéni.

Do malé kadinky odlijte z lahve octa pfiméfené mnozstvi (cca 20 ml).
Proc? Jde o to, neznecistit obsah origindlni lahve.
Do odmérné bainky o objemu 100 ml odpipetujte z kadinky piesné 10,0 ml.

Odmérnou banku dopliite destilovanou vodou po rysku (tj. na objem 100 ml) - télo banky
dopliite ze zasobni lahve a hrdlo ze stficky. Rysku pfitom mé&jte ve vysi oci.

Odmeérnou banku uzaviete zatkou a obsah dikladné, opakovanym pievracenim, promichejte.
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Obsah pfelijte do Erlenmayerovy banky.
Proc¢? Hrdlo odmeérné bariiky je pro pipetu prilis uzke.
Z Erlenmayerovy barky odpipetujte co nejpiesnéji 10,0 ml do titracni banky.
Pridejte 2-3 kapky indikatoru (fenolftalein) a proved'te vlastni titraci. Titraci ukoncete, kdyZ se
roztok zbarvi rizové (bod ekvivalence).

Vypocitejte puvodni koncentraci kyseliny octové v lahvi kuchyiského octa (latkovou
I hmotnostni koncentraci, hmotnostni zlomek, hmotnostni procenta). POZOR! Nezapomente
na to, ze jste ptivodni roztok pied titraci fedili.

M(CH3COOH) = 60,0 g/mol pogitejte s hustotou 1,0 g/cm?®
reakcni rovnice:.
OCET
vyrobce: udavana koncentrace kyseliny octoveé: %
spotieby: Vi1 = ml Vi = ml (Vtz = ml)
prumérna spotieba Vi = ml
vypocet:
koncentrace _ koncentrace _
. . c= mol/l g p= o/l
, latkova hmotnostni
vysledky p p
hmotnostni hmotnostni o
zlomek procenta 0
Porovnejte vyrobcem udavanou a zjisténou koncentraci kyseliny octové.
O kolik procent vyssi/nizsi koncentraci jste naméftili?
Zaver:
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b) Chelatometrie

Podstatou chelatometrie je tvorba nedisociovanych, ale ve vodé rozpustnych komplexa
kovovych kationtt nejprve s metalochromnim indikatorem a nasledn¢ s komplexotvornymi

¢inidly (chelatony).

Nejprve se vytvoii komplex indikator-kov, ze kterého v bod¢ ekvivalence chelaton vytésni
indikator. Volny indikdtor ma jinou barvu nez v komplexu se stanovovanym kovovym

kationtem.

Chelaton 2 = kyselina ethylendiaminotetraoctova (EDTA)
Chelaton 3 = disodna stl kyseliny ethylendiaminotetraoctové

EDTA (Chelaton 2) - vzorec:

Chelaton 3 - vzorec:

Ukol 1: Zjistéte koncentraci Mg?* v mineralni vodé

S chelatony reaguji obecné vSechny vicemocné
kationty kovi (Ca?*, Mg?, Ni%, Pb%*, Bi®..).
Piitomnost jinych iontd nez Mg?*, reagujicich
s chelatony, budeme pro Magnesii zanedbavat.

Do kédinky odlijte zlahve pfiméfené mnozstvi
minerdlni vody (cca 50 ml).

Do titra¢ni banky odpipetujte z kadinky ptresné 10,0 ml.

Upravte pH ptfidanim 1 ml amoniakdtového pufru
(v digestofi; pozor, ziravina!). Zbarveni indikdtoru je zavislé
na pH, pridani pufiru zabrani zménam pH v priubehu titrace.

Ptidejte praskovy indikator (eriochromova ¢erii T, Erio
T), staci velmi malé mnozstvi (jen né€kolik zrnek, ptidat
mizete vzdy, ubrat uz nikoli!). Roztok se zbarvi slabé

vinove. Predavkovani indikdtoru zpiisobi syté zbarveni roztoku,
V némz se hiife ,, odecita* zména zbarveni v bodé ekvivalence.

Priddanim indikdatoru (Evio T) ke vzorku se vytvori komplex
[indikator - Mg], ktery ma jinou barvu nez volny indikator.
V zasaditéem pH, udrzovaném amoniakatovym pufrem, je volny
indikator modry, kdezto komplex [indikator - Mg] vinové cerveny.

Byretu napliite titraénim roztokem Chelatonu 3 (¢ = 0,010 mol/l) a proved’te titraci. V bod¢
ekvivalence dochazi ke zmén¢ barvy z vinové na blankytn€ modrou.

Vypoditejte latkovou a hmotnostni koncentraci Mg?*. M(Mg) = 24,3 g/mol

reakcni rovnice (ve strukturnich vzorcich):
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Mmineralni voda: vyrobcem udavany obsah Mg?* mg/l

spotieby: Vi1 = ml Vi = ml (Vtz = ml)
prumérna spotieba Vi = ml
vypocty:
Mg?* | koncentrace latkova c= mmol/l koncentrace hmotnostni L = mg/I

Vypocitejte, kolik mg Mg je obsazeno v 1,5 litrové lahvi mineralni vody a porovnejte vyrobcem
udavanou a vami zjiSténou koncentraci. O kolik procent se 118i?

Zaver:
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Ukol 2: Stanovte obsah niklu (%) v pevném vzorku

Pomoci vazenky navazte presné asi 0,15 g analyzovaného vzorku.

“presné asi 0,15 g”, znamend, Ze navdazené mnozstvi nemusi byt zrovna 0,15000 g, ale musime navdazené mnozstvi

zndt S maximdlni moznou presnosti

Navazeny prasek kvantitativné preneste do titra¢ni baiikky pomoci asi 10 ml destilované vody
(. splachnéte do titracni bailkky odmétenou destilovanou vodou). K odméiovani destilované
vody pouzijte odmérny valecek. Krouzivym pohybem obsah baiky ditkladné promichejte, aby

se prasek uplné rozpustil.

Upravte pH pfidanim 2,5 ml koncentrovaného amoniaku (pozor, ziravina!). Amoniak je

v digestofi v lahvi s davkovacem.

Pridejte praskovy indikator (murexid); staci velmi malé mnozstvi. Roztok se zbarvi svétle zlutg.

Pozor na ptedavkovani indikatoru.

Titrujte roztokem Chelatonu 3 (¢ = 0,01 mol/l). V ekvivalentnim bod¢ se objevi fialové

zbarveni murexidu uvolnéného z nikelnatého komplexu.

Vypocitejte obsah Ni (%) v analyzovaném vzorku. M(Ni) = 58,7 g/mol

cislo vzorku: prvni stanoveni

druhé stanoveni

(treti stanoveni)

navazka (mg)

spotieba (ml)

latkové mnozstvi Ni¢* v titraéni barice
(= v navazce)

hmotnost Ni v titrac¢ni bance
(= v navazce)

obsah Ni (%) v analyzovaném vzorku

prumérna hodnota obsahu Ni (%) v analyzovaném vzorku (z vysledki prvniho a druhého

stanoveni):

Zaver:
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Lab 7: Optické metody

Vysvétlete zakladni princip, na némz je zaloZena spektrofotometrie:

Definujte veli¢inu transmitance:

Jaké ma jednotky?

Definujte veli¢inu absorbance:

Jaké ma jednotky?

Vzorkem proslo 25 % zateni. Jaka je absorbance?

Lambertuv-Beerav zakon:
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a) Identifikace acidobazického indikatoru pomoci absorp¢niho spektra

Absorpcni spektrum je zavislost absorbance na vinové délce (nebo vinoctu) svételného zareni.
Obvykle je to kiivka s jednim nebo nékolika maximy, jejichz poloha je charakteristicka pro
kazdou latku. Absorpéni spektra slouzi k identifikaci latek nebo ke kontrole jejich Cistoty.
Budeme se zabyvat pievazné absorpci ve viditelné (VIS spektra) a blizké UV oblasti zafeni
Vv rozsahu vlnovych délek 300-700 nm. Praktické pouziti VIS oblasti zéfeni je limitované jen
na "barevné roztoky", pro stanoveni mnoha bezbarvych latek Ize vyuzit jejich absorpci zatreni
Vv blizké UV oblasti. Pro identifikaci organickych latek je velice vyhodna prace se zafenim IR
oblasti, kde jsou spektra velice bohata na "peaky" (= charakteristicka maxima, ktera odpovidaji
jednotlivym vazbam a funkénim skupinam). Interakce latky s IR zafenim zptisobuje rizné typy
vibraci a rotaci vazeb, spektra v této oblasti jsou charakteristicka pro kazdou latku (fingerprint
region). Spektra se vyuzivaji v riznych oborech. Napt. v organické chemii pfi studiu struktury
slozitych molekul, v analytické chemii pfi studiu stechiometrie komplexii, ve farmacii pfi
kontrole 1¢kti a drog, v soudnim Iékafstvi k priikkazu karbonylhemoglobinu a v mnoha dal$ich
teoretickych 1 aplikovanych oborech.

IR
Z jakych anglickych slov pochazeji zkratky: VIS

uv

Acidobazické indikatory jsou organicka barviva rizného slozeni, ktera méni svou strukturu
(atim i zbarveni) v zavislosti na pH prostiedi. Ob&é formy maji ve viditelné oblasti spektra
charakteristické maximum, které mtize poslouzit k identifikaci indikatoru.

Ukol: Urcete acidobazicky indikator v neznamém vzorku

Na pracovnim stole mate zkumavku s roztokem acidobazického indikatoru ve vodé (pH = 7).

Jakou ma roztok indikéatoru barvu pfi neutralnim pH?

Vezméte dvé Cisté zkumavky a do kazdé z nich napipetujte 1 ml roztoku indikatoru. V jedné
ze zkumavek (oznacte ji K) pfevedete indikator do kyselé formy pfidanim 1 ml roztoku H2SO4
(c = 0,05 mol/l). Ve druhé ze zkumavek (oznacte ji Z) pievedete indikator do zasadité formy
ptidanim 1 ml roztoku Na2B4O7 (c = 0,05 mol/l).

Jakou barvu mé kysela forma indikatoru?

Jakou barvu ma zasadita forma indikatoru?

Mg¢feni spektra proved'te na spektrofotometru, jako porovnavaci roztok pouzijte destilovanou
vodu. Zméite absorbance v rozsahu vinovych délek 300 az 700 nm. Hodnoty plynule zvySujte
po 10 nm.

Plastové kyvety nepiepliiujte, pliite je jen cca 1 cm pod okraj! Nedotykejte se stén kyvet, pres které

bude prochazet ve fotometru svétlo! Jsou-li tyto stény Spinavé, oti‘ete je buniéinou. Ddvejte pozor na
spravny smér vloZeni do otvoru pro kyvety ve fotometru!
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\ZZIZ‘: A (kys. prosti.) | A (zds.prosti.) \ZZIZ‘;‘I A (kys. prosti.) | A (zds.prosti.)
nm - - nm - -
300 510
310 520
320 530
330 540
340 550
350 560
360 570
370 580
380 590
390 600
400 610
410 620
420 630
430 640
440 650
450 660
460 670
470 680
480 690
490 700
500

Nameétené hodnoty zadejte do tabulky v pocitaci. Soubor oznacen AB indikdtor. Ziskate
absorpéni spektrum indikatoru, v némz odeététe polohu maxima (v nm). V atlasu spekter
vyhledejte indikator, jehoz maxima se pro obé formy nachazeji pti stejnych vinovych délkach
jako u vaseho vzorku.
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Sem viozte ziskané absorpcni spektrum

VInova délka absorpéniho maxima kyselé formy:

Vinova délka absorpéniho maxima zasadité formy:

Identifikovany acidobazicky indikator:

Identifikovany acidobazicky indikator — zkuste si najit strukturni vzorec:

Zaveér:
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b) Stanoveni koncentrace Cu?* (kalibraéni k¥ivka)

Hydratované ionty [Cu(H20)4]** jsou modré, ale pro fotometrické stanoveni je toto zbarveni
malo intenzivni a musi byt zvyraznéno vhodnym cCinidlem. Tim mize byt roztok amoniaku,
ktery dava syté modry tetraamminmédnaty komplex.

reakcni rovnice:.

Stanoveni koncentrace provedete pomoci kalibratni kiivky. Redénim roztoku o znamé
koncentraci vytvotite nékolik kalibracnich roztokl a proméfite jejich absorbance pfi optimalni
vlnové délce (maximum absorpéniho spektra). Funkci A = f(c) vynesete do grafu, ¢imz
soucasné provéfite platnost Lambertova-Beerova zdkona. Grafickym vyjadienim musi byt
ptimka prochazejici pocatkem. Z kiivky odectete koncentrace zkoumanych vzorki.

Ukol: Vytvoite kalibraéni kiivku, s jeji pomoci stanovte koncentraci Cu?* v neznamych
vzorcich

Do stojanku si pripravte suché zkumavky a oznacte Cisly:

1az 10 kalibracni roztoky
0 porovnavaci roztok (,,BLANK®)
vz1,vz?2 vzorky

Podle tabulky si pfipravte kalibra¢ni roztoky fedénim zékladniho roztoku vodou. Zakladni
roztok obsahuje 25 mmol Cu?*/1. Na pesném pipetovéani velmi zaleZi.

Ralibracni | 7 4y aan roztok H-0 c(Cu?) Absorbance
roztok é.
. ml ml mmol/| -
0 i 50 0,000
1 0,5 4,5
2 1,0 4.0
3 1,5 3,5
4 2,0 3,0
5 2,5 2,5
6 3,0 2,0
7 3,5 15
8 4,0 1,0
9 4,5 0,5
10 50 -

Nyni pfidejte ke vSem kalibracnim roztokim i porovnavacimu roztoku 5 ml roztoku amoniaku.
Pouzijte automaticky davkovac.

Soucasné si ptipravte také roztoky vzorki (5 ml vzorku smichejte s 5 ml amoniaku).
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Vsechny roztoky promichejte opakovanym pievracenim zkumavek. Nechte 10 minut stat.

Vyhledejte optiméalni vlnovou délku. Méfeni provedte na spektrofotometru proti
porovnavacimu roztoku. Z kalibra¢niho roztoku ¢islo 5 odlijte potfebné mnozstvi do jedné
kyvety a druhou napliite roztokem ¢islo 0 (porovnavaci roztok). Vlozte do spektrofotometru
a zjistéte absorbance pro vinové délky 450, 500, 550, 600, 650 a 700 nm.

Vinova délka [nm] 450 500 550 600 650 700

Absorbance

Sem viozte ziskané absorpcni spektrum

Maximum absorbance ukazuje na optimalni vinovou délku, pfi niz provedete méfeni ostatnich
kalibra¢nich roztokl a vzorki.

Urcend optimalni vlnova délka pouZzitého zareni

Absorbance zadejte do ptislusné tabulky v pocitaci. Soubor oznacen Cu ionty. Vypocitejte
koncentraci kalibra¢nich roztokt a zapiSte do tabulky v pocitaci.
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Poté dostanete kalibra¢ni kiivku. VSechny body by mély leZet na ptfimce. Odchylky mohou byt
zpusobeny chybami a nepfesnosti pii piipraveé roztokil, nebot’ podminky platnosti Lambertova-
Beerova zakona nebyly poruseny.

Sem viozte kalibracni kiiivku

Z kalibracéni kiivky odectéte koncentrace piedlozenych vzork.

Vzorek Absorbance | Koncentrace
& - mmol/I
1
2

Zaver:
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¢) Stanoveni koncentrace Cl (jeden standard)

Cinidlo pro stanoveni koncentrace Cl- obsahuje Hg(SCN)2 a Fe(NOs)s. Chloridové anionty
reaguji s HJ(SCN)2 za vzniku bezbarvého nedisociovaného komplexu [HgCl2] a uvolnéné ionty
SCN- poskytuji s ionty Fe* gerveny komplex vhodny k spektrofotometrickému stanoveni.

Ukol: Stanovte koncentraci chloridii v krevnim séru

Ve stojanku mate 3 malé suché zkumavky, oznaéte je vz (vzorek), st (standard) a O
(porovnavaci roztok). Do zkumavek podle tabulky peclivé odpipetujte (na dno, roztok nesmi
zustat ve Spicce!) uvedené roztoky:

Zkumavka 1 (vzorek) 20 ul analyzovaného séra (je v eppendorfce)
Zkumavka 2 (standard) 20 pl standardu CI" (cst = 100 mmol/l)
Zkumavka 3 (porovnavaci roztok) 20 pl destilované vody

Do vsech zkumavek odpipetujte po 2,0 ml ¢inidla.

Vzorky peclivé promichejte a po 5 minutich zméfte na fotometru absorbanci vzorku (Av)
a standardu (Ast) proti porovnavacimu roztoku p¥i 450 nm.

Absorbance
vzorek
standard
- s ) _ Avzorku
Koncentraci Cl" vypocitate podle vztahu: Cvz = A standarda X Cst
Vysledek
Cvz = mmol/I

Jaka je normalni (fyziologickd) koncentrace chloridt v krevnim séru?

Zavér (srovnejte vysledky s referen¢ni hodnotou):
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Lab 8: Enzymologie |

Enzymy jsou chemicky bilkoviny. Pro spravnou funkci vyzaduji spravnou konformaci, ktera je
zavisla na relativné slabych typech interakci (vodikové vazby, iontové interakce, hydrofobni
interakce, van der Waalsovy sily). Neni proto piekvapivé, ze enzymy jsou citlivé k fadé
vng&jsich vlivi jako je teplota a pH prostiedi.

Vysvétlete terminy:
primarni struktura proteind

sekundarni struktura proteint

terciarni struktura proteint

kvartérni struktura proteint

Katalytickou aktivitu mohou vykazovat i jiné typy molekul nez proteiny
(Nobelova cena za chemii 1989).

Které?
Kde se uplatiiuji?

Kdo ziskal za tento objev Nobelovu cenu?

Se vzristajici teplotou rychlost chemickych reakci obecné vzrusta (Arrheniova rovnice).
U enzymov¢ katalyzovanych reakci to ma ale své meze, s proteinovou povahou enzymu souvisi
konformacni zmény az denaturace vlivem vysoké teploty. Enzym vykazuje maximalni aktivitu
pii teploté oznacované jako teplotni optimum (u lidskych enzymu se jedna o teplotu kolem
37 °C).

V pfirodé se ale najdou i enzymy, které maji teplotni optimum pfi extrémnéjsich teplotach, takovym
enzymem je napi. Taq polymeraza z bakterie Thermus aquaticus.

Jake je teplotni optimum tohoto enzymu?

Kde se tento enzym pouziva?
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Kromé teploty jsou enzymy velmi citlivé i k pH prostfedi. Enzymy jsou slozené z aminokyselin
a ty obsahuji funk¢ni skupiny, jejichz ionizace je zavisla na pH.

Které aminokyseliny obsahuji v postrannim fetézci skupiny, které mohou nést zaporny naboj?

Napiste jejich vzorce.

Které aminokyseliny obsahuji v postrannim fetézci skupiny, které mohou nést kladny naboj?

Napiste jejich vzorce.

V jaké podobé¢ se ionizovatelna funkéni skupina bude nachazet, zalezi i na jeji disociacni konstanté
(pK). Ktera z vySe uvedenych aminokyselin ma pK blizké pH v lidském téle a tedy zmény pH, které
mohou Vv lidském téle nastavat, maji relativné velky vliv na jeji ionizaci?

Zavislost aktivity enzymu na pH ma obvykle Gaussovo rozlozeni. Enzym vykazuje maximalni
aktivitu pti pH prostiedi ozna¢ovaném jako pH optimum. Vétsina lidskych enzym ma pH
optimum pii pH kolem 7.

Jsou i lidské enzymy s extrémné&j$im pH optimem.
Ktery lidsky enzym ma pH optimum pfi extrémné kyselém pH (kolem 1,5)?

Jakou ma tento enzym funkci?

Hlavni vyhodou enzymu jako '"biokatalyzatord", na rozdil od katalyzatord uzivanych
vV chemickém primyslu, je jejich specifita. Lze rozliSit dva typy specifity, specifitu funkéni
(reak¢ni) a specifitu substratovou.

Specifita substratova

Substratova specificita znamend, Ze enzym plsobi pouze na omezenou skupinu substrat
a jinych si "nev§ima". V tomto smyslu jsou enzymy rtizné specifické, nékteré vykazuji specifitu
absolutni, katalyzuji preménu pouze jednoho urcitého substratu a ani hodné podobnych molekul
si "nevsimaji". Nékteré enzymy dokazi katalyzovat reakci nékolika podobnych substrati, ¢asto
ovSem s rozdilnou afinitou (n€ktery substrat je preferovan). Pifikladem mulze byt
alkoholdehydrogenéza, ktera dokaze oxidovat nejen ethanol, ale 1 napt. methanol.
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Specifita funkcni (reakcni)

Enzym katalyzuje jeden urcity typ reakce. Kdyz je to "karboxylaza", tak karboxyluje, nebude
hydroxylovat nebo deaminovat :-). Podivejme se, jaké vSechny enzymy dokazi pracovat
s kyselinou pyrohroznovou (pyruvatem) jako substratem (produktem):

pyruvadtkindza
ALT laktdtdehydrogendza
<€ > <€ >
pyruvit
pyruvdtkarboxyldza pyruvdatdehydrogendzovy

komplex

Dopliite strukturni vzorce a ndzvy produkta (substratil). VSimnéte si, ze nékteré reakce jsou
reverzibilni (mozné obéma smeéry), n¢které prakticky ireverzibilni (smér je znazornén Sipkou).

Ukol pro nejlepsi: Doplite k $ipkam k nazviim enzymd i potfebné koenzymy (kofaktory).
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a) Specifita enzymi (0-amylaza, sacharaza)

V tloze, kterou budete provadét, budete mit dva enzymy, budete jim za riiznych podminek
nabizet dva rizné substraty a analyzovat, co se stalo.

Enzymy: a-amylaza a sacharaza Substraty: skrob a sacharoza

Prvnim z enzymd, s nimiz budete pracovat je a-amylaza. Enzymovy preparat obsahujici tento
enzym si snadno a levné piipravite.

Kde v8ude v lidském téle je tento enzym tvoten?

Co je substratem a-amylazy?

o-amylaza $tépi vazbu.

Jaké jsou produkty reakce katalyzované timto enzymem?

Druhym vyuzivanym enzymem je sacharaza.

Co je substratem sacharazy?

Nakreslete strukturu tohoto substratu.

Sachardza vznikd v enterocytech tenkého stfeva. Sachardza z kvasnic (invertdza) je zamétfena na
B-glykosidovou vazbu (jde o B-fruktofuranosidazu, jeji systematicky nazev je B-D-fruktofuranosid-
fruktohydrolaza). Tim se lisi od sachardzové aktivity tenkého stfeva savcu, ktera patii mezi
a-glykosidazy.

Do jaké tfidy enzymii o-amylazu i sacharazu fadime?
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Zapiste ve strukturnich vzorcich schéma hydrolyzy skrobu a-amyldzou a sachar6zy kvasni¢nou
sacharazou. Vyznacte vazby, které uvedené enzymy hydrolyzuji.

Hydrolyza skrobu a-amylazou:

Hydrolyza sachar6zy kvasni¢nou sacharazou:
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Substraty a produkty Stépeni budete analyzovat reakci s Fehlingovym ¢inidlem a s jodem.

Jaké latky obecné deteguje Fehlingovo ¢inidlo?

Vysveétlete princip Fehlingovy reakce:

Co detegujeme jodem?

TEORIE

Fehlingova reakce Reakce s jodem

Skrob

stépné produkty Skrobu

sacharoza

Stépné produkty sacharozy

Ukol: Sledujte enzymové reakce s adekvatnim a neadekvatnim substratem

Priprava enzymového prepariatu a-amylazy

Odbér slin provedete pomoci soupravy Salivette®. Odzatkujte zkumavku, vyjméte z vrchni ¢asti
zvykaci valecek a jemné zvykejte nebo pievalujte v tstech po dobu asi 1 minuty, aby doslo
k nasati slin do valecku. Vatovy valecek pak vlozte zpét do prislusné centrifugacni zkumavky
a uzavrete vickem. Zkumavku odevzdejte laborantce.

K ziskani vzorku slin se provede odstredéni po dobu 2 minut pfi rychlosti 2 500 rpm.

Do cisté zkumavky napipetujte 6 ml destilované vody, pfidejte 0,5 ml sliny ziskané vyse
uvedenym postupem a otd¢enim zkumavky obsah promichejte. Tim ziskate ziedénou slinu,

kterou budete pouzivat jako enzymovy preparat a-amylazy (i pro dalsi ulohu: ,,Zavislost
aktivity enzymu na pH (a-amylaza)®).

Priprava enzymového preparatu sacharazy

Na hodinovém skli¢ku mate priblizné 0,5 g kvasnic, ke kterému pridejte 2 ml destilované vody
a pomoci ty€inky rozpust'te.
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Pripravte si sadu 8 zkumavek, do kterych napipetujte roztoky dle tabulky:
Lihovym fixem zkumavky ocislujte a oznacte je tak, abyste si je poznali (inicidly).

(ml) 1 2 3 4 5 6 7 8

a-amyldaza 0,5 0,5 0,5 - - - - -

ENZYM Sachardza - - - 0,5 0,5 0,5 - -
destil. voda - - - - - - 0,5 0,5

POVARENI - - |ANO | - - | ANO
) Skrob 2,0 - 2,0 - 2,0 - 2,0 -
SUBSTRAT

Sacharoéza - 2,0 - 2,0 - 2,0 - 2,0

Vsechny zkumavky inkubujte 30 minut ve vodni lazni pti 37°C.

Obsah kazdé zkumavky rozdélte ptiblizné na 2 poloviny.
(do paralelni fady 8 zkumavek pftelijte vzdy asi polovinu obsahu piislusné zkumavky)

Jedna sada zkumavek: Proved'te Fehlingovu reakeci:
Smichejte 2 ml roztoku Fehling 1 a 2 ml roztoku Fehling I1.
Do kazdé zkumavky ptidejte 0,5 ml Fehlingova roztoku a inkubujte
5 minut ve vodni lazni pii 75°C.

Druha sada zkumavek: Ptidejte 5 ml destilované vody, nékolik kapek jodu a promichejte.

Vysledek Fehlingovy reakce

Zbarveni vzniklé s jodem

Vyhodnoceni
Zduvodnéte vysledky Fehlingovy reakce a reakce s jodem v jednotlivych zkumavkach.

Zkumavka

e Vysvétleni
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Zaveér:
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b) Zavislost aktivity enzymu na pH (a-amylaza)
Ukol: Uréete pH optimum slinné a-amylazy

Piiprava enzymového preparatu a-amylazy

Enzymovy preparat jiz mate pfipraveny z pfedchozi ulohy.

Piiprava zkumavek s pufry o rizném pH

Do sady 7 zkumavek pfipravenych ve stojanku napipetujte slozky pufru podle tabulky:
Lihovym fixem zkumavky ocislujte a oznacte je tak, abyste si je poznali (inicidly).

Zkumavka ¢. NazHPO4 (ml) Kys. citronova (ml) pH
1 1,0 4,0 31
2 2,5 2,5 4,8
3 3,0 2,0 58
4 3,5 1,5 6,4
5 4,0 1,0 7,0
6 4,5 0,5 7,5
7 5,0 0 9,0

Do kazdé¢ zkumavky piidejte 1 ml roztoku Skrobu.

Do kazdé ze sedmi ptipravenych zkumavek (obsahujicich stejné mnozstvi substratu — Skrobu,
ale lisicich se v pH) napipetujte 0,5 ml pripraveného enzymového preparatu a-amylazy.
Celou sadu sedmi zkumavek umistéte do vodni 1azné zahtaté na 37°C. Od okamziku vloZeni do
vodni 1azné za¢néte méfit Cas.

Aktivita o-amylazy v ptipraveném enzymovém preparatu se miize vzorek od vzorku velmi lisit.
Jsou studenti, jejichZ 1 velmi natfedéna slina dokaZe rozstépit vSechen ji nabidnuty Skrob za
jakychkoli podminek béhem kratké chvile. Naopak jsou i studenti, ktefi snad ve slindch ani
o-amylazu nemaji :-). Pro vyhodnoceni experimentu bude nutné ze zkumavek inkubovanych
ve vodni lazni odebirat opakované vzorky v casovych intervalech zhruba 5-10 minut
(v Zadném ptipadé ne delsich!).

Odbér vzorku a vyhodnocovani

Z kazdé zkumavky inkubované ve vodni lazni odlijte asi 1 ml roztoku do dalsi ¢isté oznacené
zkumavky. Zbytek smési nechte dale inkubovat ve vodni lazni (pro ptipadné dalsi odbéry).

K odebranym vzorklim pfidejte 5 ml destilované vody, kapatkem nékolik kapek roztoku jodu
a dikladné obsah zkumavek promichejte. Proved’'te vyhodnoceni.
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Sem viozte obrazek (eventudlné popis) vysledku.

Jaké zbarveni poskytne s jodem nehydrolyzovany skrob?

Jaké zbarveni je ve zkumavkach s produkty hydrolyzy skrobu?
Casteéna hydrolyza:

Kompletni hydrolyza:

Z divodu vyse popsané dopfedu neodhadnutelné aktivity a-amylazy v preparatu pfipraveném
ze slin se muze stat, ze pH optimum po prvnim odbé&ru nelze zatim zjistit. Tato situace nastane,
pokud bude v Case odbéru vzorkli pro vyhodnocovani ve vSech zkumavkach zatim jesté
nehydrolyzovany Skrob. V tomto piipad¢ je nutné pokracovat v inkubaci a provést odbér
novych vzorkl ze zkumavek inkubovanych ve vodni 1azni po delsim ¢ase. V opacném ptipadé
1ze pokus ukoncit.

Enzymova hydrolyza $krobu prochazi riznymi stadii, ktera se projevi také reakci s jodem. Skrob se
barvi jodem temné modie, $tépné polysacharidy — dextriny fialové (amylodextrin), purpurové az
Cervené (erytrodextrin), popt. se nebarvi jodem vibec (achrodextrin).

Vysvétlete, jak poznate, pH optimum:

Zjisténé pH optimum slinné o-amylazy:

Zavér:
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Lab 9: Enzymologie II

a) Stanoveni Michaelisovy konstanty kyselé fosfatazy

Co to je Michaelisova konstanta?

Fosfatazy §tépi esterové vazby fosforecné kyseliny, takZe uvoliuji fosfat a ptislusny alkohol.

Pro sledovani enzymové aktivity je vyhodné pouzit synteticky substrat — p-nitrofenylfosfat,
ktery umozni pfimé fotometrické stanoveni:

Dopliite rovnici reakce, ktera je podkladem stanoveni ve strukturnich vzorcich. Vyznacte
reaktant, jehoZ absorbanci mérime.

Reakci provedeme pfi riznych koncentracich substratu a budeme sledovat zavislost rychlosti

enzymové reakce na koncentraci substratu a graficky vyjadiime v systému dvojich reciprokych
hodnot.

Prectéte cely navod pied zahdjenim vilastni prdace!

K dosaZeni dobrych vysledkt je nutné pipetovat pfesné objemy roztokti a dodrzovat dobu
inkubace!
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Ukol: Uréete Michaelisovu konstantu kyselé fosfatazy

Do stojanku ptipravte a oznac¢te 10 zkumavek.

Mechanickymi mikropipetami napipetujte podle nasledujici tabulky nejdiive citratovy pufr
ateprve potom substrat (lze pouzit stejnou SpiCku na pipetu), po dokonceni prace Spicku
vyhod’te.

Zkumavka é. 1 2 3 4 5 6 4 8 9 10
Citratovy pufr [ul] 450 | 400 | 350 | 300 | 250 | 200 | 150 | 100 | 50 -
Substrat [1d] 50 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500

Koncentrace zakladniho roztoku substratu je 2,5 mmol/I.

Sadu zkumavek umistéte do vodni lazn¢ 37°C teplé a nechte je piedehiat 5 minut. Mezitim
pfineste enzym z lednicky (kysela fosfataza v Eppendorf zkumavce), ptipravte stopky a pipetu
na 50 pl s cistou spickou.

Nyni je tfeba, aby v kazdé ze zkumavek bézela reakce presné 10 minut. Reakce bude zahajena pridanim
enzymu, presné po 10 minutach ukoncena ptidanim inhibi¢niho roztoku, ktery zménou pH denaturuje
enzym.

Jak toho dosahnout? Jaké jsou moznosti?

a) Zpracovavat postupné kazdou ze zkumavek. Zabralo by celd praktika &

&
v

& 4d A A &
v vy @ v A4

b) Zpracovavat vsechny zkumavky najednou. Pékné, ale technicky neproveditelné &...

> &> $ > & &
> S ® > S @

C) Zpracovavat zkumavky s ¢asovym posunem.

& Y
4 v

& 4
v v

& Y
v v

& 4
v v

& 'Yy
4 v

& ry
v v

Dalsi praci zorganizujte tak, Ze jeden student(ka) pipetuje enzym a druhy student(ka) méti cas
a hlasi jej tak, aby pipetovani enzymu probehlo v naprosto presnych 30 sekundovych
intervalech. Pipetujici student/ka nejprve nasaje 50 pl roztoku enzymu do $picky pipety, pak
vyjme prvni zkumavku z vodni lazn€, zavede Spicku pipety do zkumavky asi 0,5 cm nad
hladinu, ale substratu se nesmi dotknout. Z této vzdalenosti vypusti enzym do roztoku substratu
(nikoliv tedy na sténu zkumavky) a ve stejny moment druhy student/ka stiskne stopky.
Zkumavkou pak lehce zatfepe a okamzité€ ji vrati do vodni lazné. Stopky nechdme bézet po
celou dobu pokusu.
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Pripravte dals$i enzym a druhou zkumavku, do které presné za 30 sekund rovnéz pridejte enzym
a tak pokracujte.

Intervaly mezi jednotlivymi zkumavkami musi byt vidy stejné!!!

Ptipravte inhibi¢ni roztok, ktery ukon¢i enzymovou reakci. Lahev je opatfena davkovacem.
Piesné za 10 minut od pfidani enzymu do prvni zkumavky pfidejte do téze zkumavky 2 ml
inhibi¢niho roztoku a promichejte. Zkumavku jiz nevracejte do vodni lazné. Do dalSich
zkumavek piidavejte inhibi¢ni roztok piesné ve stejnych intervalech, jako jste piidavali enzym,
takze ve vSech zkumavkach probiha reakce naprosto stejnou dobu, tj. 10 minut. Po zpracovani
vSech zkumavek stopky zastavte.

Zmgéite absorbanci vSech vzorku proti vodé pii 405 nm na fotometru. Méfte od 1. do 10.

zkumavky bez vyplachovani kyvet, pouze je vylejte a obracenim a kontaktem s buni¢inou
odsajte tekutinu.

Zkumavka ¢. 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Koncentrace substratu
0
(mmol/l)
Absorbance 0

Zméfené hodnoty vlozte do tabulky v pocitaci. Vypocitejte a vlozte téZ koncentraci substratu
(p-nitrofenylfosfat) v kazdém reak¢énim vzorku. Zméfena absorbance je timérna enzymové
reakeni rychlosti v kazdé zkumavce, protoze reakéni rychlost znamena mnozstvi preménéného
substratu za jednotku ¢asu. V tomto ptipad¢ vysledek predstavuje mnoZzstvi produktu vzniklého
za 10 minut. Program vytvoii Lineweaveriiv-Burkiiv graf, tj. zavislost 1/v na 1/[S] a zobrazi
rovnici pro danou piimku. Michaelisovu konstantu zjistéte vypoctem z rovnice nebo odectenim
z grafu, kde ovSem ¢teme hodnotu -1/Kwm.

Sem viozte tabulku
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Sem viozte ziskané grafy

Vypocet Michaelisovy konstanty:

Stanovena Ky:

Zaver:
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b) Sledovani aktivity katalazy

Katalaza erytrocytii je soucasti systému, ktery odbourava nezadouci reaktivni formy kysliku,
respektive jejich produkty. Kataldza uvolnéna z erytrocytl rozklada peroxid vodiku.

Dopliite rovnici reakce katalyzované katalazou:

Vysvétlete, co jsou reaktivni formy kysliku.

Koncentraci substratu, tj. peroxidu vodiku, stanovujeme manganometricky.

Manganometrie je redoxni titratni metoda. Titratnim cinidlem je roztok manganistanu
draselného.

manganistan draselny — vzorec: oxidac¢ni ¢islo manganu:

vzhled roztoku manganistanu draselného:

reak¢ni rovnice (V iontovém tvaru):
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Ukol: Posud’te kinetiku rozkladu peroxidu vodiku pomoci katalazy

Pripravte si 8 titra¢nich banék, které oznacite 0 - 7 a do kazdé ptipravite 2,5 ml kyseliny
sirové. Kyselina sirova zastavi pozdéji enzymovou reakci a je rovnéz nezbytna pro
manganometrické stanoveni.

Piiprava roztoku enzymu

Jako roztok enzymu budete pouzivat hemolyzovanou kapilarni krev ziedénou destilovanou
vodou.

Do ependorfky napipetujte 1,5 ml destilované vody. Poté odeberte kapilarni krev ze Spicky
prstu.

Pted vlastnim odbérem krve vezméte jednu sklenénou kapilaru. Dezinfikujte a osuste Spicku
prstu. Proved’'te vpich lancetou. Setiete prvni kapku a naplnte kapilaru krvi z druhé kapky
alespon do poloviny. Vlozte kapilaru se vzorkem do vody v ependorfce. Ependorfku uzaviete
a opakovanym ptevracenim promichejte, aby se veskera krev z kapilary dostala do vody.

Infekcni materidl vyhod'te do pripravené specidlni nadoby!

Piiprava enzymové reakce

Do 100 ml Erlenmayerovy baiiky odméite 60 ml roztoku substratu (pufrovany roztok
peroxidu vodiku) a vlozte téz magnetické michadlo. Postavte na magnetickou michacku,
zapnéte ji a sefid’te michani.

Ptipravte si 5 ml pipetu na odbér vzorkl a proved’te prvni odbér, tj. ptenesete 5 ml substratu
do titra¢ni baiky ¢. 0. Pipeta se nesmi kontaminovat kyselinou sirovou, jinak by se nedala
pouzit pro dalsi odbéry.

Odmeite 1 ml roztoku enzymu a pridejte k substratu. V okamziku piidani stisknéte stopky
a nechte je bézet.

Ptipravte si 5 ml pipetu pro odebirani vzorka a odebirejte vzorky v minutovych intervalech
a thned prenasejte do ptipravenych titra¢nich banék. Rozhodujicim okamzikem neni moment
odebrani, nybrz okamzik vypusténi obsahu pipety do batiky s kyselinou sirovou, ktera zastavuje
reakci. Tzn., ze vzorek nasajete n¢kolik sekund pfed celou minutou a obsah pipety vypustite do
bailky pfesné v ur€eny moment. VSechny vzorky titrujte pomoci manganistanu a stanovte
koncentraci substratu (peroxidu vodiku) v jednotlivych vzorcich.
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Vypocet koncentrace substratu — peroxidu vodiku:

Hodnoty ziskané titraci vlozte do tabulky v pocitaci pfipravené v programu Excel. Program
doplni hodnoty v tabulce a vytvoii grafické vyjadieni zmén koncentraci substratu na Case
a zmén rychlosti enzymové reakce na Case.

Posud’te kinetiku a pokuste se odhadnout fad reakce.

Cas V(t) c(H202) n(H20>) An [ At
min ml mmol/I umol umol/min

0 -

1

2

3

4

5

6

7
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Sem viozte ziskané grafy

Zaveér:
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Lab 10: Enzymologie 111

a) Kompetitivni inhibice sukcinatdehydrogenazy malonatem

Aktivitu sukcinatdehydrogendzy budeme demonstrovat pfimo na mitochondriich, a to pomoci
,umeélého prenasece elektronii”. Jako elektronovy akceptor poslouzi ferrikyanid draselny,
(,,¢ervend krevni sul”), ktery se piijetim elektronti redukuje na ferrokyanid draselny (,,zluta
krevni stl”). Tento pfechod muzeme dobie fotometricky sledovat, je provdzen blednutim
zlutého roztoku ferrikyanidu. Vzhledem k tomu, Ze v mitochondriich jsou pfitomny vSechny
Clanky terminalnich oxidaci, je tfeba zabranit pfestupu elektroni z redukované formy
koenzymu pfirozenou cestou, tj. pfes koenzym Q a cytochromy na kyslik. Tuto cestu
zablokujeme v naSem experimentu kyanidem draselnym, ktery selektivné inhibuje
cytochromovy systém.

Do reakcniho schématu doplnte strukturni vzorce a nazvy reaktantii!

sukcinat

KCN 120,

FAD\'
I
sukcinatdehydrogenaza| —— 2 e —@-) cytochromy

HADH2<”/1 |

oLy

[ Fe**(CN)g > —— [ Fe?*(CN)g ]+

fumarat

Na takto uspofadaném pokusu milZzeme snadno sledovat
kinetiku enzymové reakce 1 ucCinky inhibitordi, napf.
kompetitivniho inhibitoru sukcinatdehydrogenazy, malonatu.
(Ten se mj. uplatnil pii objevu metaboliti citratového cyklu.)

vzorec malonatu
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Vysvétlete pojem kompetitivni inhibice:

Vysvétlete pojem nekompetitivni inhibice:
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Ukol: Sledujte u¢inek kompetitivniho inhibitoru (malonatu) na rychlost enzymové reakce
(katalyzované sukcinatdehydrogenazou)

Do 250 ml kadinky pfipravte led z vyrobniku a pfidejte trochu studené¢ vody. Tak mate
piipravenou ledovou lazen pro preparat mitochondrii.

V kalibrované zkumavce nated’te fosfore¢nanovy pufr 5x destilovanou vodou (2ml pufru +
8 ml destilované vody), promichejte a umistéte do ledové lazné.

Piiprava tkanového homogenatu ze zmraZené srde¢ni tkané

Preparat mitochondrii nesmi obsahovat Cervené krevni a svalové barvivo (interferuje pti
fotometrii), proto je nutno jesté pred vlastni homogenizaci zbavit tkan krve a hemoglobinu.
Svalovinu rozstiihejte na kousky do vychlazené tfeci misky, tlakem pestiku rozdrt'te a 2 - 3x
suspendujte v ledovém ziedéném fosfatovém pufru. Tkanovou drt’ pieneste do vychlazené
centrifugaéni zkumavky a kratce odstred’te (5min/2000 rpm).

V pritbéhu piipravy prepardtu mitochondrii jeden student ze skupiny piipravi reakcéni
roztoky.

Supernatant opatrné slijte do odpadu a sediment, ktery jiz musi byt bezbarvy, vrat'te do tfeci
misky ke kone¢né homogenizaci, kterou usnadnite pfidanim sklenénych sttipkll. Pouzijte
ochranné bryle! Ke tkanové drti pak piidejte asi 3 ml vychlazeného zi'edéného
fosfore€nanového pufru, rozmichejte, preneste do centrifugaéni zkumavky a odstied’te
(5min/2000 rpm). Po odstiedéni opatrné slijte supernatant, tvofeny piedevS§im suspenzi
mitochondrii. Ta predstavuje nds enzymovy preparat sukcinatdehydrogenazy.

Mitochondprie jsou velmi choulostivé struktury, a proto je uchovavejte v ledové lazni.
Priprava zakladniho roztoku

V Erlenmayerové barice smichejte 3 ml kyanidu draselného, 3 ml ferrikyanidu draselného
a 10 ml fosfore¢nanového pufru (nefedéného).

Do zkumavek pipetujte reakéni roztoky podle schématu:

Zkumavka C. 1 2 3 4
zakladni roztok (ml) 2,0 2,0 2,0 -
jantaran (ml) 1,0 1,0 - -
malonat (ml) - 0,5 0,5 -
destilovana voda (ml) 0,5 - 1,0 3,5

Zapnéte fotometr, nastavte vlnovou délku 415 nm, a pfipravte celkem 3 fotometrické kyvety
a stopky. K fotometru pteneste zkumavky 1 — 4 ve stojanku, enzymovy preparat v ledové lazni
a pipetu na 0,5 ml.

Do zkumavky ¢&. 4 (destilovana voda) ptidejte 0,5 ml enzymového preparatu, promichejte
a nalijte do kyvety. Tim jste pfipravili slepy vzorek, proti némuZ nastavte fotometr na nulovou
absorbanci. Zbylé dvé fotometrické kyvety oznacte na boku (matné plocha) ¢islicemi 1 a 2.

Do zkumavky ¢&. 1 pridejte rovnéz 0,5 ml enzymového preparatu, promichejte a ihned napliite
kyvetu €. 1 a zméite jeji absorbanci v ¢ase 0. V okamziku zméteni spust’te stopky. Dalsi student
provede thned zapis hodnoty absorbance, protoze ta se rychle méni (klesa).

Rychle napipetujte 0,5 ml enzymového preparatu téz do reakéni zkumavky ¢. 2, promichejte,
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naplite kyvetu €. 2, vlozte do fotometru misto kyvety €. 1 a zméfte absorbanci v kyveté €. 2.
Okamzik méfeni musi byt pfesn¢ 30 sekund po zméteni zkumavky €. 1.

Pak opét kyvety vyméiite a ptipravte se na zméfeni absorbance v kyveté ¢. 1 presné 60 sekund
po prvém méfeni. Méite tedy kazdou kyvetu v jednominutovych intervalech, se vzajemnym
posunem o 30 sekund. Celkem proved’te 20 méteni kazdé kyvety.

Zpracujte jesté reakéni zkumavku €. 3, kterd je kontrolni, nebot’ neobsahuje substrat, pouze
inhibitor. I k ni ptidejte 0,5 ml enzymového preparatu a méite v minutovych intervalech. Zde
nepozorujeme pokles absorbance, jen nepatrny, ktery predstavuje systematickou chybu metody.

Cas Sukcinat Sukcinat + Malonat Malonat

min A A A
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Hodnoty absorbance vSech 3 reakci zapiste do tabulky v programu Excel, ktery pak graficky
reakci zpracuje.

Sem viozte ziskany graf

Zaveér:
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b) Sledovani aktivity mlé¢né xanthin-oxidoreduktazy

Xanthin-oxidoreduktaza (XOR), xantinoxidaza je vseobecné pokladana za klicovy enzym pro
degradaci purind, uskuteciiuje nasledujici premény:

— XOR ~> - XOR -~

hypoxanthin xanthin kyselina mocovd

Dopliite strukturni vzorce.

Jednd se o komplexni molybden obsahujici flavoprotein schopny pracovat v riznych
"rezimech", bud’ jako oxiddza (pouZivat Oz a generovat jako vedlej$i produkt oxidace substratu
reaktivni formy kysliku — peroxid vodiku, ptfipadné 1 superoxidovy radikal), nebo jako
dehydrogenaza, ktera reaktivni formy kysliku nevytvaii.

V klinické praxi naSel uplatnéni inhibitor tohoto enzymu:

Srovnejte jeho strukturu s hypoxanthinem:

Jaké ma 1écebné vyuziti?

strukturni vzorec

Xanthin-oxidoreduktaza se vyskytuje i v mléce, nepasterizované kravské mléko bude slouzit
jako enzymovy preparat pro nasledujici experiment. Xanthin-oxidoreduktaza dokéze oxidovat
1jiné substraty nez vySe zminéné puriny. My jako substrat vyuzijeme formaldehyd, ktery bude
oxidovan na kyselinu mravenci. Pro detekci pouZijeme methylenovou modi.

Methylenova modf je redoxni barvivo, tj. barva zalezi na tom, jestli se nachazi v oxidované nebo
redukované forme.

Jaka je barva oxidované formy?

Jaka je barva redukované formy?

Methylenova modf mlize byt prevedena z redukované formy na oxidovanou oxidaci kyslikem
ze vzduchu (tj. intenzivnim protifepanim roztoku).
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Do reakcniho schématu doplnte strukturni vzorce reaktantii!

MM-2H(bezbarva)

12 0,

formaldehyd \ /' FAD

xanthinoxidaza

NS Favh,

H,O

kyselina mravenci

Popsanou reakci je moZno pouzit jako jednoduchy test na pasterizaci ¢i povareni mléka. Vyssi
teploty zptisobi denaturaci xanthinoxidazy, takze ptidani formaldehydu odbarveni methylenové
modii nemuize vyvolat.

Ukol: Sledujte aktivitu mlé¢né xanthinoxidazy pomoci methylenové mod¥i za riznych
podminek

Odmegite do 3 zkumavek podle tabulky:

Zkumavka ¢é. 1 2 3

Cerstvé mléko 2 ml 2 ml 2ml
Zkumavku ¢. 3 inkubujte 5 minut p¥i 75°C.

Dale pridavejte dle schématu:

Methylenovd modr 3 kapky 3 kapky 3 kapky
Formaldehyd 3 kapky - 3 kapky

Vsechny zkumavky protiepejte a umistéte je do vodni lazné 37° C. Sledujte, ve které zkumavce
dojde k odbarveni a zduvodnéte proc.

Zkumavku, ve které doslo k uplnému odbarveni, vyjméte z ldzn€ a energicky prottepejte az do
zmodrani obsahu. Pak pokracujte v inkubaci.

Vyckejte opét do uplného odbarveni, znovu protiepejte. Cely cyklus opakujte nékolikrat, az se
methylenova modf prestane odbarvovat v disledku uplného vycerpani zasoby substratu.

Presvédcte se, Ze po pfidani nékolika dalSich kapek formaldehydu po¢ne reakce probihat znovu.
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Vyhodnoceni

Zkumavka Popiste svymi vlastnimi slovy, co v dané zkumavce probéhlo/neprobéhlo
é a proc:

Zaver:

86



Vybrané klinicko-biochemické hodnoty aktualizace 26. 1. 2024

Obecnym vysledkem laboratorniho vysetieni je naméifend hodnota, kterd mulze byt
fyziologicka, zvySena ¢i snizend. Abychom zjisténou hodnotu mohli takto zafadit, je tieba ji
porovnat s fyziologickym (referencnim) rozmezim hodnot. Referencni rozmezi ziskame
méfenim referencni (zdravé) populace. Ziskané hodnoty sefadime vzestupné a urcity podil
hodnotu, ktera v této fad¢é zlstane, oznacujeme jako dolni respektive horni referencni mez.
95 % zdravych lidi v tomto piipad¢ spada do referen¢niho rozmezi. Existuje tedy ale také 5 %
zdravych lidi, jejichz hodnoty nebudou spadat do referen¢niho rozmezi fyziologickych hodnot.
Nicméné vyrazné odchylky byvaji téméetf vzdy spojené s patologickym stavem. U nékterych
latek jsou patologické stavy spojené s jakymkoli vyraznéjSim vybocenim z fyziologického
rozmezi (glukéza). Jiné latky predstavuji riziko pouze tehdy, pokud jejich hladina piesahne
ur¢itou mez nebo pod ni naopak poklesne — u takové latky sta¢i znat pouze horni respektive
spodni referencni hodnotu (cholesterol).

Referen¢ni populace, laboratorni ¢inidla ¢i metodiky méfeni, se mohou mezi jednotlivymi
laboratofemi do urcité miry lisit. Z tohoto divodu jsou riiznymi laboratofemi pouzivany
ponckud odlisné referenni hodnoty. Nasledujici seznam ma za kol seznamit studenty
s nejdulezitéjSimi referenénimi hodnotami, tak jak je v soucasnosti pouziva FN Plzen. Néktera
referenéni rozmezi ptihlizeji i napfiklad k v€ku pacienta ¢i k jeho pohlavi. V takovych
pripadech jsme se snazili pro potfeby vyuky rozmezi zjednodusit, aby poskytovalo alespon
obecnou pfedstavu o prumérnych hodnotach u zdravych dospélych jedinct.

Stejné metabolity se mohou v rliznych télnich tekutinach vyskytovat v odlisné koncentraci.
Proto je zvykem u metabolitu oznacit zkratkou i vySetfovany material. Pro koncentrace
nékterych latek v konkrétni télni tekutin€ je zvykem pouzivat specialni nazev. Napiiklad
glykémie se tyka glukozy v krvi, glykorrhachie v mozkomisnim moku a glykosurie glukozy
vmoéi. Pfi snizeni hladiny glukézy v krvi pod fyziologickou mez pak mluvime
0 hypoglykémii, pfi jejim vzestupu o hyperglykémii.

Napr-.:

B glukoza: (B= blood) - glukoza v plné krvi

S glukoza: (S= serum) - glukoza v séru

P glukoza: (P= plasma) - glukoza v plazme

Csf glukoza: (Csf= cerebrospinal fluid) - glukéza v mozkomisnim moku

U glukoza: (U= urine) - glukoza v moci
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Referen¢ni hodnoty k zapamatovani

Parametr Fyziologické rozmezi
ABR (arterialni krev)
pH 7,36 - 7,44
pCO, 4,8 - 5,9 kPa
PO, nad 9,6 kPa
HCOs 22 - 26 mmol/l
Base Excess (BE) + 2,5 mmol/i
Anion Gap (AG) 14 - 18 mmol/l

Krev

Osmolalita

Na*

K+

Vapnik celkovy
Vépnik 1onizovany
Hoft¢ik

Chloridy

Fosfor anorganicky
Zelezo

Laktat

S/P_glukbza

Glykovany hemoglobin (HbA1c)

oGTT interpretace
Normalni glukézova tolerance, vylouc¢eni DM
PoruSena glukozova tolerance
Diabetes mellitus

275 - 295 mmol/kg H,O
136 - 144 mmol/I

3,8 - 5,2 mmol/l

2,2 - 2,6 mmol/l

1,15 - 1,30 mmol/I

0,7 - 0,9 mmol/l

98 - 109 mmol/I

0,7 - 1,7 mmol/l

6 - 35 umol/l

do 2,2 mmol/I
3,6 - 5,6 mmol/I
20 - 42 mmol/mol

do 7,8 mmol/I
7,8 -11,0 mmol/l
nad 11,1 mmol/I
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Bilirubin celkovy
Bilirubin konjugovany
Cholesterol celkovy
Triacylglyceroly

LDL cholesterol

HDL cholesterol

Mocovina
Kyselina moc¢ova

Kreatinin

B_Amoniak

Alfa-amylaza (AMS)
Aspartataminotransferaza (AST)

Alaninaminotransferaza (ALT)

Alkalicka fosfataza (ALP)
Laktatdehydrogenéza (LD)
Gama-glutamyltransferaza (GGT)

Lipaza (LPS)

C-reaktivni protein (CRP)
Celkova bilkovina séra
Albumin
Elfo frakce bilkovin séra
Albumin
Alfa; globulin
Alfa, globulin
Beta globulin
Gama globulin

do 25 umol/l

do 8 umol/l

do 5 mmol/Il

do 1,7 mmol/l

do 3 mmol/I

& nad 1 mmol/l

Q nad 1,2 mmol/l
3 - 8 mmol/l

4 210 - 450 umol/l
Q 140 - 360 umol/l
3 60 -100 umol/l
Q 50 - 90 umol/1
do 50 umol/I

do 2,0 pkat/l
3 do 0,8 pkat/l
Q do 0,6 pkat/l
d do 1,2 pkat/l
Q do 0,8 pkat/l
0,7 - 2,2 ukat/l

do 4,0 pkat/l
d do 1,2 pkat/l
Q do 0,7 pkat/l

do 1,0 pkat/l

do 5 mg/l
63 - 80 g/l
37-524¢ll

0,530 (53%) - 0,650 (65%)
0,020 (2%) - 0,040 (4%)
0,080 (8%) - 0,130 (13%)
0,090 (9%) - 0,160 (16%)
0,115 (11,5%) - 0,19 (19%)
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MozkomiSni mok

Bilkoviny
Glukoza
Laktat

do 0,5 g/l
2,7 -4,5 mmol/l
1,2 - 2,2 mmol/l

Specificka hmotnost
pH

Alfa-amylaza (AMS)
Clearance kreatininu

1010 - 1030 g/dm?®
5-6

do 8,0 pkat/l

1,6 -2,6 ml/s
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