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Pravidla bezpe€nosti a ochrany zdravi pfi praci

Do laboratoie maji pfistup pouze studenti, ktefi jsou rozvrhem hodin vypsani na pfislusna praktika.
Jakékoliv navstévy jsou zakéazany.

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

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

V laboratofi je povoleno provadét pouze ty prace, které jsou ndplni praktického cviceni. V laboratofi je
zakazano jist, pit a koufit, dale prechovavat potraviny a pouzivat laboratorni nadobi a zafizeni k jinym
uceltim, nez jsou urceny.

Pro prace, pii nichz mtze dojit k tniku 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 digestotich.

Pti nasazovani balénku na sklenénou pipetu je nutné¢ dbat zvySené opatrnosti. Stiepy a jiné odpadky
S ostrymi hranami musi byt odkladany do zvlastni nddoby s oznacenim ,,SKLO*.

Do vylevek Ize vylévat jen rozpoustédla s vodou dokonale misitelnd, dostate¢né ziedéna (nejméné 1:10),
vV 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 uvoliuji jedovaté a
drézdivé plyny, do vylevek vylévat nelze. Tyto latky se likviduji do zvlastni odpadni nadoby.

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

Je zak4zano nasavat roztoky do pipet Gsty. Musi byt pouzito ptislusnych pomicek (balonek).

. Rozlité kyseliny je nutno ihned splachnout vodou, pfipadné neutralizovat praSkovou sodou. Rozlité

zasady staci jen dikladné splachnout vodou.

Pti rozliti hotlavych kapalin se musi okamzité zhasnout vSechny kahany, vypnout elektricky proud a
zajistit U¢inné vétrani. Rozlita kapalina se necha vsdknout do vhodného porézniho materidlu, ktery se
odklidi na bezpecné misto.

Pti zahtivani kapalin v baiikach se musi zabranit utajenému varu alespon tak, Ze se do banky vlozi varny
kaminek.

Pted zah4jenim prace je nutno zkontrolovat stav vSech pfistroji a zatizeni, pfipadné zdvady a nedostatky
nahlésit asistentovi nebo laborantce.

Posluchaciim je zdsadné zak4zéana jakakoliv svévolna manipulace s elektrickou instalaci, s pfistrojovym
vybavenim a materidlem. Zapnuti piistroje a zapaleni plynovych kahanii se déje az po souhlasu asistenta
nebo laborantky.

Obsluha laboratorni centrifugy musi byt provadéna jen v pfitomnosti asistenta nebo laborantky.
Centrifugacni nadobky musi byt dokonale vyvéazeny, viko centrifugy pfi chodu bezpecné uzavieno.

Pt1 uniku plynnych paliv (zemni plyn) musi byt uzavien ptivod plynu, vypnut elektricky proud a u¢inné
veétrano.

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

Jakékoliv nehody, turazy, poziti chemikalii apod. je nutno ihned nahlésit vedoucimu asistentovi.

Hrubé poruSeni uvedenych pravidel, vyplyvajici z nekdzn€ ¢i neznalosti, ma za nasledek vykazani
posluchace z praktickych cviceni se sankci neomluvené absence.

Studenti musi byt seznameni s klasifikaci latek toxickych, kancerogennich, mutagennich a toxickych pro
reprodukci. Bezpecnostni listy jednotlivych latek jsou k dispozici v praktikarnach.

Studenti musi byt sezndmeni s pravidly bezpecnosti prace s latkami vysoce toxickymi (oznaceny T+)
pouzivanymi ve studentské laboratofi (napft. rtut’, kyanid draselny, ethidium bromid, dusi¢nan rtutnaty).
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Z.akladni dovednosti potirebné pro praci v laboratori

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

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

zkumavka kadinka Erlenmeyerova Petriho miska  hodinové sklo
baiika
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titracni banka  reagen¢ni lahev délici nélevka nalevka nasypka

exsikator tieci miska drzak na zkumavky plynovy kahan lihovy kahan
S tlouckem
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Odmérné sklo
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odmérny valec pipeta byreta odmérna banka



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

Na misku vah polozte prazdnou malou kdadinku, do niz budete pipetovat destilovanou

vodu, a stisknéte tla¢itko pro tarovani (vynulovani hmotnosti na vahach polozené nadobky, v niz
vazime).

Kadinku pieneste z misky vah na pracovni stil 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 $picku (velka bild). Je tieba
ptekontrolovat, Ze spojeni Spicky s pipetou tésni. Pipety, které budete pouzivat, se nasazovanim
a sundavanim Spicky snadno v misté pfipojeni Spicky povoli, pak netésni a pipetovana kapalina ze Spicky
vytéka! Podobné budete pipetovat 0,5 ml (=500 pl), pipetou s fixnim objemem a piislu$nou $pi¢ku (modra).

Po dokonceni pipetovani kadinku polozte na misku vah a ode¢téte hmotnost napipetované
destilované vody. Srovnejte skuteny navaZeny vysledek s ocekavanou hodnotou
vypocitanou souétem pipetovanych objemi a prepoftem objemu na hmotnost ptes
hustotu. UvaZzujte hustotu destilované vody pfi teploté v laboratofi rovnu p=1,000 g/cm?®.

Ocekavany objem Ocekavana hmotnost Skute¢ny vysledek

b) Pipetovani mensich objemd, 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 skutecny navazeny vysledek
s ocekavanou hodnotou vypocitanou souctem pipetovanych objemu a pfepoctem objemu
na hmotnost pfes hustotu. Uvazujte hustotu destilované vody pii teploté v laboratofi rovnu
p=1,000 g/cm?.

Ocekavany objem Ocekavana hmotnost Skute¢ny vysledek




2) Zjisténi hustoty roztoku

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

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

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

Eppendorfku uzaviete, poloZte na misku vah a ode¢téte hmotnost napipetovaného roztoku.
Ze znamého objemu a hmotnosti spocitejte hustotu.

Objem Hmotnost Hustota

3) Priprava roztoku a jeho presné rozpipetovani do vice zkumavek

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

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

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

Do stojanku si piipravte 5 mikrozkumavek a do kazdé napipetujte piesné 20 pl
pfipraveného roztoku.

5x 20 pl
100 pl >

Zhodnotte, jak pfesné€ a spravné jste pipetovali:




4) Pipetovani velkych objemii
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 odmeéfovani agresivnich reagencii. Jde o nadobu opatfenou pistem,
nanémz lze nastavit pozadovany objem. Pro vasi ulohu je objem 5 ml jiz nastaven, pouze k vytokové
trubicce pfistavite titracni banku. Cely pist se vytdhne na doraz nahoru a pak se pomalu stlaci zpét dolu.
V poslednim kroku ptidate 5 kapek indikatoru (methylova &erveii).



Priprava roztokii, reakce anorganickych sloucenin

a) Priprava roztoku presné koncentrace

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

1. Vypocitejte, kolik g CaCl, . 2 H O (M = 147,03 g/mol) bude tfeba na piipravu 100 ml
roztoku o koncentraci 100 mmol/I.

Vysledek

2. Odvazte pfesné potiebné mnozstvi.

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

Na misku vah polozte malou kadinku, v niz budeme vazit, a stisknéte tlaCitko pro
tarovani.
Pomoci 1zicky ptidavejte pevny chlorid vapenaty tak, abyste méli presné potfebné
mnoZzstvi.

3. Odvazené mnozstvi chloridu véapenatého rozpustite v kadince v ,,malém* mnoZstvi
destilované vody (cca 30-50 ml).

Obsah z kadinky pielijte do odmérné baniky o objemu 100 ml.

5. Do kadinky, ve které jste chlorid vépenaty rozpoustéli, ptidejte ,,nové malé mnozstvi‘
destilované vody (cca 20 ml). Obsah znovu pfelijte do odmérné baiky.

6. Destilovanou vodou (ze stficky) dopliite odmérnou baiiku pfesné po rysku (tj. na objem
100 ml).

7. Odmérnou banku uzaviete zatkou a ditkladné obsah promichejte.

Jaka je latkova koncentrace rozpusSténych iontl v pfipraveném roztoku?

Ca% mmol/l
Cr mmol/l
Jaka je hmotnostni koncentrace Ca®* v pfipraveném roztoku? Ar(Ca) = 40,08
Vysledek
g/l
mg/I




b) Vybrané reakce anorganickych slou¢enin
Ukoly: Vyzkousejte si vybrané reakce anorganickych slougenin.

Pro kazdou znasledujicich uloh budete potifebovat 1 Cistou zkumavku. Nezalezi na presném
odmétovani objemt, ze zasobnich lahvi budete roztoky prenaset kapatkem nebo pfimo odlévat do
zkumavek v pfiméteném malém mnozstvi (asi 1 ml, tj. cca 1 cm vysky sloupce roztoku ve zkumavce).

1. reakce ionti Ag* se zfedénym roztokem HCI

POZOR: pfi pottisnéni kiize ionty Ag* vznikaji téZko odstranitelné ¢erné skvrny; rizikové je nejen politi
roztokem, ale i dotykani se Spinavého skla

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

K roztoku ve zkumavce pfilijte asi 1 ml zfedéného roztoku HCI, zkumavkou nettepejte a
pozorujte.

pozorované zmeny:

reakcni rovnice v iontové podobé

2. reakce iontit Fe®* s roztokem hexakyanoZeleznatanu draselného

vzorec hexakyanozeleznatanu draselného:

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

barva piivodniho roztoku:

K roztoku ve zkumavce ptidejte par kapek roztoku hexakyanozeleznatanu draselného.

pozorované zmeny:

reakcni rovnice v iontové podobé

Jaky je tradicni ndzev pro intenzivni barvu vzniklou reakci Fe** iontii s
hexakyanozeleznatany?
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3. reakce iontd Fe** s ionty SCN-

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

pozorované zmeny:

4. reakce ionti Cu?* s amoniakem

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

barva piivodniho roztoku:

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

pozorované zmeny:

reakcni rovnice v iontové podobé

5. reakce iontd Ca®* s kyselinou $tavelovou

Volné ionty Ca?* plni v téInich tekutinich mnoho funkci. DiileZitou roli hraji i pfi srazeni krve
(hemokoagulaci). Vyvazanim Ca®" lIze in vitro zabranit srazeni krve, coz méa vyznam v
klinické laboratorni praxi, pokud potfebujeme, aby krev po odbéru ziistala nesrazena. lonty
Ca?" je mozné z roztoku odstranit (vyvézat) pomoci organickych kyselin obsahujicich vice
karboxylovych skupin. Piikladem takovych latek jsou mj.

vzorec kyseliny Stavelové (oxalové) vzorec kyseliny citronové

Vyzkousejte si reakci Ca?* iontii s kyselinou $tavelovou. Do zkumavky odlijte asi 1 ml
roztoku Ca?*. K roztoku ve zkumavce pfidejte asi 1 ml roztoku kyseliny §tavelové.

pozorované zmeny:

reakcni rovnice v iontové podobé

11




6. reakce uhlic¢itani se ziedénym roztokem HCI

Do zkumavky odlijte asi 1 ml roztoku uhli¢itanu sodného. K roztoku ve zkumavce piidejte asi
1 ml zfedéného roztoku HCI.

pozorované zmeény:

reakcni rovnice plyn, ktery se uvoliiuje

12




Osmoza, osmoticky tlak, osmolalita

Uvazujme nadobu rozd€lenou na poloviny membranou (v obrazcich je znazornéna
¢arkovanou carou). Na zacatku je v levé poloving€ nadoby cista voda, v pravé poloving€ nadoby
je roztok obsahujici smés velkych a malych molekul (iontt, ¢i jinych ¢astic). Hladiny jsou v
obou polovinach nadoby ve stejné vysi. Budeme fesit tii odliSné moznosti chovani membrany
rozde€lujici nadobu. Zakreslete do obrazku na pravé strané, jak bude vypadat situace v pravé a
levé polovin€ nadoby po dosazeni rovnovazného stavu (mnozstvi velkych a malych castic,
vysky hladin). Najdéte odpovédi na uvedené otazky.

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

e

O
.O' O.O-
o - N

|

|

|

|
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I L]
|
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Popiste slovy, k ¢emu dojde:

Tento proces se nazyva:

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

|
|
|
|
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|
|
|
|

o
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Popiste slovy, k ¢emu dojde:

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

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

|
|
|
|
1 O
|
|
|
|

O
o
."O
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Popiste slovy, k ¢emu dojde:

Tento jev (d€j, 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 propustna jen pro néco, oznacuje se proto jako
semipermeabilni (polopropustna). Déle se budeme zabyvat pouze jevem popsanym v piipadé
3, kdy jsou prostiedi od sebe oddélena membranou propustnou pouze pro rozpoustédlo (v
naSem piipadé pro vodu). D¢j, ktery jste popsali, je zplisoben piitomnosti tzv. osmoticky
aktivnich castic v roztoku. Nezalezi na velikosti ¢astic, jejich naboji ani tvaru. Dulezity je
pouze pocet "kust" téchto ¢astic. Pfitomnost osmoticky aktivnich ¢astic nezpisobuje pouze
jev popsany vyse, ale méni fadu vlastnosti pouzitého rozpoustédla (pro néas bude
rozpoustédlem vzdy voda).

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

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

Veli¢ina Zakladni jednotka
osmoticky tlak tlak, kte’ry je trgba ap111’<ovatvsh’ora na pravou polovinu nadoby, aby Pa
nedochézelo k jevu znazornénému v piipadé 3
osmolarita latkova koncentrace v8ech osmoticky aktivnich ¢astic v roztoku mol/I
osmolalita koncentrace osmoticky aktivnich ¢astic vztazena na kg mol/kg
rozpoustédla rozpoustédla

Je dillezité si uvédomit, Ze jediné, na Cem zaleZi, je koncentrace vSech moznych ¢astic v
roztoku (iontli, molekul, ...), bez ohledu na druh ¢astice, jeji velikost, naboj a tvar.

Jakou osmolaritu ma roztok gluk6zy o koncentraci 100 mmol/1? Vysledek
mmol/|
Jakou osmolaritu ma roztok NaCl o koncentraci 100 mmol/I? Vysledek
mmol/I
Jakou osmolaritu ma roztok CaClz 0 koncentraci 100 mmol/I? Vysledek
mmol/Il
Jakou osmolaritu ma roztok, ktery obsahuje: Vysledek
NacCl 140 mmol/l
glukoza 10 mmol/l mmol/l
mocovina 10 mmol/l
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V biochemii budeme davat piednost osmolalit¢ (Ciseln¢ se nerovna presné osmolarité, ale
neni ani vyrazné odlisnd).

Osmolalita vnitiniho prostfedi (= extracelularni tekutiny, krevni plazmy)

= 285 + 10 mmol/Kgvody

Osmolalita vnitiniho prostiedi se udrzuje stala, na tikor osmolality moci. Osmolalita moci se
mize pohybovat v Sirokém rozmezi hodnot (50-1200 mmol/Kg vody), zaleZi piedev§im na
piijmu tekutin, ale i na dalSich vlivech (poceni, ...).

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

hypoosmolarni, isoosmolarni a hyperosmolarni
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a) Demonstrace osmézy

na e

Ah

Pokusime se realizovat klasicky experiment
demonstrujici osmoézu, jehoz princip je znazornény
obrazku. Roztok o vétsi osmolalit€é nasava pies
4 polopropustnou membranu vodu, a dochdzi 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 ... gravitaéni konstanta

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

E = ===

\

Osmometr DM555-1A

Trubice ma velmi tenky pramér (kapilara), uplatni se zde
vyrazné¢ 1 kapilarni jevy zplsobené povrchovym napétim,
které velmi usnadnuji pohyb kapaliny vzhiiru proti sméru
pusobeni gravitace. Povrchové napéti zplsobuje, ze se
povrch kapalin chovd jako elastickd vrstva, snazi se
dosahnout co nejmensi energie.

1. Pfes dno bailkky osmometru pfichytte pomoci gumicek polopropustnou membranu.
Gumicky musi zajistit tésnost systému. Membranu zvlhcete ponofenim do destilované

vody.

2. Do bainky osmometru nalijte 2-3 mm od kraje roztok sacharozy (pro lepsi viditelnost
obarveny modrym potravinaiskym barvivem).

3. Hrdlo banky uzaviete zatkou na spodnim konci sklenéné trubice osmometru.

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

5. Na stopkach za¢néte méfit Cas. Zaznamenejte dobu, za kterou vystoupi hladina v kapilaie
az na jeji vrchol pfechazejici v rozsifenou barnku.

Zacatek pokusu:
("kolik je hodin™)

Konec pokusu: Doba:
("kolik je hodin™) minut

Rozdil hladin — vyska sloupce (mm):

Proé pouZivime pravé sacharézu?
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Celofan, ktery pouzivame jako membranu, se rozhodné nechova jako idedlni teoretickd semipermeabilni
membrana, nepropousti jen rozpoustédlo (vodu), ale bohuzel i dalsi malé ¢astice velikosti Na* a Cl" iontd, proto
pro tento demonstracni pokus nemiizeme pouzit roztok NaCl piipadné CaCl, (bézné soli velice dobie rozpustné
ve vod¢, 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 péry v nasem celofanu neprosla. Je to cukr s extrémni rozpustnosti ve vod¢, coz umozni také pfipravit
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/cm®)

mol/l

mmol/I

Jakou ma tento roztok osmolalitu (osmolaritu)?
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b) Priprava isotonickych infiznich roztoku
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.

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

Vysledek

Odvazte ptesné potfebné mnozstvi.

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

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

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

Destilovanou vodou (ze stticky) dopliite odmérnou bariku 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/I

Jaka je hmotnostni koncentrace pfipraveného roztoku?

Vysledek

g/l

Jakou ma tento roztok osmolalitu (osmolaritu)?
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Ukol 2: P¥ipravte 250 ml Ringerova roztoku

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

1.

Postupné navazte pomoci plastové vazenky a pteneste navazend mnozstvi do téze 250 ml
Erlenmayerovy baiiky:

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

Do téZze Erlenmayerovy baiiky splachnéte i nepozorovatelné zbytky z vazenky pomoci
stficky s destilovanou vodou.

Ptidejte destilovanou vodu do objemu asi tak 100 — 150 ml a krouZzivym michanim
dokonale rozpust’'te obsah.

Pomoci nalevky pielijte obsah Erlenmayerovy banky do 250 ml odmérné banky.
Erlenmayerovu banku alespon 2x proplachnéte malym mnozstvim vody, v§e poiad
slejvejte do odméné barnky.

Destilovanou vodou (ze stticky) doplitte odmérnou banku pfesné po rysku (tj. na objem
250 ml).

Odmeérnou banku uzaviete zatkou a diikladné obsah promichejte.

Jaka je latkova koncentrace jednotlivych iontl v pfipraveném 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/Il
Ca** mmol/I
CI mmol/I

Jakou ma tento roztok osmolalitu (osmolaritu)?
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¢) 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
Cistého rozpoustédla (AT, pokles bodu tani) je pfimo umérny osmolalité. Konstantou
umeérnosti je tzv. kryoskopické konstanta.

AT =K X osmolalita kryoskopické 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 cistého rozpoustédla
(AT, vzestup bodu varu) je pfimo Gmérny osmolalité. Konstantou umérnosti je v tomto piipadé
ebulioskopicka konstanta.

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

Jakou teplotu tani (tuhnuti) ma vodny roztok o osmolalité 5 mol/kgvody ? Vysledek

°C

Tyto znalosti ndm umozni ptevést Ulohu "Jak zméftit osmolalitu?" na tlohu "Jak zméfit
teplotu tani?".

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

Co se stane s tekutinou, budeme-li ji ochlazovat?
Teplota postupné klesd, dosdhne-li se teploty tuhnuti
(tani), pokles teploty se zastavi, dokud vSechna tekutina v 1)
neztuhne v led. Teprve potom mulze pokles teploty A
pokraovat a zastavi se na teploté prostiedi, kam je tento "
vzorek umistén.

ochlazovini ledu
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Méreni osmolality modernim osmometrem

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

Priprava vzorkii:

a) Destilovana voda — eppendorfka ve stojanku u piistroje

b) Vzorek vlastni moci — k dispozici je odbérova naddobka, toaleta...
¢) Fyziologicky roztok (0,9% NaCl) — mame ptipraveno

d) Ringertiv roztok — mame pfipraveno

e) Ringerav roztok + ethanol

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

Spocitejte, jaky vzestup osmolality (osmolarity) by mél tento ptidavek ethanolu zpisobit:

f) Ringerav roztok + glukoza

Odmérnym valcem odméite co nejpiesnéji 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 piidavek glukozy zplsobit:

Vzorek Zm¢étena osmolalita
Destilovana voda mmol/kg
Vzorek moci mmol/kg
Fyziologicky roztok (0,9% NaCl) mmol/kg
Ringertv roztok mmol/kg
Ringerav roztok + ethanol mmol/kg
Ringeriv roztok + gluk6za mmol/kg
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Odmérna analyza

Odmérné stanoveni (titrace) patii mezi metody kvantitativni analyzy, tj. slouzi ke stanoveni
koncentrace analyzované latky ve vzorku. Podstatou je pfesné métfeni objemii dvou latek,
které¢ spolu reaguji rychle, kvantitativné¢ a stechiometricky. Titra¢ni (odmérné) cinidlo o
znamé koncentraci se postupné piidava z byrety ke znamému objemu vzorku v titracni baiice,
dokud neni dosazeno bodu ekvivalence. Bod ekvivalence je okamzik, kdy vzorek praveé
kvantitativné zreagoval s pfidanym odmérnym cinidlem. Ze stanovené spotieby titra¢niho
¢inidla a dal$ich znamych udaju (koncentrace titra¢niho ¢inidla, objem vzorku a stechiometrie
reakce, kterd je podkladem pro dané stanoveni) lze vypocitat latkové mnozstvi nebo
koncentraci latky ve vzorku.

Provedeni titrace:

1.

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

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

Nastavte hladinu titracniho roztoku v byreté na nulovou hodnotu upusténim cinidla do
odpadni nadobky umisténé pod byretou. Odecita se poloha dolniho menisku kapaliny pfi
pohledu kolmo, tj. ne Sikmo shora nebo zdola.

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

Titra¢ni banku je vhodné drzet v pravé ruce a levou rukou ovladat kohout byrety. Pro
levaky to plati obracené. Ke vzorku v titra¢ni bafice za neustdlého michani ptidavejte po
kapkach titra¢ni roztok. Stale sledujte zbarveni roztoku v titracni bafice. Po nahlé zméné
barvy titrovaného roztoku (bod ekvivalence) ukongcete titraci.

Na stupnici byrety odecététe spotiebu. Titraci jesté jednou opakujte (kroky 1-5). Po
pfedchozim uZz vite, jakou spotiebu pfiblizn€ ocekavat. Pfi opakované titraci miZete
rovnou rychle ptidat titracni roztok témeét az k ocekavané spotieb¢ a pak dale pokracovat
po kapkach, pomalu. Je-1i rozdil obou zjisténych spotieb vétsi nez 0,5 ml, titraci zopakujte
po tieti.

Pokud je nékteré mereni "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 prumérnou spotiebou
spocitanou z hodnot 7,4 ml a 7,2 ml; primér = 7,3 ml.

Vypocitejte pfesnou koncentraci vzorku nebo titra¢niho roztoku.

Vazeni

Vézenou latku nikdy nesypte pfimo na misku vah!!! VZdy je nutné pouZit vhodnou nadobku
(vazenku, kadinku, hodinové sklo...), pfipadné ctverec papiru s hladkym povrchem, celofanu
nebo alobalu. V piipadé rozsypani navazované latky je nutné vahy ihned ocistit.

Budete pracovat s digitalnimi vahami, které umoziuji nastavit nulovou hmotnost tzv.
tarovani. Vazenku umistite na plochu vah a stisknete tlacitko ,,TARE®. Tim se piekalibruje
nulova hmotnost a lze navazovat bez nutnosti odec¢itat hmotnost vazenky.
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a) Alkalimetrie

Ukol: Zjistéte koncentraci kyseliny octové ve vzorku kuchyiiského octa

A. Standardizace titra¢niho roztoku NaOH

1. Do titracni banky odpipetujte co nepiesnéji 10,0 ml standardniho roztoku Kyseliny
Stavelové (¢ = 0,050 mol/l) a piidejte 2-3 kapky indikatoru (fenolftalein) a obsah
promichejte. Roztok zlstane bezbarvy, v bodé ekvivalence se barva titrovaného roztoku
nahle zméni na riZovou.

Byretu napliite titracnim roztokem NaOH (¢ ~ 0,1 mol/l) a proved’te titraci (2 - 3x).

3. Vypocitejte presnou koncentraci titracniho roztoku.

reakcni rovnice:

spotieby: Vi1 = ml Vitp = ml (Vtz = ml)
pramérna spotieba Vt = ml

vypocet:

Ct= mol/l

B. Stanoveni koncentrace CH;COOH
Mate za kol zjistit koncentraci kyseliny octové ve vzorku kuchyiiského octa.
Jeji koncentrace je zde prili§ vysoka, pred titraci je nutné nejdiive provést fedeéni.

1. Do malé kadinky odlijte z lahve octa pfiméfené mnozstvi (cca 20 ml).

Proc? Jde o to, neznecistit obsah originalni lahve.
2. Do odmérné baiky o objemu 100 ml odpipetujte z kadinky piesné 10,0 ml.

3. Odmérnou banku doplite destilovanou vodou po rysku (tj. na objem 100 ml) - télo banky
dopliite ze zasobni lahve a hrdlo ze stficky. Rysku pfitom méjte ve vysi oci.
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Odmérnou banku uzaviete zatkou a obsah dikladn€é, opakovanym pievracenim,
promichejte.

Obsah pftelijte do Erlenmayerovy banky.
Proc¢? Hrdlo odmeérné bariiky je pro pipetu prilis vuzke.
Z Erlenmayerovy banky odpipetujte co nejpresnéji 10,0 ml do titrac¢ni banky.

Pridejte 2-3 kapky indikatoru (fenolftalein) a proved'te vlastni titraci. Titraci ukoncete,
kdyz se roztok zbarvi rizoveé (bod ekvivalence).

Vypocitejte puvodni koncentraci kyseliny octové v lahvi kuchyniského octa (latkovou i
hmotnostni  koncentraci, hmotnostni zlomek, hmotnostni procenta). POZOR!
Nezapomeiite na to, ze jste ptiivodni roztok pied titraci fedili.

M(CH3COOH) = 60,0 g/mol pogitejte s hustotou 1,0 g/cm?®

reakcéni rovnice:

OCET

vyrobce: udavana koncentrace kys. octoveé: %
spotieby: Vi1 = ml Vi, = ml (Vts = ml)
prumérna spotieba Vi = ml
vypocet:

koncentrace c= koncentrace _ Il

, latkova mol/l hmotnostni H= g
vysledky
hmotnostni zlomek hmotnostni procenta %

Porovnejte vyrobcem udavanou a zjisténou koncentraci kyseliny octové.
O kolik procent vyssi/nizsi koncentraci jste naméfili?
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b) Chelatometrie

Ukol 1: Zjistéte koncentraci Mg?* v minerilni vodé

Podstatou chelatometrie je tvorba nedisociovanych, ale ve vodé rozpustnych komplexu
kovovych kationtt nejprve s metalochromnim indikatorem a nasledné s komplexotvornymi

¢inidly (chelatony).

Nejprve se vytvori komplex indikétor-kov, ze kterého v bodé ekvivalence chelaton vytésni

indikéator. Volny indikator

kationtem.

ma jinou barvu nez v komplexu se stanovovanym kovovym

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

EDTA - vzorec:

S chelatony reaguji obecné vSechny vicemocné

kationty kovii (Ca?*, Mg?, Ni?*, Pb?, Bi®'.).

Piitomnost jinych iontd nez Mg?*, reagujicich s

chelatony, budeme pro Magnesii zanedbavat.

1. Do kadinky odlijte z lahve pfiméfené mnoZzstvi
mineralni vody (cca 50 ml).

2. Do titracni banky odpipetujte z kadinky ptresné
10,0 ml.

3. Upravte pH pfidanim 1 ml amoniakatového
pufru (v digestofi; pozor, Ziravina!). Zbarveni

indikatoru je zavisle na pH, pridani pufru zabrani
zmenam pH v pribéhu titrace.

4. Ptidejte praskovy indikator (eriochromova cerit

T, Erio T), staci velmi malé mnozstvi (jen nckolik zrnek, ptidat miizete vzdy, ubrat uz

nikoli!). Roztok se zbarvi slabé vinove. Predavkovani indikdatoru zpiisobi syté zbarveni roztoku,
V némsz se hiiie ,, odecita* zména zbarveni v bodé ekvivalence.

Pridanim indikdatoru (Erio T) ke vzorku se vytvori komplex [indikator - Mg], ktery md jinou barvu nez volny
indikator. V zasaditém pH, udrzovaném amoniakdtovym pufiem, je volny indikdtor modry, kdezZto komplex

[indikator - Mg] vinové cCerveny.

5. Byretu napliite titraénim roztokem Chelatonu 3 (¢ = 0,010 mol/l) a proved’te titraci.
V bodé¢ ekvivalence dochazi ke zméné barvy z vinové na blankytné modrou.

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

reakcni rovnice (ve strukturnich vzorcich):
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mineralni voda: vyrobcem udavany obsah Mg?* mg/I
spotieby: Vi1 = ml Vitp = ml (Vtz = ml)
pramérnd spotieba Vi = ml
vypoclty:
Mg?* | koncentrace latkova c= mmol/Il koncentrace hmotnostni L = mg/l

Vypocitejte, kolik mg Mg je obsazeno v 1,5 litrové lahvi mineralni vody a porovnejte vyrobcem
uddvanou a vami zjisténou koncentraci. O kolik procent se 1i$i?
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Ukol 2: Stanovte obsah niklu (%) v pevném vzorku

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

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

mnozstvi znat S maximalni moznou presnosti

2. Navazeny prasek kvantitativné pieneste do titracni banky pomoci asi 10 ml destilované
vody (tj. splachnéte do titracni baiikky odméfenou destilovanou vodou). K odméfovani
destilované vody pouzijte odmérny valecek. Krouzivym pohybem obsah baiiky dikladné
promichejte, aby se prasek upln¢ rozpustil.

3. Upravte pH pridanim 2,5 ml koncentrovaného amoniaku (pozor, ziravina!). Amoniak je
v digestofi v lahvi s davkovacem.

4. Pridejte praskovy indikator (murexid); staci velmi malé mnozstvi. Roztok se zbarvi svétle
zluté. Pozor na piedavkovani indikatoru.

5. Titrujte roztokem Chelatonu 3 (¢ = 0,01 mol/l). V ekvivalentnim bod¢ se objevi fialové
zbarveni murexidu uvolnéného z nikelnatého komplexu.

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

cislo vzorku: prvni stanoveni | druhé stanoveni | (treti stanoveni)

navazka (mg)

spotteba (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):
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pH, pufry | — Méreni pH
a) Méreni pH

Na pracovnim stole je lahev oznadena "Méfeni pH — vzorek". Ukolem je zmétit pH tohoto
roztoku ¢tyfmi metodami. Pro méfeni pomoci indikatorovych papirki a pH metrem si odlijete
pifimétené mnozstvi vzorku do kadinky. Pro srovnavani se skdlou pufrii si odpipetujete 10,0
ml do zkumavky.

1) univerzalnim pH papirkem

Univerzalni pH papirek uchopte do pinzety a kratce ponoite do zkoumaného vzorku v
kadince. Zbarveni porovnejte se stupnici na obalu a odec¢téte priblizné pH.

2) papirkem "PHAN"

Vyberte prouzek PHAN tak, aby ptedpokladané pH lezelo piiblizné uprostied rozsahu
uvedeného na obalu. Prouzek ponoite kratce do roztoku tak, aby byly zvlhéeny vSechny
barevné zony. Po vyjmuti porovnejte indika¢ni zonu (uprostied) se srovnavacimi barevnymi
prouzky. Najdete-li shodu, ptiloZte papirek ke stupnici na obalu a odectéte pH.

3) pomoci acidobazického indikatoru a srovnavacich pufiii

Podle tabulky si pfipravte do zkumavek srovnavaci skalu pufri. Vypocitejte pH pomoci

Henderson-Hasselbalchovy rovnice. Do kazdé zkumavky ptidejte 20 kapek indikatoru
(bromkresolova zelet). VSechny zkumavky promichejte opakovanym ptfevracenim.

Cislo CH3COOH (1200 mmol/ly | CH3COONa (100 mmol/l)
zkumavky ml ml PH
1 9,0 1,0
2 8,0 2,0
3 7,0 3,0
4 6,0 4,0
5 50 5,0
6 4,0 6,0
7 3,0 7,0
8 2,0 8,0

Do zkumavky s 10 ml vzorku, jehoz pH chcete urcit, pridejte rovnéz 20 kapek indikatoru a
také dobfe promichejte. Srovnejte barvu zkumavky se vzorkem se srovnavaci Skalou pufra o
znamém pH. Hledejte barevnou shodu.
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4) pH metrem

Na pracovnim stole mate piipraveny pH-metr s kombinovanou elektrodou.

Z elektrody sejméte ochranny kryt s uchovavacim roztokem. OdloZte do stojanku. Elektrodu
pecliveé oplachnéte destilovanou vodou a osuste kouskem buniciny. Do ¢isté kadinky prelijte
vzorek, ponoite elektrodu a na pH-metru odeététe hodnotu pH. Po zméteni vzorku elektrodu
dikladn¢ oplachnéte destilovanou vodou, otfete a vlozte zpét do ochranného krytu s
uchovéavacim roztokem.

Metoda Zjisténé pH

univerzalni pH papirek

papirek "PHAN"

srovnani s roztoky pufrii

pH metr
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b) Vypocty pH — priklady

Vypocitejte pH roztokd uvedenych latek (kazdy roztok o koncentraci 100 mmol/l).

1) kyselina chlorovodikova

2) kyselina sirova

3) kyselina mravenci

4) kyselina octova

5) hydroxid sodny

6) hydroxid vapenaty

7) amoniak

Vypocitejte pH roztoku kyseliny chlorovodikové:
1) c=0,1mol/l

2)u=0,19/

3) 0,1 % roztok
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pH, pufry Il — Demonstrace funkce pufri

a) Demonstrace funkce pufru

Pufry jsou roztoky, které udrzuji relativné stalé pH. Piesnéji feceno, pH se méni pouze velmi
malo, je-1i do roztoku pufru ptiddno malé mnozstvi silné kyseliny nebo silné zasady. Pufry se
vzdy skladaji ze dvou slozek — slabé kyseliny a jeji konjugované baze (nebo ze slabé baze a
jeji konjugované kyseliny).

Henderson—Hasselbalchova rovnice popisuje chovani pufrt, lze ji vyuzit k vypoctim jejich
pH:

pufrova baze L, L . L
pH = pKa + log - - kde pKa je zaporny dekadicky logaritmus disociaéni konstanty
pufrova kyselina

= pH je urceno: pKa slabé kyseliny, od nizZ je pufr odvozen
pomérem slozek pufrova baze / pufrova kyselina

Uloha 1

V této uloze budete pracovat s "fosfatovym pufrem" slozenym z hydrogenfosfore¢nanu
sodného a dihydrogenfosfore¢nanu sodného.

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

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

Vypocet:

Vypocitané objemy slozek pufru zaokrouhlete na jedno desetinné misto.

Slozka Vzorec Poti‘ebny objem (ml)

hydrogenfosfore¢nan sodny

dihydrogenfosfore¢nan sodny
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Na pracovnim misté jsou dvé titrani bailkky. Do jedné titratni banky napipetujte (pomoci
sklenéné pipety a balonku) piesné 10,0 ml vody.

Do druhé titra¢ni banky napipetujte piesné¢ vypocitané objemy obou slozek fosfatového
pufru.

Ptidejte 2-3 kapky indikatoru (methylova ¢erven) do obou titracnich banck.

methylova Cerven je pH indikator s barevnym ptrechodem: (kys.) 4,4 -6,2 Zluta
(zas.)

Byretu naplite titratnim roztokem HCI (¢ = 0,100 mol/l) a titrujte do barevné zmeény
indikatoru (rizové Cervend barva). Zaznamenejte objem HCI potiebny k dosazeni tohoto

bodu.

Jak titrovat? To uz byste méli sami védet... Pokud si to nepamatujete:

Titracni banku je vhodné drzet v pravé ruce a levou rukou oviadat kohout byrety. Za neustalého michani pomalu
pridavejte titracni roztok ke vzorku v titracni barice. Neustale sledujte zbarveni roztoku v titracni barnce. Titraci
ukoncite v ekvivalentnim bodé (pozndte nahlou zménou zbarveni).

V pripadé vody postupujte zvilaste opatrne!

Objem v titra¢ni baice pH Objem HCI, ktery zpisobil zménu pH
voda 10,0 ml 7.0
fosfatovy pufr 10,0 ml 7.0

Zaver:
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Uloha 2

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

Voda

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

pH deionizované vody pH po pridani 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 vélcem
odméite dalsich 50 ml pufru, prelijte do stejné kadinky a znovu zméite pH. Elektrody po
druhém méteni nechte ponofené v kadince a do kadinky ptipipetujte 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 pufru pH po pridani HCI

meéfeni 1 meéfeni 2

Vyjadrete se ke stalosti pH pufru a ke zméné v pH zptusobené ptidanim malého mnozstvi HCI:
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b) Pufry — priklady

Fosfatovy pufr obsahuje 35 mmol Na;HPO, a 65 mmol NaH,PO.. Jaké je jehopH?  pKa = 7,21

Jak se zméni pH tohoto pufru po ptidani 10 mmol HCI1 ?

Jak se zméni pH tohoto pufru po pfidani 10 mmol NaOH ?

Jaké pH ma pufr vznikly smichanim 1,2 I roztoku kyseliny octové (pKa = 4,75 ¢ = 0.5 mol/l)
a 45 g octanu sodného (M = 82 g/mol) ?

Jaké pH ma pufr vznikly smichanim 1,2 I roztoku kyseliny octové (pKa = 4,75 ¢ = 0.5 mol/l)
a 500 ml roztoku hydroxidu sodného (¢ = 600 mmol/l )?
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Optické metody

a) Identifikace acidobazického indikatoru pomoci absorp¢niho spektra

Absorpéni spektrum je zavislost absorbance na vinové délce (nebo vinoétu) svételného zateni. Obvykle je
to kiivka s jednim nebo n€kolika maximy, jejichz poloha je charakteristicka pro kazdou latku. Absorpéni spektra
slouzi k identifikaci latek nebo ke kontrole jejich &istoty. Casto se pracuje v ultrafialové nebo v infradervené
oblasti, v niz zejména organické slouceniny davaji velmi bohatd spektra s charakteristickymi maximy, ktera
odpovidaji jednotlivym vazbam a funkénim skupinam. Spektra se vyuzivaji v riznych oborech. Napf. v
organické chemii pfi studiu struktury slozitych molekul, v analytické chemii pfi studiu stechiometrie komplexu,
ve farmacii pii kontrole 1ékti a drog, v soudnim Iékafstvi k prukazu karbonylhemoglobinu a v mnoha dalsich
teoretickych i aplikovanych oborech.

Provedeni:

Acidobazické indikatory jsou organicka barviva rtzného slozeni, kterd méni svou strukturu (a tim i
zbarveni) v zavislosti na pH prostfedi. Ob& formy maji ve viditelné oblasti spektra charakteristické maximum,
které muze poslouzit k identifikaci indikatoru.

Na pracovnim stole mate zkumavku s roztokem acidobazického indikatoru ve vodé (pH = 7).
Pomoci roztoku kyseliny sirové pieved'te indikator do kyselé formy. Ve zkumavce oznacené
K smichejte 1 ml vzorku a 1 ml roztoku H2SOs4 (c = 0,05 mol/l). Pomoci tetraboritanu
sodného pieved'te indikator do formy zasadité. Ve zkumavce Z smichejte 1 ml vzorku a 1 ml
roztoku Na2B4O7 (c = 0,05 mol/l).

Méfeni spektra proved’te na spektrofotometru, jako porovnavaci roztok pouzijte destilovanou
vodu. Zméfte absorbance v rozsahu vinovych délek 400 az 700 nm. Hodnoty plynule zvySujte
po 10 nm.

V(;Ie,llol:aa A (Kkys. prostr.) | A (zas.prostr.) V(:Iéllol:aa A (Kys. prostr.) | A (zas.prostr.)
nm - - nm - -
400 560
410 570
420 580
430 590
440 600
450 610
460 620
470 630
480 640
490 650
500 660
510 670
520 680
530 690
540 700
550
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Namétené hodnoty zadejte do tabulky v pocitaci. Soubor oznacen AB indikator. Ziskate
absorp¢ni spektrum indikatoru, v némz odectéte polohu maxima (v nm). V atlasu spekter
vyhledejte indikator, jehoz maxima se pro ob¢é formy nachazeji pti stejnych vinovych délkach
jako u vaseho vzorku.

K protokolu ptilozte graf a uved’te nazev indikatoru.

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 cinidlem. Tim miZze byt roztok amoniaku, ktery dava syté modry
tetraamminmédnaty komplex.

[Cu(H20)%* + 4NHs — [Cu(NHs)]* + 4H0

Stanoveni koncentrace provedete pomoci kalibraéni kfivky. Redénim roztoku o zndmé koncentraci
vytvorite nékolik kalibracnich roztokd a proméfite jejich absorbance pfi optimalni vinové délce (maximum
absorpéniho spektra). Funkci A = f(c) vynesete do grafu, ¢imz soucasné provétite platnost Lambertova-Beerova
zakona. Grafickym vyjadienim musi byt pfimka prochazejici pocatkem. Z kiivky odectete koncentrace
zkoumanych vzorki.

Provedeni:

Do stojanku si ptipravte suché zkumavky a oznacte ¢isly:

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

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

Cislo roztoku Zakladni roztok H20 c(Cu?")
- ml ml mmol/I
0 - 5,0
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 -
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Nyni piidejte ke vSem kalibratnim roztokim i porovnavacimu roztoku 5 ml roztoku
amoniaku. Pouzijte automaticky davkovac.

Soucasné si pripravte také roztoky vzorka (5 ml piedlozeného vzorku smichejte s 5 ml
amoniaku).

Vsechny roztoky promichejte opakovanym pievracenim zkumavek. Nechte 10 minut stat.
Vyhledejte optimalni vinovou délku. Méfeni provedte na spektrofotometru proti
porovnavacimu roztoku. Z kalibra¢niho roztoku ¢islo 5 odlijte potfebné mnozstvi do jedné
kyvety a druhou naplnte destilovanou vodou. Vlozte do spektrofotometru a zjistéte
absorbance pro vinové délky 400, 450, 500, 550, 600, 650 a 700 nm. Maximum absorbance
ukazuje na optimalni vlnovou délku, pfi niz provedete méteni ostatnich kalibracnich roztoki a
vzorkl.

Optimalni vinova délka pouzitého zafeni (pro kalibra¢ni roztok €. 5):

vinova délka [nm] 400 450 500 550 600 650 700

absorbance

Absorbance zadejte do piislusné tabulky v pocitaci. Soubor oznacen Cu ionty. Vypocitejte
koncentraci kalibra¢nich roztokl a zapiste do tabulky v pocitaci.

Cislo roztoku | koncentrace | absorbance
- mmol/| =
0 0.0 0.000
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

Poté dostanete kalibracni kiivku. VSechny body by mély lezet na pfimce. Odchylky mohou
byt zpilisobeny chybami a nepiesnosti pii pfipravé roztokd, nebot podminky platnosti
Lambertova-Beerova zakona nebyly poruseny.
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Z kalibrac¢ni kiivky odectéte koncentrace piedlozenych vzorkt.

vzorek

absorbance | koncentrace

- mmol/I

¢.
1
2

Kalibraé¢ni ktivku a vysledky ptilozte k protokolu.

c¢) Stanoveni koncentrace CI (jeden standard)

Cinidlo pro stanoveni koncentrace CI- obsahuje Hg(SCN), a Fe(NO3)s. Chloridové anionty reaguji s Hg(SCN)2
za vzniku bezbarvého nedisociovaného komplexu [HgCl,] a uvolnéné ionty SCN- poskytuji s ionty Fe®* &erveny
komplex vhodny k spektrofotometrickému stanoveni.

Provedeni:

Ve stojanku mate 4 malé suché zkumavky, oznacte je vz 1,2 (vzorek), st (standard) a bl
(blank). Do zkumavek podle tabulky peclivé odpipetujte (na dno, roztok nesmi zistat ve

Spicce!) uvedené roztoky:

Zkumavka 1 (vzorek ¢.1)

20 pl analyzovaného séra (je v eppendorfce)

Zkumavka 2 (vzorek ¢.2)

20 pl analyzovaného séra (je v eppendorfce)

Zkumavka 3 (standard)

20 pl standardu CI" (cst = 100 mmol/l)

Zkumavka 4 (blank)

20 pl destilované vody

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

Vzorky peclivé promichejte a po 5 minutach zméite na fotometru absorbanci vzorku (Av) a
standardu (Ast) proti porovnavacimu roztoku pii 450 nm.

absorbance
vzorek ¢.1
vzorek ¢.2
standard
Koncentraci CI” vypocitate podle vztahu: ¢, = AA“;]‘" X Cst
standardu

Cvz1 =

mmol/I

Cvz2 =

mmol/I
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Enzymologie |
a) Zavislost aktivity enzymii na pH (a-amylaza)
Princip:

Zavislost aktivity enzymu na pH ma obvykle Gaussovo rozloZeni a proto enzym vykazuje
maximalni aktivitu v relativné uzkém rozmezi hodnot pH. Tato oblast se oznacuje jako
optimalni rozmezi pH pro dany enzym, nékdy se vztahuje pifimo ke konkrétni hodnoté pH.
Obvykle se vSak uvadi rozmezi hodnot pH, kdy se s 95% pravdépodobnosti dosdhne jeho
maximalni aktivity. Slinna a-amyldza se inaktivuje pii pH 4,0 a niz§im, coZz znamend, Ze
Vv kyselém prostiedi zaludku se jeji u€inek zastavi. Pankreaticka a-amyldza méa pH optimum
7,1.

Provedeni:

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

Cislo zkumavky NazHPO4 (ml) kys. citronovd (ml) pH
1 2,9 2,1 5,6
2 3,1 1,9 6,0
3 3,5 1,5 6,4
4 3,8 1,2 6,8
5 4,3 0,7 7,2
6 4,7 0,3 7,6
7 4,9 0,1 7,8

2. Do kazdé zkumavky ptidejte 1 ml roztoku Skrobu.

3. Priprava enzymového prepardtu 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 do$lo k nasati slin do valecku. Vatovy vale¢ek pak vlozte zpét do
piislusné centrifugacni zkumavky a uzaviete vickem. Zkumavku odevzdejte
laborantce. K ziskani vzorku slin se provede odstfedéni po dobu 3 minut pfi rychlosti
2000 ot./min. Vsechny sliny pielijte do Cisté zkumavky a piidejte 6 ml destilované
vody, otacenim zkumavky obsah promichejte. Tim ziskate zfedénou slinu, kterou
budete pouzivat jako enzymovy preparat a-amylazy (i pro ulohu: ,,Specifita
enzymu‘!).

4. Do kazdé ze sedmi pfipravenych zkumavek (obsahujicich stejné mnozstvi substratu —

Skrobu, ale lisicich se v pH) napipetujte 0,5 ml pitipraveného enzymového prepardtu
a-amylazy.
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5. Celou sadu sedmi zkumavek umistéte do vodni lazné zahiaté na 37°C. Od okamziku
vlozeni do vodni 1azné za¢néte méfit ¢as.

6. Aktivita a-amylazy v pfipraveném enzymovém preparatu se muze vzorek od vzorku
velmi lisit. Pro vyhodnoceni experimentu bude nutné ze zkumavek inkubovanych ve
vodni lazni odebirat opakované vzorky v ¢asovych intervalech zhruba 5-10 minut (v
zadném piipad¢ ne delsich!).

7. Odbér vzorkit a vvhodnocovani:

Z kazdé zkumavky inkubované ve vodni lazni odlijte piiblizné 1 ml roztoku do dalsi
Cisté oznacené zkumavky. Zbytek smeési nechte dale inkubovat ve vodni lazni (pro
piipadné dalsi odbéry). K odebranym vzorkim ptidejte 5 ml destilované vody,
kapatkem kapku roztoku jodu a dikladné obsah zkumavek promichejte. Proved'te
zhodnoceni.

Neni-li vyhodnoceni je$t¢ mozné (ve vSech zkumavkach je stale pfitomen
nehydrolyzovany Skrob), pokracujte Vv odbérech novych vzorkii ze zkumavek
inkubovanych ve vodni 14zni (viz bod 6 navodu).

Které pH je pro aktivitu a-amylazy nejvhodné;jsi?
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b) Specifita enzymi (sacharaza, a-amylaza)
Princip:

Sacharaza je enzym, ktery S§tépi disacharid sachar6zu na glukézu a fruktdézu. Sacharaza
vznika v enterocytech tenkého stieva. Sachardza z kvasnic (invertaza) je zaméiena na -
glykosidovou vazbu (jde o pB-fruktofuranosidazu, jeji systematicky nazev je [-D-
fruktofuranosid-fruktohydrolaza). Tim se 1isi od sacharazové aktivity tenkého stieva savcu,
ktera patii mezi a-glykosidazy.

a-amyldza $tépi a-1,4-glukosidové vazby polysacharidii. Vysledkem hydrolytického $tépeni
Skrobu je maltéza. Maltoza je redukujici cukr. Redukujici sacharidy jsou schopny za vyssich
teplot redukovat ionty t&zkych kovii (napt. Ag*, Cu?*, Bi**). Enzymova hydrolyza $krobu
prochazi riznymi stadii, ktera se projevi také reakci s jodem. Skrob se barvi jodem temné
modre, S$tépné polysacharidy — dextriny fialové (amylodextrin), purpurové az Cervené
(erytrodextrin), popi. se nebarvi jodem vibec (achrodextrin). Souc¢asné piibyva redukujicich
cukrii ve smési.

Provedeni:

1. Priprava enzymového prepardtu sacharazy:
Na hodinovém sklicku mate ptiblizné 0,5 g kvasnic, ke kterému pfidejte 2 ml
destilované vody a pomoci tyCinky rozpuste.

2. Priprava enzymového prepardtu a-amylazy:
viz navod k tloze: ,,Zavislost aktivity a-amylazy na pH prostiedi*

3. Pripravte si sadu 8 zkumavek, do kterych napipetujte roztoky dle tabulky.
Lihovym fixem zkumavky oc€islujte a oznacte je tak, abyste si je poznali (inicialy).

1 2 3 4 5 6 7 8

a-amylaza 0,5 0,5 0,5 - - - - -

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

POVARENTI - - ANO - - ANO
) Skrob 2,0 - 2,0 - 2,0 - 2,0 -
SUBSTRAT

Sacharoza - 2,0 - 2,0 - 2,0 - 2,0

Vsechny zkumavky inkubujte 30 minut ve vodni lazni pi#i 37°C.

Obsah kazdé zkumavky rozdélte pfiblizné€ na 2 poloviny.
(do paralelni fady 8 zkumavek pftelijte vZdy asi polovinu obsahu pfislusné zkumavky)

Jedna sada zkumavek: Proved’te Fehlingovu reakci:
smichejte 2 ml roztoku Fehling I a 2 ml roztoku Fehling 11, do
kazdé zkumavky ptidejte 0,5 ml Fehlingova roztoku a povaite.

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

Zbarveni vzniklé s jodem

Ukoly:

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

b) Do protokolu zapiste ve strukturnich vzorcich schéma hydrolyzy skrobu a-amylazou a
sachardzy kvasni¢nou sachardzou. Vyznacte vazby, které uvedené enzymy
hydrolyzuji.
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¢) Sledovani aktivity mlé¢né xanthin-oxidoreduktazy
Princip:

Xanthinoxidoreduktiza  (XOR) je komplexni molybden obsahujici flavoprotein.
Xanthinoxidoreduktaza v mléce oxiduje v tomto pokusu formaldehyd na kyselinu mravenci a
elektrony pfeddvd methylenové modfi, kterd tim ptechdzi na redukovanou (bezbarvou)
leukoformu. Jestlize obsah zkumavky protiepeme, vzdusny kyslik regeneruje leukoformu na
puvodni oxidovanou methylenovou modi. To mulzeme opakovat az do vycerpani

formaldehydu.
HCHO /" FAD MM-2H(bezbarva) 1/2 O

| xanth\}h-o\{iddza |

HCOOH FADH: MM-ox (modra) H.0
Popsanou reakci je mozno pouzit jako jednoduchy test na pasterizaci ¢i povareni mléka. Vyssi
teploty zplisobi denaturaci xanthinoxiddzy, takze pfiddni formaldehydu odbarveni
methylenové modfi nemutze vyvolat.

Provedeni:

1. Odméite do 4 zkumavek:

Zkumavky 1 2 3 4
Cerstvé mléko 5ml 5ml 5 mil 5 ml
Zkumavky €. 3 a 4 povaite nad kahanem (opatrné!), ¢imZ zdenaturujeme enzym.
Dale pridavejte dle schématu:
Methylenova modr 5 kapek 5 kapek 5 kapek 5 kapek
Formaldehyd 5 kapek - 5 kapek -

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

3. Zkumavku, ve které doSlo kuplnému odbarveni, vyjméte zlazné¢ a energicky
protiepejte az do zmodrani obsahu. Pak pokracujte v inkubaci.

4. Vyckejte opét do tuplného odbarveni, znovu protiepejte. Cely cyklus opakujte
ne¢kolikrat, az se methylenova modi prestane odbarvovat v dasledku uplného

vycerpani zasoby substratu.

5. Presvédcte se, ze po pridani nékolika dalSich kapek formaldehydu pocne reakce
probihat znovu.
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Enzymologie |1

a) Stanoveni Michaelisovy konstanty kyselé fosfatazy
Princip:
Fosfatazy stépi esterové vazby fosforecné kyseliny, takze uvolnuji fosfat a ptislusny alkohol.

Pro sledovani enzymové aktivity je vyhodné pouzit synteticky substrat, ktery umozni piimé
fotometrické stanoveni:

- 2-
OZNQPOj + H0 - 02N®0H + HPO,

p-nitrofenylfosfat p-nitrofenol
(bezbarvy) (Zluty v alkalickém prostfedi)

Reakci provedeme pfi riznych koncentracich substratu a budeme sledovat zavislost rychlosti
enzymové reakce na koncentraci substratu a graficky vyjadiime v systému dvojich
reciprokych hodnot.

Provedeni:

Piectéte cely navod pred zahajenim vlastni prace!

K dosazeni dobrych vysledki je nutné pipetovat ptesné objemy roztoki a dodrzovat dobu
inkubace!

1. Do stojanku pfipravte a oznacte 10 zkumavek.

2. Mechanickymi mikropipetami napipetujte podle nasledujici tabulky nejdfive citratovy
pufr a teprve potom substrat (Ize pouzit stejnou $picku na pipetu), po dokonceni prace

Spicku vyhod’te.
Zkumavka . 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Citratovy pufr [1] 450 | 400 | 350 | 300 | 250 | 200 | 150 | 100 | S50 —
Substrat [] 50 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500

3. Sadu zkumavek umistéte do vodni lazn¢ 37 € teplé a nechte je pfedehiat 5 minut.
Mezitim pfineste enzym z lednicky (kyseld fosfataiza v Eppendorf zkumavce),
ptipravte stopky a pipetu na 50 zd s cistou Spickou.

4. Dalsi praci zorganizujte tak, Ze jeden student(ka) pipetuje enzym a druhy student(ka)
mefi Cas a hlasi jej tak, aby pipetovani enzymu probéhlo v naprosto presnych 30
sekundovych intervalech. Pipetujici student/ka nejprve nasaje roztok enzymu do
Spicky pipety, pak vyjme prvni zkumavku z vodni lazné€, 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
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moment druhy student/ka stiskne stopky. Zkumavkou pak lehce zatiepe a okamzité ji
vrati do vodni lazné. Stopky nechame bézet po celou dobu pokusu.

5. Pripravte dal$i enzym a druhou zkumavku, do které presné za 30 sekund rovnéz
pridejte enzym a tak pokracujte. Intervaly mezi jednotlivymi zkumavkami musi byt
vzdy stejné!!!

6. Pfipravte inhibicni roztok, ktery ukonci enzymovou reakci. Lahev je opatiena
davkovacem. Presn¢ za 10 minut od pfidani enzymu do prvni zkumavky pridejte do
téze zkumavky 2 ml inhibi¢niho roztoku a promichejte. Zkumavku jiz nevracejte do
vodni lazné. Do dalSich zkumavek ptidavejte inhibi¢ni roztok ptfesné ve stejnych
intervalech, jako jsme pridavali enzym, takze ve vSech zkumavkéch probiha reakce
naprosto stejnou dobu, tj. 10 minut. Po zpracovani vsech zkumavek stopky zastavte.

7. Zmgéite absorbanci vSech vzorkt proti vodé pii 405 nm na fotometru. Méite od 1. do
10. zkumavky bez vyplachovani kyvet, pouze je vylejte a obracenim a kontaktem
s buni¢inou odsajte tekutinu.

8. Zméfené hodnoty vlozte do tabulky v pocita¢i. Vypocitejte a vlozte téZ koncentraci
substratu (p-nitrofenylfosfat) v kazdém reakénim vzorku. Koncentrace zakladniho
roztoku substratu je 2,5 mmol/l. Zmétena absorbance je imérna enzymové reakéni
rychlosti v kazdé zkumavce, protoze reakéni rychlost znamend mnozstvi pteménéného
substratu za jednotku Casu. V tomto ptipad¢ vysledek predstavuje mnozstvi produktu
vzniklého za 10 minut. Program vytvoti Lineweaveruv-Burkiiv graf, tj. zavislost 1/v na
1/[S] a zobrazi rovnici pro danou pfimku.

Vypocet:

Michaelisovu konstantu zjistéte vypoctem z rovnice nebo odectenim z grafu, kde ovsem
¢teme hodnotu -1/Kw.

Zpracujte kone¢ny protokol, jehoz ¢asti je vytisk tabulky a grafu.
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b) Kompetitivni inhibice sukcinatdehydrogenazy malonatem
Princip:

Aktivitu sukcinatdehydrogendzy budeme demonstrovat pfimo na mitochondriich, a to pomoci
,umeélého prenasece elektronii”. Jako elektronovy akceptor poslouzi ferrikyanid draselny,
»cervend krevni stl”), ktery se pfijetim elektront redukuje na ferrokyanid draselny (,,zIuta
krevni stl”). Tento pfechod muzeme dobie fotometricky sledovat, je provazen 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.

sukcinat KCN 1/2 IOz
1 y

sukcinatdehydrogendza | _y 92¢- _s | cytochromy

! !

fumarat 0%

[Fe**(CN)s] — [Fe?*(CN)e]
(syt& Zluty) (svétle zluty)

Na takto usporadaném pokusu miizeme snadno sledovat kinetiku enzymové reakce i u€inky
inhibitorii, napt. kompeticniho inhibitoru sukcinatdehydrogendzy, malonétu. (Ten se mj.
uplatnil pti objevu metabolitt citratového cyklu.)

Provedeni:

1. Do 250 ml kadinky ptipravte led z vyrobniku a pfidejte trochu studené vody. Tak
pfipravenu ledovou lazen pro pfipravu enzymového preparatu.

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

3. Priprava tkanového homogendtu ze zmraZené srdecni tkané:
Preparat mitochondrii nesmi obsahovat ¢ervené krevni a svalové barvivo (interferuje pfi
fotometrii), proto je nutno jesté pied vlastni homogenizaci zbavit tkan krve a
hemoglobinu. Svalovinu rozstiihejte na kousky do vychlazené tfeci misky, tlakem pestiku
rozdrtte a 2 - 3x suspendujte v ledovém ziedéném fosfatovém pufru. Tkanovou drt
pfeneste do vychlazené centrifugacni zkumavky a kratce odstred’te (5Smin/2000 ot.).

V pribéhu pripravy prepardtu mitochondrii jeden student ze skupiny piipravi reakcni
roztoky (bod 5 tohoto navodu).

4. Supernatant opatrné slijte do odpadu a sediment, ktery jiz musi byt bezbarvy, vrat'te do
treci misky ke kone¢né homogenizaci, kterou usnadnite pfidanim sklenénych stfipki
(pouzijte ochranné bryle!). Ke tkanové drti pak ptidejte asi 3 ml vychlazeného ziedéného
fosfore¢nanového pufru, rozmichejte a preneste do centrifugacni zkumavky. Odstred’ujte
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5 minut pii 2000 otackéach. Po odstiedéni opatrné slijte supernatant, tvoieny piedevsim
suspenzi mitochondrii. Ta pfedstavuje na§ enzymovy preparat sukcindtdehydrogenazy.
Mitochondrie jsou velmi choulostivé struktury, a proto je uchovavejte v ledové lazni.

5. Priprava zakladniho roztoku:
V Erlenmayerové bance smichejte 3 ml kyanidu, 3 ml ferrikyanidu a 10 ml
fosforecnanového pufru (nefedéného).

6.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Do reakcnich zkumavek pipetujte roztoky podle schématu:

Zkumavky 1 2 3 4
zakladni roztok (ml) 2,0 ml 2,0 ml 2,0 ml -
jantaran (ml) 1,0 ml 1,0 ml - -
malondt (ml) - 0,5 ml 0,5ml -
destilovana voda (ml) 0,5ml - 1,0 mi 3,5ml

Zapnéte fotometr, nastavte vinovou délku 415 nm, a pfipravte celkem 3 fotometrické
kyvety a stopky. K fotometru pieneste reakéni 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 prepardtu, promichejte
a nalijte do kyvety. Tim jste pfipravili slepy vzorek, proti némuz nastavte fotometr na
nulovou absorbanci. Zbylé dvé fotometrické kyvety oznadte na boku (matna plocha)
Cislicemi 1 a 2.

Do zkumavky ¢.1 ptidejte rovnéz 0,5 ml enzymového prepardtu, promichejte a ihned
naplite kyvetu ¢. 1 a zméite jeji absorbanci v ¢ase 0. V okamziku zméfeni spustte
stopky. Dalsi student provede ihned zapis hodnoty absorbance, protoze ta se rychle méni
(klesa).

Rychle napipetujte 0,5 ml enzymového prepardtu téz do reakéni zkumavky ¢E.2,
promichejte, napliite kyvetu ¢.2, vlozte do fotometru misto kyvety ¢.1 a zméite
absorbanci v kyveté ¢.2. Okamzik méfeni musi byt pfesné 30 sekund po zméfeni
zkumavky ¢.1.

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

Zpracujte jeSté reakéni zkumavku ¢.3, kterd je kontrolni, nebot’ neobsahuje substrat,
pouze inhibitor. | kni ptidejte 0,5 ml enzymového prepardtu a méite V minutovych
intervalech. Zde nepozorujeme pokles absorbance, jen nepatrny, ktery predstavuje
systematickou chybu metody.

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

Proved'te vyhodnoceni a zavér.

Peclivé vymyjte kyvety, pipety a ostatni nadobi, uved’te pracovisté do potradku.
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