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Predmluva

Cilem projektu Vzdélavani stiedoskolskych pedagogt a studentt stfednich
$kol jako nastroj ke zvySovani kvality vyuky ptirodovédnych predmétii —
Ptirodni védy v 21. stoleti, feSeného v ramci Opera¢niho programu Vzdéla-
vani pro konkurenceschopnost, je podpotit zajem sttedoskolskych studentt
o ptirodni védy, pfedevsim chemii a biologii, a zvysit kvalitu vzdélavani
v téchto oborech. Vystupem je sada experimentt z chemie a biologie na tfi
riiznd témata pro soutéze $kolnich kolektivi, kolekce experimentt vhod-
nych pro prakticka cviceni stfedoskolskych studentii poradana na pracovi-
$tich vysoké $koly a soubor prednasek, které probéhly béhem projektu pro
stredoskolské pedagogy.

V ramci projektu byla vytvorena troje skripta na tfi riizna témata pro
praci prirodovédnych krouzkd na stfednich skolach, dale skriptum expe-
rimentt, které mohou studenti provadét v laboratotich vysoké skoly, a mi-
niskriptum prednasek pro stredoskolské pedagogy. Skripta jsou urcena
stfedoskolskym pedagogtiim pro obohaceni experimentalni vyuky v pred-
métech chemie a biologie a pro praci prirodovédnych krouzk.

Olomoug, 2013 doc. RNDr. Ludmila Zajoncova, Ph.D.
hlavni fesitelka projektu






Bezpecnost prace v laboratofich
Prirodovédeckeé fakulty UP Olomouc

V laboratotich Pfirodovédecké fakulty UP Olomouc plati vSeobecnd pra-
vidla pro bezpe¢nou praci v chemickych laboratorich.

Vseobecna bezpecnostni pravidla

1.
2.

V laboratorich plati zakaz jidla, piti a koufeni.

Vzhledem k pouzivanym latkdm v laboratoti nemohou pracovat téhot-
né zeny. Pfipadné téhotenstvi je potteba hlasit vedoucimu praktického
cviceni a cviceni se neucastnit.

Prace s organickymi rozpoustédly, se Ziravymi a toxickymi latkami se
provadi pouze ve funk¢nich digestorich.

Chemikalie se skladuji pouze na mistech k tomu ur¢enych v souladu
s Provoznim fadem jednotlivych kateder.

Pfi praci v laboratoti musi pracovnici pouzivat vhodné pracovni po-
miicky v zavislosti na charakteru provadénych praci. Minimum je pra-
covni odév a obuv, vyzaduje-li to charakter prace pak také ochranné
bryle, rukavice. V kazdé laboratori musi byt dale k dispozici ochranny
§tit a v pripadé potreby maska.

Vyzaduje-li to charakter prace v laboratoti, musi si vSichni pracovnici
chranit o¢i brylemi (specidlnimi ¢i dioptrickymi). Pti praci s vakuem
pak pouzivat ochranné bryle nebo stit.

Potfisnéni kyselinami ¢i bazemi se odstranuje oplachovanim velkym
mnozstvim vody. Pokud se pracuje v laboratofi s bromem, musi byt
predem pripraven 2% roztok thiosiranu sodného, kterym se nejprve
zasazené misto oplachne a pak se pouziva k oplachu voda. Podle cha-
rakteru prace v dané laboratofi je pak povinnosti vedouciho praktic-
kého cviceni zajistit pred zahajenim prace i jiné detoxikac¢ni ¢i sana¢ni
roztoky.

Za obecné dodrzovani predpistt BOZ, pozarnich, hygienickych pred-
pist a spravné uchovavani chemikalii v laboratofi odpovidd vedouci
praktického cviceni. Ostatni pracovnici a jiné osoby (navstévy apod.)
jsou povinni dodrzovat jeho pokyny.
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9.

10.

11.

12.

Vedouci praktického cviceni je zodpovédny za veskeré vybaveni labo-
ratofe a také za bezpe¢ny provoz a pravidelné kontroly elektrickych
pristrojii.

V ptipadé, Ze student porusuje bezpe¢nostni predpisy, je vedouci prak-
tického cvi¢eni nucen vyloucit studenta z vyuky.

Povinnost vSech pracovniki je hlésit bez prodleni vedoucimu prak-
tického cviceni veskeré zavady na zatizeni a zejména veskerda drobnd
poranéni, poleptani ¢i nevolnosti a véechny jiné mimoradné udélosti
vzniklé béhem prace v laboratofi. Vedouci praktického cviceni je povi-
nen zaznamenavat tyto nehody ¢i irazy do evidovaného sesitu (na se-
kretariatu katedry ¢i jiného pracovisté PrF UP Olomouc), v ptipadé
nehody vyplnit zvlastni formular a hlasit nehodu vedoucimu katedry
nebo jeho zastupci.

Pfi odchodu z laboratote, musi byt tato v takovém stavu, aby nemohlo
dojit k jejimu poskozeni v dobé nepritomnosti pracovniki. To zname-
n4, ze kazdy pracovnik je pred odchodem povinen ukonéit ¢i prerusit
své pokusy tak, aby ziistaly v bezpe¢ném stavu a vypnout vSechny pti-
stroje, jejichZ provozni podminky to dovoluji, a energie, které pouzival.
Vedouci praktického cviceni je povinen zkontrolovat vypnuti vech
elektrickych pristroju a spotfebici, jejichZ provozni podminky to do-
voluji, uzavteni véech privodu energii a vody, dale pfipadné uzavrit
okna a mistnost zavrit.

Vyuka studentit

13.

14.

15.

16.

Studenti mohou pracovat v laboratorich PfF UP Olomouc v ramci la-
boratornich praktickych cvi¢eni, kdy za dodrzovani bezpeénostnich
zasad odpovida povéreny vedouci praktického cviceni.

Studenti musi byt pred zahajenim prace prokazatelné proskoleni. Za to
odpovida vedouci praktického cviceni. Zaznamy o proskoleni se ukla-
daji na sekretaridtech prislusnych pracovist PiF UP Olomouc.
Studenti smi provadét pouze laboratorni experimenty natizené ¢i
schvalené vedoucim praktického cviceni, jiné laboratorni pokusy jsou
nepiipustné.

Vedouci praktického cviceni mtze pti opakovaném nedodrzovani
bezpec¢nostnich pokynii a pravidel vykazat studenta z laboratore. Tuto
skute¢nost pak ohlasi pedagogovi sttedni $koly, ktery studenty na prak-
tickd cviceni doprovazi.
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Prakticka cvic¢eni z chemie 1

Odmétovani v chemii
Spektrofotometrie
Tenkovrstevnd chromatografie
Enzymologie

Ll

1 Odmérovani v chemii
1.1 Vahy a vazeni

Ke stanoveni vahového mnozstvi latky se pouzivaji v chemické laboratori
vahy. Princip vazeni je porovnani neznamé hmotnosti predmétu (navazo-
vaci lodicka, vzorek) se zndmou hmotnosti standardu (zdvazi). Mechanické
zatizeni je zaloZeno na docileni rovnovahy na pace a ma tvar znamych
miskovych vah. Na stejném principu byly dfive konstruovany i analytické
vahy (postupné pridavani zavazi).

V soucasné dobé se jiz uzivaji jednomiskové vahy pouzivajici promitaci
stupnice na stinitko. V laboratofi se pouzivaji pro pfesné navazeni latek
analytické vahy a pro méné presné vazeni predvazky.

1.2 Odmérovani roztokt

K odmérovani objemi kapalin slouzi odmérné vélce, pipety, byrety a od-
mérné banky (Obr. 1).

Odmeérné valce (Obr. 1a) se pouzivaji jen k pribliznému odmérovani
kapalin. Na presnéj$i méfeni objemtl se pouzivaji pipety bud pouze pro
urcity objem, nebo délené pipety, a byrety, u nichz je mozno kohoutkem
regulovat vytékani kapaliny. Pfi plnéni pipet je tfeba vzdy dbat toho, aby
usti pipety bylo stale ponofeno pod hladinou kapaliny (jinak by se nasal
vzduch do pipety). Po nasati kapaliny nad rysku oznacujici pozadovany
objem uzavieme horni konec pipety ukazovikem - ne palcem. A opatrnym
uvolnovanim prstu po kapkach vypoustime kapalinu. Pti odecitani je nutno
mit oko ve stejné Grovni se znackou. Odecitame vzdy spodni okraj menis-
ku. Tyto sklenéné pipety, do kterych se nasava tekutina usty nebo pomoci
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balonku, se dnes uz v modernich laboratotich nepouzivaji, jsou nahrazeny
automatickymi pipetami, které mohou byt konstruovany na ur¢ity fixni
objem nebo jsou nastavitelné v ur¢itém rozsahu objemti.

Automatické pipety jsou vyrabény pro rtizné rozsahy objemi (5-1ml,
1000-200 pl, 200-20 pl, 20-2 pl a 2-0,2 ul). Objem se nastavuje otoc¢enim
$roubu na stupnici. Nasavani a vypousténi kapaliny pres nasaditelnou $pic¢-
ku je ovladano pistem, ktery ma tfi polohy - klidovou, pro nasavani a pro
vypousténi (Obr. 2).

Odmérné banky (Obr. 1b), stejné jako pyknometry, jsou kalibrovany
na doliti - to znamend, Ze pti jejich naplnéni obsahuji pravé pozadovany
objem. Hrdlo odmérnych banék je pomérné uzké a je opatrené ryskou.
Plni se tak, aby se spodni okraj menisku dotykal rysky a pfi plnéni musime
mit oko v urovni rysky. Odmérné banky se vyrabéji v objemech od 5ml
do 21. Odmérné banky se pouzivaji k ptipravé roztoku o presné koncen-
traci. Byrety, slouzici k odbéru kapalin pfi titracich (Obr. 1e), jsou sklenéné
trubice opatfené délicimi znac¢kami. Pfed vytokem je umistén kohoutek
nebo pruzna tlacka s hadickou.

N .

B3 Dl
e el e ore S 1

Obr. 1 Pomiucky k méfeni objemt (a — odmérny valec, b — odmeérna barika, ¢ — sklenénd
pipeta nedélend, d - sklenénd pipeta délend, e - byreta, f - automaticka pipeta) (pfevzato
ze skript Galuszka P. a Luhové L.: Laboratorni technika)

12
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Obr. 2 Prace s automatickou pipetou (pfevzato ze skript Galuszka P. a Luhova L.: La-
boratorni technika)

1.3 Experimentalni ¢ast

V praktické ¢asti cvi¢eni se seznamite s analytickymi vahami a naudite
se vazit na predvazkach. Vasim tkolem bude co nejpfesnéji napipetovat
10x 5ml (resp. 1 ml) destilované vody do kadinky. Hustotu vody budeme
pro jednoduchost povazovat rovnu 1 g/ml. Pocet gramt bude odpovidat
poctu odméfenych ml.

Na zac¢atku méfeni si zvazte prazdnou suchou kadinku (vahu kadinky si
zaznamenejte do tabulky). Poté napipetujte 10 x 5ml nebo 10 x 1 ml do ké-
dinky. Poté predvazky vynulujte a zvazte kadinku s napipetovanou vodou.
V tabulce odectéte vahu kadinky. Vypoctéte chybu stanoveni.

Tabulka 1: Pipetovani

Hmotnost kadinky (g)

Hmotnost kadinky a vody (g)
10x 1 ml 10 x5ml

Hmotnost vody (g)

Chyba stanoveni (%)

13
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2 Spektrofotometrie
2.1 Teoreticky uvod

Viditelné zareni tvori maly tsek z oblasti elektromagnetického vlnéni v roz-
mezi vlnovych délek 400-700 nm. Prilehla oblast rozmezi vinovych délek
200-400 nm se nazyva blizka ultrafialova oblast, 700-2000 nm se pak na-
zyva blizkd infracervena oblast. Cela oblast vinovych délek se také nazyva
oblasti elektronovych spekter.

Pristroje, které méri spektralni veli¢iny, se nazyvaji spektrofotometry.
Témér vSechny biologicky zajimavé latky kromé sacharidi maji v oblasti
UV-VIS (200-700 nm) charakteristické absorp¢ni pasy a jejich koncentrace
se tak dd stanovit na zakladé jejich spektralnich vlastnosti.

Interakci zafeni s atomy a molekulami dochazi k jeho absorpci, tj. k pri-
jeti kvanta energie, a atom nebo molekula se dostane do excitovaného sta-
vu. Interakce zafeni s hmotou se sleduje na absorpénim spektru (zavislosti
mnozstvi absorbovaného zareni na jeho vlnové délce).

Vztah mezi absorbanci a koncentraci latky vyjadfuje Lambert-Beerav
zakon:

A=¢-c-1

absorbance, bezrozmérna veli¢ina
délka kyvety, ve které se méfi (obvykle 1 cm)
koncentrace latky v mol.1"!

konstanta dmérnosti, molarni absorp¢éni koeficient

Mﬁ"‘}

Pfi méfeni koncentrace latek se porovnava intenzita paprsku, ktery neni
oslaben absorpci (referen¢ni), a paprsku, ktery prosel kyvetou se vzorkem.
V laboratorich se bézné pouzivaji jednopaprskové pristroje, kdy se nejpr-
ve proméri absorbance referen¢niho vzorku a poté se prométi absorban-
ce vzorku. Moderni spektrofotometry ulozi intenzitu zareni referenéniho
vzorku (jinak také slepy vzorek ¢i blank) do paméti pristroje a pfi promé-
rovani vzorkt se pak na display objevuji hodnoty absorbanci jednotlivych
vzorkil. V praktickém cvic¢eni budeme stanovovat koncentraci nikelnatych
iontl v neznamém vzorku. Nikelnaté ionty absorbuji svétlo pti vinové délce
700 nm, protozZe barva jejich roztoku je zelena (Obr. 3). Pomoci absorb¢-
nich spekter lze zjistit, zda se jedna o jednu latku nebo smés dvou latek.

14
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Prikladem je smés nikelnatych a kobaltnatych iontd, ktera ma dvé absorb¢ni
maxima (500 a 700 nm), z nich? jedno patfi kobaltnatym ionttim a druhé

nikelnatym (Obr. 4).

a b c

Obr. 3 Roztoky Co** (a), Ni** (b) a smés Co** a Ni** (c) v spektrofotometrickych kyve-
tach (foto autor)

035 1 CoSO, + NiSO,
0,3 A
0,25 -

0,2

BS

< 0,15 -
0,1 -

il

0,05 -

0 T T T T ]
350 450 550 650 750 850

vinova délka (nm)

Obr. 4 Spektrum smési 0,5M CoSO, a 0,5 M NiSO, ve vodé. Prvni vrchol patii CoSO,
(asi 500 nm) a druhy NiSO, (asi 700 nm) (zdroj autor)
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2.2 Experimentalni ¢ast

Ukol: Stanoven{ koncentrace Ni** v nezndmém vzorku

Laboratorni materidl: kyvety, kadinky, velké zkumavky, pipety.
Chemikadlie: 0,5M siran nikelnaty, 0,5M chlorid kobaltnaty.

Pristroje: spektrofotometr.

Pracovni postup:

Ptipravte si sadu 5 roztokd siranu nikelnatého o koncentracich 0,025; 0,05;
0,1; 0,2 a 0,3M presnym fedénim zasobniho roztoku o koncentraci 0,5M.
Postupujte tak, Ze do zkumavek napipetujete automatickou pipetou 5ml
vypoctené mnozstvi zasobniho roztoku 0,5 M siranu nikelnatého podle ta-
bulky 2 a pridate odpovidajici mnozstvi vody opét dle tabulky 2. Roztoky
promichejte na vortexu. Poté na spektrofotometru promérite absorbanci
pripravenych vzorkd a zapisete do tabulky 2.

Tabulka 2: Spektrofotometrické stanoveni nikelnatych iontd.

Koncentrace Ni* 0,5M NiSO, H,0
(mol.l'!) (ml) (ml)

0,500 - -
0,300
0,200
0,100
0,050
0,025
NV e. -

SN ||
\O [\O |0 |\ |

16
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Absorbance

Koncentrace (mol/l)

Obr. 5 Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace nikelnatych iontt. Na osu x vynasi-
me koncentrace Ni**, na osu y naméfené hodnoty absorbance (A). Hodnotu koncentrace
odecteme z kalibra¢ni pfimky na zédkladé zjisténi absorbance tohoto vzorku

Koncentrace neznamého vzorku ¢. ...... jer ceviniiiines

Ukol: Zjistéte zavislost absorbance na vinové délce pro Ni** a Co**

Nejprve na spektrofotometru proméfime spektra jednotlivych iontt a poté
vytvorime jejich smés a opét promérime spektrum. Zakreslete spektralni
zaznamy pro nikelnaté a kobaltnaté ionty. Poté zakreslete zavislost smési
Ni** a Co** (smés byla pripravena z 1 ml 0,5M siranu nikelnatého a 1 ml

0,5M chloridu kobaltnatého).

3 Tenkovrstevna chromatografie
3.1 Teoreticky uvod

Adsorp¢ni chromatografie je jedna z nejstarsich chromatografickych metod.
Pevny adsorbent je obtékdan vhodnym rozpoustédlem, které unasi analy-
zovanou smés. Na povrchu adsorbentu dochdzi k déleni. Adsorpci latky
na povrchu pevné faze uréuje adsorpéni izoterma. Jako adsorbenty se pou-
zivaji latky porovité struktury. Adsorbenty se déli na polarni (silikagel, oxid
hlinity, hydroxyapatit) a nepolarni (aktivni uhli). Podle zptisobu provedeni
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rozliSujeme sloupcovou chromatografii a tenkovrstevnou chromatografii
(TLC).

Pro dikaz alkaloidd a 1é¢iv v modi se vyuziva tenkovrstevna chromato-
grafie. Léc¢iva a alkaloidy se extrahuji z upravené moci (kysela ¢i bazickd)
pomoci etheru. Etherové extrakty se odpari do sucha na vodni lazni. Susina
se rozpusti v 0,5ml ethanolu a vzorky se nandseji na chromatografickou des-
ku. Desky se vyvijeji v chromatografické komore nasycené parami vyvijeci
smési. Kdyz ¢elo mobilni faze dosdhne vzdalenosti 2 cm od horniho okraje
desky, desku vyjmeme a po vysu$eni postfikdme jednotlivymi detekénimi
¢inidly (konkrétné v experimentalni ¢asti nize).

3.2 Experimentalni ¢ast

Ukol: Detekce alkaloidii a 1é¢iv pomoci tenkovrstevné chromatografie.
Laboratorni materidl: chromatografické desky - plastické folie silikagel
60 F254 (firma Merck), tfeci misky, zluté $picky k automatickym pipetdm,
tuzka, pravitko, chromatograficka vana, rozpragova¢, mikrozkumavky.
Chemikdlie: 96% ethanol, kofein, chinin, lé¢ivo.
Roztoky:
vyvijeci soustava: ethylacetat/methanol/amoniak (34 : 4 : 2),
detekeni ¢inidla:
1. konc. H SO, /ethanol (1 : 1), ¢inidlo ptipravovat v ledové ldzni, po kap-
kach pridavat kyselinu do vychlazeného ethanolu,
2. Dragendorffovo ¢inidlo:
roztok I: dusi¢nan bismutity (850 mg) se rozpusti v 10 ml kyseliny octové
a 40 ml vody,
roztok II: jodid draselny (8 g) se rozpusti ve 20 ml vody.
Oba roztoky se smisi a uchovavaji v hnédé lahvi i nékolik mésict. Pred
pouzitim se 10 ml tohoto zasobniho roztoku zfedi 20 ml kyseliny octové
a 100 ml vody.
Pracovni postup:
Priprava standardii: Léky v tabletové formé rozetfeme v tfeci misce na pra-
$ek. Preparaty kofeinu a chininu navazime na analytickych vahach ptimo
do ptipravenych mikrozkumavek a rozpustime v ethanolu. Pokud je povrch
tablety pokryt obalem nebo glazurou, musime obal odstranit nebo smyt.
Odvazime pozadované mnozstvi substanci (mnozstvi zavisi na jednotlivych
dikazech a metodach, nejéastéji 10-200 mg). Navazenou substanci rozpus-
time v odpovidajicim objemu rozpoustédla (u 1ékt se nejcastéji pouziva Cisty
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ethanol). Standardni roztok preneseme do mikrozkumavky a oznacime jej
datem pripravy. Skladujeme ve tmé a chladu (0-4°C).

Pro prakticka cviceni ptipravi standardy vedouci cvic¢eni predem.

Tenkovrstevna chromatografie

Na pripravenou tenkou vrstvu pomoci pravitka a mékké tuzky vyznacime
mista starti. Vzdalenost mezi nanaSenymi vzorky nesmi byt mensi nez
1,5cm a pramér nanasenych skvrn nesmi byt vétsi nez 0,5 cm. Pomoci
zluté $picky naneseme na mista starti 1-4 kapky jednotlivych standardd.
V priibéhu nanaseni skvrny vysusujeme teplym vzduchem z fénu. Nejméné
10 minut pred vyvijenim nalijeme do chromatografické komory vyvijeci
smés, a to takovy objem, aby hladina byla nize, nez misto startu vzorku
na chromatografické desce. Komoru uzavteme sklem. Po nasyceni komory
parami vyvijeci smési vlozime chromatografickou desku do komory a pro-
vedeme vzestupné vyvijeni. Jakmile ¢elo mobilni faze dosahne vzdalenosti
2cm od horntho okraje desky, desku z komory vyjmeme a celo faze oznadi-
me mékkou tuzkou. Chromatografickou desku vysusime volné na vzduchu
a postfikame detek¢nimi ¢inidly. Skvrny pozorujeme pod UV lampou nebo
pomoci oka.

Vyhodnoceni chromatogramu:

Tuzkou si zakreslime ¢elo mobilni faze a obkreslete velikost skvrny. U jed-
notlivych skvrn vypocitime hodnotu R, (tzv. reten¢ni faktor). Retencni
faktor udava pomér vzdalenosti stfedu skvrny latky od startu (V,,) k vzda-
lenosti ¢ela mobilni faze (V ), tj. vzdélenost, kam az doputuje mobilni faze.

R=V IV,
Chromatogram muZzeme prekreslit nebo prilepit.

Tabulka 3: Detekce alkaloidu a lé¢iv pomoci TLC.

Sloucenina A" vV R

M R f

kofein

chinin

1écivo
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4 Enzymologie
4.1 Teoreticka cast

Amylasy se vyskytuji u ¢lovéka, zvifat, rostlin i mikroorganizmt. Vyuzivaji
se v lihovarnictvi, pivovarnictvi, pekafstvi apod. Zdrojem amylas miize byt
nakli¢eny je¢men (slad). Smés sladovych amylas se nazyva diastasa. Amylasy
patti do skupiny enzymtl hydrolas, které $tépi substraty za ucasti vody. Amy-
lasy $tépi polysacharidy jako jsou skrob, glykogen a dextriny. Kone¢nym
produktem je disacharid maltéza. U ¢lovéka a zvifat se a-amylasa vyskytuje
ve slinach a v pankreatu (slinivce btisni). U rostlin se nachazi pouze v seme-
nech (napt. v jeémeni). Také nékteré mikroorganizmy produkuji amylasy
(napt. Bacillus subtilis).

Kone¢nym produktem $tépeni Skrobu je redukujici cukr disacharid mal-
toza. Pritomnost skrobu lze dokézat reakci s jodem (Lugoliiv roztok). Modré
zbarveni signalizuje pritomnost $krobu (vice jak 30 glukézovych jednotek)
a svétle zluté zbarveni potvrzuje uplné rozstépeni skrobu (4-6 glukézovych
jednotek).

Dal$im enzymem, se kterym budeme v této tloze pracovat, je sacharasa
znama také pod ndzvem invertasa. Sacharasa se nachazi napt. v pekarskych
kvasnicich. Katalyzuje hydrolyzu sachar6zy na D-glukézu a D-fruktédzu.
Tato reakce ma zna¢ny primyslovy vyznam, nebot smés glukozy a fruk-
tozy je podstatné sladsi nez ekvivalentni mnozstvi sachardzy. Sacharasa je
glykoprotein lokalizovany na vnéjsi strané kvasni¢né bunky.

Charakteristické vlastnosti obou enzym? si ovéfime prakticky v labo-
ratofi: a-amylasa obsazena ve slinach a v mikroorganizmech (Bacillus sub-
tilis) odbourava $krob za vzniku dextrintl a maltdézy. Viibec vSak neptisobi
na cukr sachardézu. Naproti tomu sacharasa rychle hydrolyzuje sacharézu,
ale je zcela neaktivni viici Skrobu. U¢inky obou enzymii Ize snadno sledovat
Fehlingovou reakci (dtikaz vznikajicich redukujicich cukri) nebo reakei
s jodem ($krob dava modré zbarveni).
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4.2 Experimentalni ¢ast

Laboratorni materidl: stojan se zkumavkami, Pasteurovy pipety, vazenka,

1zi¢ka, stficka s destilovanou vodou, $pachtle, hrnec.

Chemikalie: $krob, sachardza, kvasnice.

Pristroje: termostat, varic, vortex.

Roztoky: Lugoluv roztok, 0,1 M-fosfatovy pufr, pH 7,2.

Fehlingovo ¢inidlo:

roztok I: 40 g CuSO, - 5 H,O se rozpusti v 500 ml vody a doplni se do 1 litru

vodou

roztok II: 200 g Seignettovy soli (vinan sodnodraselny — C,H,O,KNa-2 H,0)

a 150 g NaOH se rozpusti v mensim mnozstvi vody a doplni na 1 litr.

Pro prakticka cviceni uz budou roztoky ptipraveny.

1% roztok skrobu:

1 g $krobu rozsuspendujeme v 100 ml 0,1 M-fosfatového pufru, pH 7,2

a 5 minut povafime na vodni lazni.

Pro prakticka cviceni uz bude roztok ptipraven.

0,5% sacharéza:

1 g sacharozy rozpustime v 50 ml destilované vody.

Pro prakticka cvi¢eni uz bude roztok pripraven.

Priprava enzymii:

o 20 mg mikrobialni a-amylasy se rozpusti v 100 ml 0,1 M fosfatového
pufru. Pro prakticka cvi¢eni uz bude roztok ptipraven.

o 10ml pitné vody vlozime do ust, ponechdme v tstech po dobu 1 minuty
a poté vratime do pripraveného plastového kelimku. Roztok bude slouzit
jako slinnd amylasa.

o 0,1g pekarskych kvasnic resuspendujeme ve 20 ml vody (enzym sacha-
rasa).

Pracovni postup:

Podle schématu v tabulce 4 napipetujeme do 7 oznacenych zkumavek

po 2ml substraty (sachardzu a skrob) a pridame 1 ml enzymovych prepa-

ratd (a-amylasy, sacharasy). VSechny zkumavky inkubujeme 20 minut pfi
38°C v termostatu.

21



Prakticka cvic¢eni z chemie a biologie pro stfedoskolské studenty

Tabulka 4: Charakterizace enzymt.

. Substrat . . Zbarveni
Zkumavka ¢. (2ml) Enzym-zdroj Fehlingova r. j6dem
] 1% tkrob amylasa-sliny
(1ml)
o) x amylasa

2 1% Skrob z Bacillus subtilis

3 1% skrob sacharasa (1 ml)

4 2% sachar6za | sacharasa (1 ml)

5 2% sacharéza 1 ml dest. vody

6 1% $krob 1 ml dest. vody

7 pufr 1 ml dest. vody

Po ukonceni inkubace odebereme 1 ml reakéni smési z kazdé zkumavky
do nové ¢isté zkumavky, kterou si pfedem oznacime stejnym cislem. K reak-
¢ni smési pridime 1 ml Fehlingova ¢inidla I a 1 ml Fehlingova ¢inidla II
a zkumavky povarime 5 minut na vrouci vodni lazni. Pivodni zkumavky
doplnime destilovanou vodou 1 cm pod okraj a pfiddme kapku Lugolova
roztoku (roztok jodu).

Vysledky obou zkousek zapiSeme do tabulky. Vyhodnotime z hlediska
substratové specifity enzym obsazeny ve slinach, enzym produkovany mi-
kroorganizmem (Bacillus subtilis) a enzym z pekarskych kvasnic.

Pouzita literatura a informacni zdroje

Galuszka P. a Luhova L. (2003): Laboratorni technika. 1. vydani, Vydavatelstvi UP
Olomouc.

Pec P. a kolektiv (2008): Laboratorni cviceni z biochemie. 1. vydani, Vydavatel-
stvi UP Olomouc.

Kolektiv autorti (2012): Laboratorni cvi¢eni z biochemie. 1. vydani, Vydavatel-
stvi UP Olomouc.
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Stanoveni lipofilnich listovych barviv pomoci adsorpéni chromatografie.
Stanoveni proteind.

Homogenizace rostlinného materialu pomoci tekutého dusiku.
Stanoveni pH.

Ll

1 Stanoveni lipofilnich listovych barviv
pomoci adsorpéni chromatografie

1.1 Teoreticka ¢ast

V listech zelenych rostlin se vyskytuje vétsi pocet lipofilnich barviv, jejichz
charakteristickou vlastnosti je rozpustnost v tucich a tukovych rozpousté-
dlech. Pro fotosyntézu maji rozhodujici vyznam chlorofyly a a b a karote-
noidy. Jsou zna¢né citlivé vi¢i vzdusnému kysliku a na svétlo. Rychlého
rozdéleni listovych barviv 1ze dosahnout chromatografii na Silufolu.

HC=CH, CH, N0
~ —
At G (11 )—CHa
CH, J CHs
/
H3C CH,4
s
fytyl—0-" "¢ 0= No—CH,
chlorofyl a chlorofyl b

Obr. 1 Vzorce chlorofylu a a chlorofylu b (prevzato ze skript Pe¢ P.: Laboratorni cvic¢eni
z biochemie)
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1.2 Experimentalni ¢ast

Laboratorni materidl: $picky zluté pro automatické pipety, Silufol, tuzka,
pravitko, kadinka, kryci sklo.

Roztoky a chemikalie:

vyvijeci smés: benzin/isopropanol/voda (100 : 10 : 0,25)

Priprava extraktu (bude k dispozici pfipraveny extrakt):

Odvazime 2 g listti $penatu (pripadné 2 g zmrazeného $penatového pro-
tlaku), které rozetfeme v tfeci misce s malym mnozstvim moiského pisku
a uhli¢itanu vapenatého (na $picku noze) s nékolika ml acetonu. Smés zfil-
trujeme pres maly filtr smoceny acetonem do odmeérné banky 25 ml. Dal-
$imi davkami acetonu prevedeme barviva kvantitativné do filtratu a objem
doplnime acetonem po znacku.

Asi 10 ml extraktu odpafime do sucha na vodni lazni a po ochlazeni roz-
pustime v nékolika kapkach acetonu.

Pracovni postup:

Zahustény extrakt ze §pendtu naneseme na startovni ¢aru ve formé rady
kapek asi 2cm od okraje silufolové desky. Desku vloZzime do vyvijeci na-
dobky (kadinky) s vyvijeci smési a prikryjeme krycim sklem. Jakmile ¢elo
soustavy dosahne horniho okraje desky, desku vyjmeme a obycejnou tuzkou
nejprve ozna¢ime ¢elo mobilni faze a poté rychle obtahneme zony barviv.
Chromatogram zakreslime, nebot nékteré skvrny na svétle rychle blednou.

1 234 56 7 8 start

Obr. 2: Lokalizace listovych barviv po rozdéleni na desce Silufolu. Vyvijeci smés benzin/
isopropanol/voda (100 : 10 : 0,25). 1 — B-karoten, 2 - feofytin, 3 - chlorofyl a, 4 - chlo-
rofyl b, 5 - lutein, 6 - lutein-5,6-epoxid, 7 - violaxanthin, 8 - neoxanthin (ptevzato ze
skript Pe¢ P.: Laboratorni cviceni z biochemie)

Vysledek zakreslete.
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2 Stanoveni proteinQ
2.1 Teoreticka ¢ast

Proteiny ve vzorku lze stanovovat celou fadou metod. Jednak jsou to metody
zaloZené na interakci proteint s ionty médi (Biuretova metoda, Lowry-
ho metoda nebo Bicinchoninova metoda), pak metody zalozené na vazbé
proteint s barvivem Coomassie Blue a také metody stanoveni proteint
z UV spektra.

Coomassie barvivo (Brilliant Blue G250) se vaZze na proteinové molekuly
pti kyselém pH dvéma zpiisoby. Trifenylmethanové skupina se vaze na ne-
polarni ¢asti proteinu a anion sulfoskupiny se vaze na vedlejsi fetézce ami-
nokyselin nesoucich kladny naboj (napt. arginin a lysin). Po vazb¢ barviva
na proteiny dochazi k barevné zmeéné, kterd je umérna mnozstvi proteinu.
Tato metoda se oznacuje jako metoda Bradfordové. Reakce je velmi citliva
u albuminu a fady globularnich protein.

2.2 Experimentalni ¢ast

1. 1dikol: Sestrojit kalibra¢ni pfimku pro stanoveni proteinti metodou Brad-
fordové

2. ukol: Z pomoci kalibra¢ni ptimky stanovit koncentraci proteint v ho-
mogenatu (viz tkol v kapitole 3)

Laboratorni materidl: kyvety do spektrofotometru (1 cm), stojan se zku-

mavkami, pipety, stficka s destilovanou vodou, kadinky, $pachtle.

Roztoky: standardni roztok BSA (hovézi sérovy albumin) 25 pg.ml".

Cinidlo Bradfordové (100 mg Coomassie Brilliant Blue G250 - 0,01% w/v,

50ml 95% ethanolu /5% kone¢na koncentrace/, 100 ml 85% kyseliny fosfo-

re¢né, doplnit do 1 litru vodou).

Pristroje: spektrofotometr, vortex.

Pracovni postup:

Pomoci standardniho roztoku proteinu si pfipravime sadu zkumavek obsa-

hujicich 1 ml roztoku proteinu o vzristajici koncentraci proteinu 5-25 pg.

Slepy vzorek obsahuje 1 ml vody a 1 ml standardu obsahuje 25 mg.ml™ (viz

Tabulka 1).

Do kazdé zkumavky pridame 2 ml ¢inidla Bradfordové, rychle promichdme

na vortexu.

Po 5 minutach métime absorbanci pti 595 nm.

Stejnym zptisobem zmérime obsah proteinil v neznamém vzorku.
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Vysledky:

Tabulka 1: Stanoveni koncentrace proteint

Koncentrace
BSA 5 10 15 20 25 NV1 NV1
(ug.ml™)
BSA
200 400 600 800 1000

(1)
Voda 800 600 400 200 0
(1)
Absorbance

12 -

1 y=0,012x+ 0,1527
R? = 0,9896

06 -

ABS 595 nm

0.2 -

0 T T T T T T T )
0 10 20 30 40 50 60 70 80

koncentrace BSA (pg/ml)

Obr. 3 Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni proteinti metodou Bradfordové Ptiklad kali-
bra¢ni primky

Vypocet koncentrace nezndmych vzorkii: pomoci hodnot koncentraci stan-
dardl a namérenych absorbanci si sestrojte kalibra¢ni primku. Priklad kali-
bra¢ni pfimky je uveden na Obr. 3. Pomoci hodnoty absorbance neznamého

vzorku odecteme hodnotu koncentrace z kalibra¢ni primky.

Hodnota koncentrace proteind v neznamém vzorku je .........
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3 Homogenizace rostlinného materialu pomoci tekutého
dusiku a stanoveni proteini v homogenatu

3.1 Teoreticka cast

Pro homogenizaci rostlinného materialu Ize zvolit celou fadu metod. Rost-
liny mtzeme homogenizovat (rozmélnit) pomoci ptistrojii homogenizato-
rit obsahujich ostré noze, které rotuji velkou rychlosti. Nahradit je muze
i obycejny kuchynsky mixér. V laboratoti se ¢asto homogenizuje rostlinny
materidl v tfeci misce za prisypani morského pisku. Elegantni jednoduchy
zptsob jak material zhomogenizovat spociva v pouziti tekutého dusiku,
ktery materidl hluboce zmrazi a zptisobi jeho rozpad na prach.

s vr

3.2 Experimentalni ¢ast

Laboratorni materidl: tfeci miska a tloucek, Pasteurovy pipety, mikrozku-
mavky, stojanek na mikrozkumavky, tekuty dusik.

Rostlinny materidl: listy, kvéty, stonky rostlinného materialu.

Roztoky: 01 M fosfatovy pufr, pH 7,2.

Pristroje: stolni centrifuga, vortex.

Pracovni postup:

Na predvazkach si odvazime 0,5g rostlinného materialu, ktery vlozime
do tfeci misky. Opatrné prilijeme tekuty dusik a pomoci tloucku se snazi-
me rostlinny material rozbit na prach. Poté pfidime 2 ml fosfatového pufru
pH 7,2. Vznikly homogenat prepipetujeme do mikrozkumavky a pomoci
vortexu jesté fadné promichame. Poté centrifugujeme pomoci stolni centri-
fugy 5 minut (mikrozkumavky v centrifuze musi byt vyvazeny). Supernatant
prepipetujeme do ¢isté mikrozkumavky a stanovime v ném obsah proteinti
(neznamy vzorek pro ukol ¢. 2).

4 Stanoveni pH roztokt
4.1 Teoreticky uvod

Jednim z kritérii déleni roztokt je jejich rozdéleni podle kyselosti. Rozdé-
lujeme je tedy na roztoky kyselé, neutralni a zasadité.

Jednotkou kyselosti je hodnota pH, ktera je definovana jako zaporny
logaritmus koncentrace oxoniovych iontt pii teploté 25°C.
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4.2 Experimentalni ¢ast

1. tikol: Uréeni pH pripravenych roztoktl pomoci pH papirku a pomoci
prirodniho indikétoru

Pomoci pH papirku urcete pribliznou hodnotu pH pfipravenych roztoka
a zapiste ji do tabulky. Zjistéte zabarveni ptipravenych roztokl po pridani
ptirodniho indikatoru z ¢erveného zeli. Urcete hodnotu pH nezndmého
vzorku.

Laboratorni materidl: sklenéné zkumavky, Pasteurovy pipety, pH papirky,
sklenéna tycinka, stojan na zkumavky.

Zkoumané roztoky: 0,1 M kyselina chlorovodikova, 8% ocet, 0,1 M kyselina
citronova, citronova §tava, 0,1 M kyselina octova, 0,1 M hydrogenuhli¢itan
sodny, 0,1 M fosfore¢nan draselny, 0,1 M hydroxid sodny.

Indikdtor z éerveného zeli: Cervené zeli nakrajime na malé kousky, vlozime
do kddinky a zalijeme destilovanou vodou. Smés povarime asi 15 minut.
Po vychladnuti zfiltrujeme smés pres papirovy filtr a zakonzervujeme ji
bronopolem (25mg/ 1) nebo azidem sodnym.

Pracovni postup:

Naneseme kapku zkoumaného roztoku sklenénou ty¢inkou na univerzalni
pH papirek a porovname ziskany odstin s nabizenou barevnou skalou rozsa-
hu pH (od ¢ervenofialové po modrou). Odhadneme hodnotu pH. Vysledky
zapiste do tabulky 2. Hodnotu pH zméfenou pH metrem opiste z popisu
kadinky zkoumaného roztoku.

Pomoci Pasteurovy pipety napipetujte 1 ml zkoumaného roztoku do pripra-
venych sklenénych zkumavek a prikapnéte 5 kapek indikatoru z ¢erveného
zeli, smés promichejte na vortexu a vzniklé zabarveni zapiste do tabulky 2.
Pomoci obou metod se pokuste zjistit pH neznamého vzorku.
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Tabulka 2: Stanoveni hodnoty pH pomoci pH papirku a barevného indi-

katoru z ¢erveného zeli.

, Hodnota pH Hodnota pH Indikator CZ
Zkoumany roztok pH metr pH papirek (barva)
0,1 M HCI
8% ocet

0,1 M kyselina citronova

citronova $tava

0,1M CH,COOH

0,1 M NaHCO,

0,1 M K,PO,

0,1 M NaOH

neznamy vzorek

2. 1kol: Stanoveni hodnoty pH neznamych roztokd pomoci pH metru

Tabulka 3: Priprava neznamych roztokd pro méfeni hodnoty pH.

Zkumavka | 0,1 M kyselina citronova (ml) 0.2M hyg;‘glg:::ﬁﬁ)f orecnan
\% 160 40
R 130 70
(¢) 100 100
P 87,5 112,5
S 80 120
K 55 145
A 35 165
U 12,5 187,5
N 5 195
I 0 200
E, 0,1 M HCI
E, 0,1 M NaOH
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0,1 M kyselina citronova: 21,01 g monohydratu v 1 litru (pfipravit 1 litr),
0,2M Na,HPO,;: 35,62 g dihydratu v 1 litru (ptipravit 2 litry).

Neznamé roztoky byly pripraveny podle tabulky 3 (pfiprava pred prak-
tickym cvic¢enim). Zméfte kyselost oznacenych vzorku a vysledky zapiste

do tabulky 4. Zkoumané vzorky sefadte podle vzriistajici hodnoty pH.

Tabulka 4: Stanoveni pH pomoci pH metru

Pismeno | V P I A |E1| U | E| O S R K | N
pH

Zapiste pismena po sefazeni:

Pouzita literatura a informacni zdroje

Pe¢ P. a kolektiv (2008): Laboratorni cvi¢eni z biochemie. 1. vydani, Vydavatel-
stvi UP Olomouc.

Kolektiv autort (2012): Laboratorni cvi¢eni z biochemie. 1. vydani, Vydavatel-
stvi UP Olomouc.
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Odmétovani v chemii

Izolace DNA z veprové sleziny a diikaz DNA
Nativni elektroforéza izoenzymu peroxidasy
Metoda odhalovani otiskd prsta

Dukaz ptitomnosti krve na misté ¢inu

ARl

1 Odmeérovani v chemii

Postupujte podle Odmeérovani v chemii z Praktickych cviceni 1 na str. 7.

2 Izolace DNA z vepiové sleziny a dikaz DNA
2.1 Teoreticky tvod

V roce 1869 byly objeveny nukleové kyseliny jako slozky bunééného jadra.
Jedna se o vysokomolekularni slouceniny, které se uplnou hydrolyzou $tépi
na heterocyklické organické baze, sacharid (pentézu) a kyselinu fosfore¢-
nou. Kyselina deoxyribonukleova (DNA) obsahuje sacharid 2-deoxyribozu
a kyselina ribonukleova (RNA) obsahuje ribézu. Stavebnimi jednotkami
nukleovych kyselin jsou pyrimidinové a purinové baze. Mezi pyrimidinové
baze (Obr. 1) patii cytosin (C), thymin (T) a uracil (U), které N-glykosidic-
kou vazbou s ribézou v molekule RNA, nebo 2-deoxyribézou v molekule
DNA vytvareji nukleosidy cytidin, thymidin a uridin. Podobné purinové
baze (Obr. 1) adenin (A), guanin (G) a hypoxanthin vytvareji nukleosidy
adenosin, guanosin a inosin. VSechny nukleosidy vytvareji esterovou vaz-
bou s fosfatem nukleotidy (Obr. 2). Baze typické pro DNA jsou A, T, C, G,
v molekule RNA je T nahrazen U. Molekula RNA je vyrazné méné stabilni
nez molekula DNA.
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(0] NH2
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N H 2 N H N H
purin guanin adenin
NH2 (0] o
CH
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H H H
pyrimidin cytosin thymin uracil

Obr. 1 Purinové a pyrimidinové baze (pfevzato ze skript Pe¢ P.: Laboratorni cviceni
z biochemie)
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Obr. 2 Nukleotidy spojené v fetézec (prevzato ze skript Pe¢ P.: Laboratorni cviceni
z biochemie)
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2.2 Experimentalni ¢ast

1. tikol: 1zolace DNA ze sleziny

Laboratorni materidl: morsky pisek, kfemenna kyveta (1 cm), centrifu-
gac¢ni zkumavka, odmérny vélec (100 ml), pH papirky, kadinka (1000 ml),
sklenéna tyc¢inka, kadinka (100 ml), $pachtle, zkumavka (5 a 10 ml), tfeci
miska s tlouckem, prkynko, niiz, stojanek na zkumavky, Pasteurova pipeta,
1zicka, $picky pro automatické pipety, stopky, veprova slezina.
Chemikadlie: diethylether, ethanol, koncentrovana HCL

Roztoky: 0,5% NaOH, 1 M NaCl,

Difenylaminové cinidlo: do 100 ml 1% roztoku difenylaminu v ledové kyse-
liné octové se prida 2 x 75 ml koncentrované kyseliny sirové.

Pracovni postup:

Navazku 10 g sleziny nakrajejte a nasledné v tfeci misce rozetrete s trochou
mofského pisku na jemnou kasi.

Pridejte 100 ml vychlazeného 1 M NaCl postupné po malych davkach
a za stalého roztirani. Homogenizujte 15 min.

Homogenat centrifugujte pti 5000 x g, 10 min, 4 °C. Mezitim si pfipravte
600 ml vychlazené destilované vody do 11 kadinky.

Supernatant prevedte do ¢isté kadinky a z ni ho pomalu v tenkém prou-
du kontinualné nalijte do vychlazené destilované vody, poté velmi jemné
promichejte pomoci dfevéné $pejle. DNA se srazi ve formé opaleskujicich
vladken.

Za pouziti drevéné Spejle navijejte vlakna DNA a ty prenasejte do malé a vel-
ké zkumavky a zbytek uchovejte v kadince pro dalsi experimenty, pti 4 °C.

2. tikol: Diikaz DNA difenylaminem

Difenylamin poskytuje s DNA modré zbarveni. Izolovanou DNA rozdélime
na dvé ¢asti. Do zkumavek preneseme prvni ¢ast izolované DNA, pridame
1ml 0,5% NaOH a po promichdni a rozpusténi pfidame 1 ml difenylami-
nového ¢inidla a zahfivime 10-20 min na vrouci vodni lazni. Pozorujeme
vyvoj zbarveni.

3. itkol: Spektralni stanoveni nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny absorbuji zafeni v ultrafialové oblasti, maximum ab-
sorpce je pfi 260-265 nm (Obr. 3). Pfi stanoveni je nutné dbat na ¢istotu
preparatu, protoze rusi pritomnost proteinti a aromatickych latek. Pro sta-
noveni se vyuziva vlnové délky 260 nm. Ke druhému podilu vyizolované
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DNA v malé zkumavce pridaime 0,5ml 0,5% NaOH. Do kifemenné kyvety
napipetujeme 2ml 0,5% NaOH a pridame 20 ul DNA v roztoku NaOH.

Métime absorp¢ni spektra v UV oblasti v rozsahu 200-290 nm. Jako blank
slouzi 0,5% NaOH.

08

—— 3240 ng/ul

—— 2430 ng/uL
S/ \ —— 1620 ng/ul
06 [~ N 810 ngluL
AN —— 324 ngiuL
N\ —— 162 ng/uL
b —— 81.0 ng/uL
— 40.5 ng/uL

Abs

220 240 260 280 300 315

vinova délka [nm]

Obr. 3 Absorbéni spektra nukleovych kyselin. Jsou uvedena absorbéni spektra pro
rtzné koncentrace DNA (upraveno podle: http://www.jascoinc.com/Images/Product/
jasco-uv-vis-spectra-of-calf-thymus-dna-solutions.jpg)

3 Nativni elektroforéza izoenzymi peroxidasy
3.1 Teoreticky uvod

Elektroforetické metody jsou separa¢ni techniky, které vyuzivaji k déleni 14-
tek jejich odli$nou pohyblivost ve stejnosmérném elektrickém poli. Migrace
iontti v elektrickém poli se vyuziva pro analytické déleni biologickych latek.
Cistice latek nesouci néboj rozpusténé v elektrolytu se pohybuji v elektric-
kém poli rychlosti, ktera je pfimo imérnd intenzité vloZeného pole, poméru
naboje iontu a jeho velikosti a odporu prostiedi. Byla vytvorena celd fada
elektromigra¢nich technik a jejich modifikaci. V praktickém cviceni bude
demonstrovana nativni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu zamére-
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na na rozdéleni izoenzymi peroxidasy, které jsou pritomné v rostlinném
materialu. Izoenzymy katalyzuji stejny druh reakce, mohou se vsak lisit
svou strukturou, vazebnym mistem nebo molekulovou hmotnosti, lze je
proto oddélit rtiznymi separa¢nimi metodami. Peroxidasy katalyzuji redukci
peroxidu vodiku za soucasné oxidace jiné slouceniny. O peroxidasach je
znamo, ze se vyskytuji ve velkém mnozstvi izoforem. Naptiklad peroxidasa
z ktene obsahuje 14 rtiznych izoforem. Peroxidasy byly nalezeny ve vSech
rostlinnych pletivech. Jejich molekulova hmotnost je v rozmezi 42-158 kDa.

3.2 Experimentalni ¢ast

Laboratorni materidl: komirka pro elektroforézu, pfipravené polyakryla-
midové gely, klic¢ici rostliny hrachu, listy riznych rostlin.

Roztoky a chemikalie:

Extrakéni pufr pro nativni elektroforézu (0,1 M Tris-HCI, pH 7): 12,11 g Tris
se rozpusti v 600 ml vody, upravi se pH na 7 pomoci HCl a doplni se vodou
na 11. Uchovava se pri 4°C.

Elektrodovy pufr pro nativni elektroforézu: 6,055 g Tris a 28,823 g glycinu se
rozpusti v 11 vody, zkontroluje se pH a doplni se vodou na 21. Uchovava
se pri 4°C.

60% glycerol: 6 ml glycerolu se smichd s 4ml vody. Uchovava se pti pokojové
teploté.

0,02% bromfenolovd modf: 1 mg bromfenolové modrfi se rozpusti v 5ml
vody, ke 2 ml roztoku bromfenolové modfi se prida 1 ml 60% glycerolu.
Uchovava se pii pokojové teplote.

Barvici roztok s 4-chlor-1-naftolem: k 4 mg 4-Cl-1-naftolu se prida 2,5ml
vychlazeného methanolu, 12,5ml 0,1 M Tris/HCI pufru pH 7,0 a 20 ul 30%
H,0O,.

Pfistroje: centrifuga, vortex, zdroj pro elektroforézu.

Pracovni postup:

1. iikol: Piiprava vzorka

Na predvazkach odvazte rostlinny material, ktery prenesete do treci mis-
ky, zalijete tekutym dusikem a material rozettete na prasek. Poté pridate
0,1 M Tris-HCl pufr, pH 7 (1 ml na 1 g vahy materialu). Homogenat preneste
do dvou plastovych mikrozkumavek a zcentrifugujete (10 minut, na stolni
mikrocentrifuze pri 3000 g). Rostlinny extrakt pfeneste do ¢isté mikro-
zkumavky. Vzorek pro elektroforézu se ptipravi smichdnim rostlinného
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extraktu s 60% glycerolem v poméru 3: 1. Pfed nanasenim na gel promi-
chejte na vortexu.

2. tikol: Elektroforéza vzorkt

Vedouci cviceni pfipravi aparaturu pro elektroforézu a vagim tikolem bude
nanést vzorek do jamek gelu. Do jamek aplikujte maximalné 20 ul vzorku.
Nezapomenite si zapsat poradi vzorku a objem, ktery jste do jamky napi-
petovali. Vedouci cviceni vlozi komurku do elektroforetické vany, naplni
ji az po znacku elektrodovym pufrem, komurku uzavte vikem a pripoji
ji ke zdroji napéti. Nejprve nastavi napéti 100 V, az bromfenolovd modf
v krajnich jamkach doputuje na rozhrani zaostfovaciho a déliciho gelu
zvysi vedouci cviceni napéti na 180 V. Po doputovani zony bromfenolové
modfina troven dolniho okraje gelu vedouci cvi¢eni zdroj vypne, odstrani
viko a vylije elektrodovy pufr do odpadu. Skla uvolni ze stojanku a pomoci
plastové $pachtle oddéli skla od gelu. Zaostrovaci gel odfeze od déliciho
gelu. Orientaci gelu oznaci odkrojenim jednoho ze spodnich roht gelu. Gel
prenese do nadoby s cca 15ml 0,1 M Tris-HCL, pH 7.

Upozornéni: Pfi nandseni vzorkt na gel, praci s aparaturou a gely, stejné tak
piisamotné priprave gell je nutné pracovat v ochrannych rukavicich. Gely
obsahuji neurotoxin akrylamid a bis-akrylamid, obé latky maji kumulativni
charakter - vdzou se v tukové tkani!

3. stkol: Barveni gelu - detekce izoenzymu peroxidasy

Po 5 minutéch na tfepacce pufr odstraiite a pridejte barvici roztok obsahu-
jici 4-chloro-1-naftol a peroxid vodiku.

Po 5-20 minutach barveni (podle intenzity vybarveni) odstrarite barvici
roztok a gel nékolikrat proplachnéte destilovanou vodou.

4. tikol: Dokumentace gelu

Gel preneste na ¢istou sklenénou podlozku, pod kterou podlozite bily papir.
Gel si muzete vyfotit nebo prekreslit do pracovnich listtL.

4 Metoda odhalovani otisk( prsti pomoci ninhydrinu
4.1 Teoreticky uvod

Jedna se o odhaleni otiskil na riznych typech papirt i hrubych tapetach.
Stopy mohou byt i nékolik let staré. Ninhydrin je vysoce citlivé ¢inidlo
na aminokyseliny, peptidy a proteiny, které se dostanou na papir s otiskem
prstu. Béhem ninhydrinové reakce dojde nejprve k dekarboxylaci aminoky-
seliny, vznikly amin pak podléha oxida¢ni deaminaci. Ninhydrin vystupuje
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jako oxida¢ni ¢inidlo a sam se pfeménuje na rizovy nebo modrofialovy
zbarveny produkt (Obr. 4).

4.2 Experimentdlni ¢ast

Laboratorni materidl: 2 kadinky (100 ml), odmérny valec (50 ml), pipe-
ta 5ml, sklenénd ty¢inka, pinzeta, rozprasova¢, susarna (nebo fén), papir,
1zicka.

Chemikadlie a roztoky: 0,2% ninhydrin (0,1 g ninhydrinu, 50 ml ethanolu
a 1,5ml kyseliny octové — 99 %).

Pracovni postup:

Pro otisky prstii je vhodny papir do tiskdrny. Veskeré nasledujici operace
musi byt provedeny v digestori a s ochrannymi rukavicemi. Na papiru vy-
tvorte otisky prsti. Papir presttikejte ninhydrinovym roztokem a nechte
volné ususit. Poté papir zahfejte v susarné (5-10 minut). Pozorujte vzniklé
otisky prstd. Roztok s pridavkem kyseliny octové zvyrazni otisky do pur-
purové barvy. Pokud se pouzije roztok bez kyseliny octové, otisky prsti se
zbarvi do fialové (popt. modré).

o H

T 5
2 O , R—CH-CoOH — =
OH
0
o H
o |
1 ©<>¢N H 4+ R—C=0 + co, + 3H,0
e ‘
o

purpurova/nachova

P H
N 0" l_ +
2. = + R—C=0 + co, + 3H,0 + H
’ h
o

modrofialova

Obr. 4 Reakce ninhydrinu (pfevzato z http://web.natur.cuni.cz/~kudch/main/JPD3/)
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5 Diikaz krevnich stop na misté ¢inu pomoci luminolu
5.1 Teoreticky uvod

Metoda s luminolem odhali i takové skvrny, které jsou lidskym okem ne-
viditelné. Luminol spole¢né s peroxidem vodiku zptisobuje chemiluminis-
cenci (Obr. 5). Béhem reakce prechazeji molekuly do excitovaného stavu,
navratem zpét dochazi k vyzareni energie ve formé svétla.

s v s

5.2 Experimentalni ¢ast

Laboratorni vybaveni: kadinka (200 ml), odmérny valecek (100 ml), roz-
prasovac, zbytky bavlnénych latek.

Chemikadlie: thiokyanatan Zelezity, hemoglobin, ke¢up, veprova krev.
Roztoky: roztok luminolu (5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion): 0,1 g
luminolu a 5g uhli¢itanu sodného se rozpusti ve 100 ml destilované vody
a k tomuto roztoku se prida 15ml 33% peroxidu vodiku. Roztok se prelije
do rozprasovace.

Pracovni postup:

Na kousek bavlnéné latky nakapejte nékolik kapek veprové krve, roztok
hemoglobinu, ke¢up, thiokyanatan Zelezity. Pfipraveny roztok luminolu pre-
lejte do rozprasovace tak, aby nerozpustny zbytek ztstal v kadince. Tkaninu
s pravymi a faleSnymi stopami krve pfeneste do temné komory, posttikejte
ji ptipravenym roztokem luminolu. Po prestfikani se mista s krvi rozsviti
namodralym svétlem, falesné skvrny nedavaji zadnou reakei.
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Obr. 5 Reakce luminolu s krvi v pfitomnosti peroxidu vodiku (katalyzitorem je hem)
(ptevzato z http://web.natur.cuni.cz/~kudch/main/JPD3/)

Vyhodnoceni:
Veprova krev a hemoglobin davaji namodralé svétlo, falesné skvrny (kecup,
thiokyanatan Zelezity) zadnou luminiscenci nezpuisobuji.

Pouzita literatura a informacni zdroje

Pe¢ P. a kolektiv (2008): Laboratorni cviceni z biochemie. 1. vydani, Vydavatel-
stvi UP Olomouc.

Kolektiv autorti (2012): Laboratorni cvi¢eni z biochemie. 1. vydani, Vydavatel-
stvi UP Olomouc.
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Prakticka cviceni z biologie 1 -
Zkoumame stavbu rostlin

1 Pozorujeme fytolity v rostlinnych pletivech
1.1 Teoreticky Gvod

Fytolity jsou mikroskopické ttvary inkrustujici buné¢né stény nebo krysta-
lické inkluze nachazejici se uvnitf bunék. Nejcastéji se jedna o anorganické
latky, krystalické inkluze v§ak mohou vytvaret i nékteré organické latky.

Fytolity vytvareji pravdépodobné depo zasobnich latek (napt. vapniku)
vyuZitelnych v pfipadé potieby nebo slouzi jako depo odpadnich produktt
bunky. Silikaty inkrustujici bunécné stény také zpevnuji rostlinna pletiva.

Tvar fytolitt, zptsob ulozeni v buiice a chemické slozeni fytolita se
u rtiiznych systematickych skupin rostlin lisi. Specifického utvareni fytolitt
ajejich schopnosti dlouhodobé pretrvavat v pudé nebo sedimentech vyuziva
fytolitova analyza. Fytolity se ziskavaji dekompozici nebo spalenim rostlin-
nych zbytkd, poté jsou podrobeny mikroskopické analyze.

Vyuziti fytolitové analyzy je mnohostranné (predevsim vyuziti silikato-
vych fytolitl). Vyuzivd se napf. pti rekonstrukci vegetace prislusného ob-
dobi (nejéastéji starsi holocén, pleistocén, ale i starsi obdobi), v archeologii
pti determinaci péstovanych rostlin (¢asto byva zkouman obsah obilnych
jam, silikatové fytolity trav jsou Casto ¢inkovitého tvaru nebo nepravidel-
ného tvaru s vybézky), pti identifikaci fosilnich ptd, v nékterych ptipadech
umoznuje fytolitova analyza rozlisit motské a terestrické sedimenty, muze
slouzit jako forenzni nastroj v kriminalistice aj.

Zajimavym vysledkem fytolitové analyzy je dolozeni travozravého sauro-
podniho dinosaura v Indii z doby pfed 65-70 milidny lety (svrchni kiida).
Diikazem je pritomnost silikatovych travnich fytoliti nalezenych v dino-
saufim trusu - v tzv. koprolitech.

Analyza fytolitd sedimenti v oblasti San Andrés v Mexiku prokazala pés-
tovani rané formy domestikované kukutice predchiidci civilizace Olméki jiz

vevs
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Klasifikace fytolitt je zna¢né nejednotna, existuje nékolik pristupti k sys-
tematickému tfidéni fytolita. V bunkach mohou fytolity vytvaret:
o krystalicky pisek: drobné krystaly vyskytujici se ve velkém mnozZstvi;
o styloidy: jednotlivé vétsi hranolovité krystaly (Obr. 1);
o rafidy: svazky tenkych jehlicovitych zaspicatélych krystald;
o drizy: srostlice tvorené vice krystaly;
o sférity (sférokrystaly): radidlné usporadané jehlicovité krystaly.

Nejrozsifenéjsim typem fytolitt jsou krystaly $tavelanu vapenatého. Pri-
kladem krystalickych inkluzi stavelanu vapenatého jsou krystalicky pisek
ve stoncich bezt (Sambucus), styloidy v bunkach suknice cibule ¢esneku
(Allium), v listech begénii (kysala, Begonia), révy vinné (Vitis vinifera),
v lyku mnohych drevin, rafidy ve stoncich podenky (Tradescantia), drizy
v Iyku lipy (Tilia) aj.

Uhli¢itan vdpenaty (CaCO,) vytvaii u nékterych rostlin, napt. v butikdch
epidermis listu fikovniku pryzodarného (Ficus elastica), hroznovité shluky,
tzv. cystolity. Svrchni epidermis listu fikovniku pryzodarného je téivrstevna.
Nékteré epidermadlni buriky, tzv. lithocysty, jsou napadné vétsi (ptiklad idio-
blastu). V nich jsou na tenkych, lopatkovité rozsirenych celuléznich stop-
kach uloZeny cystolity. Cystolity lze rozpustit pfidanim kapky HCI, uvolni
se bubliny CO,, celulézni stopka vSak ztistane zachovana.

Kyselina kfemicitd (SiO,-nH,0) inkrustuje buné¢né stény epidermis
ve formé pevného silikatového polymeru - napt. u preslicek (Equisetum),
trav (lipnicovité, Poaceae), osttic (Carex), bunééné stény zahavych trichomu
koptiv (Urtica). U nékterych druhti bambust jsou intercelulary v interno-
diich stébel vyplnény kfemicitymi konkrecemi znamymi jako tabasir.

V semenech nékterych rostlin, napt. skocce (Ricinus), fazolu (Phaseolus),
trav aj., se nachdzeji bunky obsahujici aleuronova zrna. Aleuronova zrna
vznikaji tak, Ze prekurzory zasobnich bilkovin pronikaji z cytoplazmy do va-
kuoly, kde se méni na zakladni ¢asti zrna. V typické podobé obsahuje aleu-
ronové zrno krystaloidy a globoidy. Krystaloid predstavuje krystalickou
formu bilkovin. Globoid je tvofen fytinem (vapenato-hote¢natd sl esteru
kyseliny hexofosfore¢né a inositolu), ktery tvoti zdsobarnu mobilniho fos-
foru. Bunky obsahujici aleuronové zrna mohou tvofit aleuronovou vrstvu
pod osemenim, napt. u obilnin.
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1.2 Postup prace

Sbér materidlu: z vybranych rostlin odebereme kousky vétvicek (priblizné
v sile tuzky) a kousky lista (fapika i ¢epeli). Materidl fixujeme v glycerol-
alkoholu (3:1) a peclivé popiseme (druh rostliny, datum a misto sbéru).
Vyuzivame i subtropickych a tropickych rostlin péstovanych jako pokojové
rostliny nebo ve skleniku.

Pfiprava preparatu: ziletkou zhotovime nékolik pri¢nych fezt vétvickami
a listy (listové Cepele a rapiky upevnime do podélné rozkrojené bezové
duse). Rezy preneseme na podlozni skli¢ko do kapky vody nebo glycerolu
a prikryjeme krycim sklickem. Preparaty nebarvime.

Pozorovani pod mikroskopem: vyhledame vhodny objekt pfi malém zvét-
$eni a poté pozorujeme pri sttednim zvétSeni. Zhotovime jednoduchy né-
kres, popt. fotodokumentaci. Pokusime se ur¢it o jaky typ fytolitu se jedna
(klasifikace fytolit).

Na zavér sestavime prehlednou tabulku srovnani fytolitt studovanych rost-
lin.

y —
& =

Obr. 1 Pri¢ny fez listem fikovniku bengalského (Ficus bengalensis) s fytolitem. Ve tii-
vrstevné svrchni epidermis se nachazeji zvelicelé bunky - lithocysty, v nichZ se na celu-
losnich stopkach vytvaieji hroznovité shluky uhlic¢itanu vapenatého — cystolity. Stavelan
vapenaty vytvari hranolovité styloidy, driizy a protahlé zaspicatélé rafidy (pérovky).

Pouzita literatura a informacni zdroje
Vinter V. (2009): Rostliny pod mikroskopem; zaklady anatomie cévnatych rostlin.
2. vydani, Univerzita Palackého v Olomouci.
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2 Pozorujeme stomata v listové epidermis
2.1 Teoreticky uvod

Stomata (priiduchy) patii k provétravacimu systému primarniho kryciho
pletiva (epidermis, pokozka). Zajistuji vyménu plynt a vodnich par mezi
ovzdus$im a mezofylem listd. Umoznuji pfijem oxidu uhli¢itého potfebné-
ho k fotosyntéze a ptijem kysliku potfebného k respiraci. Priduchovymi
$térbinami stomat také difunduje vodni para z listu do ovzdusi (stomatarni
transpirace). Stomatarni transpirace uvadi do pohybu transpira¢ni proud

a ochlazuje listy. Vyznam stomat pti zajistovani zakladnich zivotnich funkci

rostliny doklada i skute¢nost, ze funkéni stomata byla zjisténa jiz u nej-

star$ich suchozemskych cévnatych rostlin. Podle umisténi stomat na listu
mohou byt listy:

o hypostomatické: stomata se nachazeji predevsim (z 90 %) ve spodni
epidermis, ve svrchni epidermis mohou tplné chybét, ¢asto u kapradin,
dvoudéloznych bylin a predevs$im drevin;

» amfistomatické: stomata jsou ve spodni i svrchni epidermis (priblizné
stejny pocet), napt. kosatec (Iris), vétsina trav aj.;

» epistomatické: stomata jsou pouze ve svrchni epidermis, napt. natantni
listy lekninu (Nymphaea) nebo stuliku (Nuphar), u nékterych trav, napt.
u kosttav (Festuca), strdivek (Melica), valecek (Brachypodium).

Stomata mohou mit riznou polohu vzhledem k roviné epidermis:

o stomata emerzni: vy¢nivaji nad uroven epidermis, ¢asto stomata hyg-
rofytil a stomata natantnich listt hydrofytd;

+ stomata submerzni, kryptoporni: stomata ponofena pod uroven epi-
dermis, ¢asto stomata xerofytd;

o stomata faneroporni: svéraci buriky stomat jsou v jedné roviné s bun-
kami epidermis, u vétsiny rostlin.

Ontogeneticky vznikaji stomata v ranych fazich histogeneze ze specifickych
inicial tuniky (inicialy, jejichz délenim vznikaji matefské bunky svéracich
bunék stomat, byvaji nékdy oznac¢ované jako meristemoidy). Pokud je tuni-
ka vicevrstevna, vznikaji stomata vzdy z inicial svrchni vrstvy tuniky (L1).
Inicialy se inekvalné déli (asymetrickd mitdza) za vzniku vétsi epidermalni
burky a mensi matetské bunky svéracich bunék. Vlastni priduchova $térbi-
na je vzdy schizogenniho ptivodu, tzn. Ze vznika rozpusténim stfedni lamely.
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Anatomicky tvori stomata dvé svéraci bunky (cellulae claudentes) uzavi-
rajici priiduchovou $térbinu (porus stomatalis). Pod priidduchovou stérbinou
je v mezofylu substomatarni dychaci dutina, u ponotenych praduch i vnéj-
$i dychaci dutina, ¢asto vyplnéna voskem, napt. u jehli¢nanti, nékterych trav,
sukulentt aj. U nékterych xerofytt, napt. u oleandru (Nerium), vytvareji
bunky vnéjsi dychaci dutiny ¢etné trichomy.

Svéraci bunky maji ledvinovity, popf. piskotovity tvar. Jejich koncové
casti jsou pevné spojeny. V cytoplazmé maji chloroplasty. Celuldzni fibrily
bunéc¢nych stén svéracich bunék jsou usporadany kolmo k podélné ose své-
raci buniky. Takto usporadané fibrily umoziiuji podélné protazeni nebo zkré-
ceni bunééné stény svéraci bunky. V buné¢nych sténach svéracich bunék
nejsou plazmodesmy, svéraci buriky jsou tak izolovany od symplastického
transportniho systému. Symplastickd izolace umoziuje G¢innou regulaci
turgoru svéracich bunék.

Z anatomického hlediska lze rozlisit zékladni typy stomat:

o stomata typu Amaryllis: svéraci bunky jsou ledvinovitého tvaru
(Obr. 4). Maji bfi$ni sténu (tj. sténu obracenou do priiduchové stérbiny)
nepruznou, vyztuzenou dvéma podélnymi listami, nékdy zkorkovatély-
mi. Hrbetni sténa vét§inou vyztuzena neni a zlistava pruzna. Pruznost
hrbetni stény svéracich bunék je podminéna i tim, Ze celulézové fibrily
bunééné stény jsou usporadany kolmo k podélné ose svéraci bunky. Pri-
jima-li svéraci bunka vodu, stoupa vnitini tlak bunky (turgor), pruzna
hibetni sténa se napina, svéraci bunky se ohybaji a priduchova stérbina
se otevira. Klesa-li ve svéracich bunkach turgor, svéraci bunky se napii-
muji a priduchova $térbina se uzavird. Regulace velikosti praduchové
$térbiny se tedy déje ohybanim a napfimovanim ledvinovitych svéracich
bunék. Svéraci bunky se u tohoto typu pohybuji paralelné s povrchem
epidermis. Casty typ u jednodéloznych, méné ¢asto u dvoudéloznych
rostlin;

o stomata typu Helleborus: ledvinovité svéraci bunky maji nerovhomérné
zesilené bri$ni stény a jejich lumen ma na pri¢ném fezu priblizné tvar
trojuhelnika, jehoZ strany jsou nestejné dlouhé. Regulace velikosti pri-
duchové §térbiny se pak déje pohybem svéracich bunék paralelné, ale
i kolmo k povrchu epidermis (princip oteviréni dveti). Casto u dvou-
déloznych, ale i nékterych jednodéloznych rostlin;

o stomata pteridofytniho typu: pfi stoupajicim turgoru se méni tvar
pri¢ného fezu svéracimi bunikami z ovalného na kruhovity, pficemz se
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prifez svéraci bunkou v periklinalnim sméru zkracuje a priiduchova
$térbina se otevira (periklindlni smér je smér rovnobézny s povrchem
organu). U tohoto typu je pomérné silna i hbetni sténa svéraci bunky,
napf. stomata kapradin;

» stomata gymnospermniho typu: v jehlicovitych listech jehli¢nant jsou
praduchy ponofené, sefazené v fadach. Bunécné stény svéracich bunék
jsou lignifikované, silné. Bunky epidermis a hypodermis obklopujici své-
raci buniky stomat jsou silnosténné, nepruzné. Proto je pohyb svéracich
bunék v jehlicich pomérné omezeny. Priiduchy se u jehli¢nant ucpavaji
na zimu voskem.

o stomata typu Gramineae: svéraci bunky jsou piskotovitého tvaru. Bu-
nécna sténa stiedni zuzené casti svéracich bunék je ztloustla, rozsirené
okrajové ¢asti jsou tenkosténné a pruzné — pti stoupajicim turgoru zvét-
$uji svlij objem a priduchova stérbina se rozevird. Na pohybu svéracich
bunék se vyznamné podileji i buniky vedlejsi, které vznikaji syndetochei-
licky. Stomata tohoto typu vétSinou vytvareji pravidelné fady. Nachazeji
se u trav (Poaceae, lipnicovité), osttic (Carex), sitin (Juncus), ale i v epi-
dermis listti dubu cesminového (Quercus ilex) nebo v epidermis fylodii

vy,

(do plochy rozsitené rapiky) akacii (Acacia).

Z hlediska systematické botaniky je vyznamna klasifikace stomat podle

poctu, usporadani a tvaru epidermalnich bunék obklopujicich stomata.

V zasad¢ lze rozlisit dva zdkladni typy stomat a mnoho typt odvozenych

(viz Obr. 2):

» stomata izocyticka (anomocyticka): epidermalni bunky obklopujici
stomata se neli$i od ostatnich bunék epidermis. Ontogeneticky vyvoj je
nejcastéji haplocheilicky;

» stomata anizocyticka: epidermalni bunky obklopujici stomata se lisi
od ostatnich bunék epidermis. Ontogeneticky vyvoj takového pradu-
chového aparatu byva nejcastéji syndetocheilicky. Dosud bylo popsano
nékolik desitek typti anizocytickych stomat.

K zakladnim kvantitativnim znakim stomat patii délka stomat (nejcastéji
15-60 pm) a hustota stomat (nejcastéji 50-300 stomat/mm?). Tyto znaky
jsou ovlivnény vnéj$imi podminkami prostredi, nejvice intenzitou radiace,
ale do jisté miry také vlhkostnimi poméry a obsahem Zivin. U zastinénych
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listt (sciofilni listy) jsou stomata dels$i a méné Cetna nez u slunnych lista
(heliofilni listy).

Délka stomat je casto v pozitivni korelaci se stupném ploidie, a proto je
vyuzivana jako snadno méfitelny pomocny znak pri determinaci cytotypt
u druht vytvarejicich polyploidni komplexy. Zjistovani karyotypu nebo mé-
feni mnozstvi DNA pruitokovou cytometrii Ize provadét pouze ve vybavené
laboratofi, tyto metody jsou, na rozdil od méreni délky stomat, naro¢né
na pristrojové vybaveni a vybaveni chemikaliemi.

Kvantitativné tvori priduchové $térbiny pouze nepatrnou ¢ast listové
plochy, priblizné 1 % (v listové epidermis vytvareji tzv. multiperforatni sep-

tum).

2.2 Doporucené naméty (ukoly)

podle umisténi
stomat

« pokojovych rostlin péstovanych ve t¥idé (skole,
doma);

o listy vybranych zastupct dvoudéloznych rostlin,
napt. hrach (Pisum), pryskyinik (Ranunculus),
hvozdik (Dianthus), jednodéloznych rostlin,
napt. kosatec (Iris), tulipan (Tulipa), srha Fiznac-
ka (Dactylis glomerata), p$enice (Triticum), kap-
radin, napf. kaprad samec (Dryopteris filix-mas),
osladi¢ obecny (Polypodium vulgare);

« listy dfevin v okoli $koly.

Pokuste se formulovat obecné zavéry, napt. jaké

jsou nejcastéjsi typy list u listnatych dievin, trav,

kapradin aj.

(x (o o . R Postup
Namét (ukol) Konkrétni ukoly, popi. otazky k feSeni phipravy preparéti
Klasifikace listd | Porovnejte listy: Otiskovy preparat

ze svrchni a spodni
epidermis listu —
list potieme

lakem na nehty

a po zaschnuti
stahneme blanku
pomoci izolepy

a prilepime

na podlozni sklicko

Klasifikace
stomat podle
poctu a tvaru
sousednich
epidermalnich
bunék (Obr. 3)

U nékolika stomat schematicky zakreslete uspora-
dani sousednich bunék. Pokuste se urcit typ stomat
(s vyuzitim obrazki). Porovnejte typ stomat u za-
stupct kapradin, dvoudéloznych bylin i dfevin, jed-
nodéloznych rostlin. Existuje pravidelnost v uspo-
fadani sousednich bunék obklopujicich stomata?
Je usporadani a pocet sousednich bunék druhové
specifické?

Otiskovy preparat
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Klasifikace
stomat podle
pritomnosti
chloroplastt

ve svéracich
bunkach

Zjistéte prezenci ¢i absenci chloroplasti ve svéra-
cich bunkach u kapradin a podenky (Tradescantia).
Porovnejte (z hlediska pfitomnosti chloroplasti
ve svéracich bunkach) stomata svétlobytnych rostlin
(heliofyty), stinobytnych rostlin (sciofyty) a vodnich
rostlin (hydrofyty) rostoucich v okoli $koly péstova-
nych na $kolnim pozemku nebo v akvariu. Jaky je
vliv svétla na pfitomnost chloroplastt ve svéracich
bunkéch? Cim se li stomata kapradin od stomat
vétsiny ostatnich rostlin?

Vodni (glycerinovy)
preparat z malého
kousku epidermis

Klasifikace
stomat podle
anatomické
stavby svéracich
bunék (Obr. 2)

Zakreslete a porovnejte anatomickou stavbu sveé-
racich bunék (tvar a zptsob vyztuzeni svéracich
bunék) na pri¢nych fezech stomat listtl zastupcu
ruznych systematickych skupin, Pokuste se pfiradit
pozorovand stomata k jednotlivym typtum (klasifika-
ce podle anatomické stavby). Porovnejte anatomic-
kou stavbu stomat a jejich polohu vzhledem k roviné
epidermis u xerofytii (napt. oleandru) a hydrofyta
(napt. stuliku, lekninu). Pokuste se vysvétlit, pro¢
ma jehlicovity list borovice xeromorfni stavbu.

Pri¢né fezy listovou
Cepeli zhotovené
ziletkou pomoci
bezové duse, vodni
(glycerinovy)
preparat, doporuc¢ené
barveni safraninem.
Otiskovy preparat

Typ Amaryliis

Typ Helleborus

Typ Gramineae

Pteridofytni typ

Obr. 2 Klasifikace stomat podle anatomické stavby (kresba autor)
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* Anomocyticka (izocyticka) stomata: epidermalni buriky obklopujici stomata se nelisi
od ostatnich bunék epidermis.

anomotetracyticky typ

* Anizocyticka stomata: epidermalni buriky obklopujici stomata se tvarové li§i od
ostatnich bunék epidermis.

paracyticky
typ

aktinocyticky

-, zakladni
typ

! anizocyticky
typ

amfiparacyticky
typ

cyklocyticky
typ

amfidiacyticky
typ

amficyklocyticky
typ

diacyticky
typ

brachyparahexacyticky — koaxillocyticky
monopolarni typ typ
brachyparahexacyticky —
dipolarni typ desmocyticky
typ
polocyticky
typ pericyticky
typ
kopolocyticky
typ kopericyticky
typ
axillocyticky amfipericyticky
typ typ
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brachyparacyticky

typ

amfibrachyparacyticky amfibrachyparatetracyticky
typ typ

&, staurocyticky
typ

hemiparacyticky

typ

paratetracyticky
typ

Obr. 4 Stoma typu Amaryllis  Obr. 5 Stoma polocytického typu kapradé samce
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v o

3 Jak rozlisime drevo jehli¢nant a listnaca
3.1 Teoreticky tvod

Drevo jehli¢nani a listnaca (= dvoudéloznych drevin) je lignifikované
sekundarni vodivé pletivo (sekundarni xylém, deuteroxylém) kmenti a vétvi
strom a ket Strukturou a vlastnostmi dreva se zabyva xylotomie.

Vodivymi elementy dfeva mohou byt tracheidy (cévice) nebo pokroc¢i-
lejsi tracheje (cévy). Dokonale diferencované tracheidy i tracheje jsou mrt-
vé, bez buné¢ného obsahu. Tracheidy jsou protédhlé vietenovité buiiky bez
dokonalych perforaci v bunéénych sténdch. Tracheje jsou protahlé kapilary
tvorené vertikalné sefazenymi trachealnimi ¢lanky. V misté styku tracheal-
nich ¢lanki jsou jiz v buné¢nych sténach dokonalé perforace. Stény tracheid
i tracheji deuteroxylému mohou byt zesileny schodovité, sitovité, dvirkaté,
vzacné i spiralné. Tracheidy a tracheje vedou vzestupny transpira¢ni proud
z korent do listt. Deuteroxylém vznika dostfedivym délenim bunék kam-
bia. Prirtstek jarniho a letniho xylému za sezénu vytvari letokruh (vodivé
elementy jarniho xylému maji vétsi primér a tenci bunééné stény nez vodivé
elementy letniho xylému).

Drevo jehli¢nant: ma jednoduchou homoxylni stavbu. Vodivé elementy
jsou pouze tracheidy s typickymi kruhovitymi dvirkatymi ztenceninami,
tzv. dvojteckami (na podélnych radidlnich sténdch tracheid se jevi jako dvé
soustfedné kruznice). Tracheidy tvori priblizné 95 % objemu dreva. Tracheje
a libriformni sklerenchymaticka vldkna ve dfevé jehli¢nanti chybi. Paren-
chym je malo vyvinuty. Pryskyti¢né kanalky jsou schizogenniho ptivodu
(vznikaji rozpusténim stfedni lamely a naslednym rozestoupenim bunék),
chybi napt. ve dievé jedle (Abies), tisu (Taxus) nebo jalovce (Juniperus).

Drevo listnact: ma slozitéjsi heteroxylni stavbu. Deuteroxylém listnatych
stromu a kefl1 je tvofen tracheidami, trachejemi, libriformnimi sklerenchy-
matickymi vlakny, dfevnim parenchymem (podélné usporddany axialni
parenchym) a parenchymem dfenovych paprski (radialni parenchym).
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U listnaca jsou paprsky vyvinutéjsi nez u jehlicnant. Podle distribuce $iro-
kych tracheji v letokruhu délime dreva listnacii na kruhovité porovitd dieva
a roztrou$ené porovita dfeva. Kruhovité porovita dfeva maji velké tracheje
pouze v jarnim drevé, takze tvori na pri¢ném fezu kmenem, popt. vétvi, na-
padny kruhovity prstenec, hranice mezi jednotlivymi letokruhy jsou velmi
dobfte rozlisitelné. Kruhovité porovité dievo md napiiklad dub (Quercus)
nebo akat (Robinia). U roztrou$ené¢ pérovitych drev jsou tracheje pribliz-
né rovnomérné rozptyleny po celé sifce letokruhu. Hranice mezi jarnim
aletnim dfevem je méné ztetelnd. Hranice letokruht jsou hiife rozlisitelné.
Do této skupiny patfi prevazna vétsina listnaci.

3.2 Postup

Sbér materidlu: odebirame vzorky vétvicek (kratké $paliky priblizné v sile
tuzky) rtiznych druht jehli¢nan a listna¢a. Vzorky fixujeme alespon né-
kolik dni v glycerolalkoholu (zmék¢eni dieva).

Ptiprava preparatit: Ziletkou zhotovime tenké pri¢né fezy vétvickami a pri-
pravime preparat (vodni nebo glycerolovy). Ke zvyraznéni lignifikovanych
stén tracheid a tracheji mtizeme preparat barvit safraninem nebo floroglu-
cinolem a HCI - lignifikované struktury se zbarvi intenzivné ¢ervené.
Pozorovani pod mikroskopem: na jednotlivych preparatech vybereme
nejvhodnéjsi mista k pozorovani, zhotovime jednoduchy nacrt pozorova-
ného objektu, snazime se rozlidit struktury identifikujici dfevo jehli¢nant
a listnacu (tracheidy, tracheje, pryskyti¢né kanalky, uzké nebo $irsi dfenové
paprsky). Pokrodilejsi studenti se mohou pokusit o determinaci znaméjsich
rodd jehli¢nant (urcovani jehli¢nant je jednodussi nez ur¢ovani listnaca).
K tomuto téelu je nutné zhotovit i podélné (longitudinalni) fezy - radialni
(vedeny stfedem) a tangencialni (vedeny mimo stfed). Uréeni je mozné
podle nasledujiciho klice:

o tracheidy vyztuzeny spiralné (patrné na podélnych fezech):

- dfevo s pryskyri¢nymi kanalky Pseudotsuga (douglaska)

- dfevo bez pryskyri¢nych kanalkd Taxus (tis)
o tracheidy bez spiralnich vyztuh (patrné na podélnych fezech):

- drevo bez pryskyti¢nych kanalkt Abies (jedle)

- dfevo s pryskyri¢nymi kanalky:
epitelové bunky vystylajici pryskyri¢né kanalky velké tenkosténné
Pinus (borovice)
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epitelové bunky vystylajici pryskyri¢né kanalky drobné, silnosténné:
parenchym drenovych paprskii bez pryskyti¢nych inkluzi

(jadro neni rozliSeno) Picea (smrk)
parenchym drenovych paprskt obsahuje éervenozlutou pryskytici
(jadro vyrazné, $iroké) Larix (modfin

Obr. 1, 2, 3 Pfi¢né fezy homoxylnim dfevem borovice (Pinus), heteroxylnim roztrou-
$ené porovitym drevem lipy (Tilia) a heteroxylnim kruhovité pérovitym drevem dubu
(Quercus) (foto autor)

Pouzita literatura a informacni zdroje

Vavréik H. (2002): Anatomicka stavba dieva. http://www-df.mendelu.cz/ldf/ustavy/
naukadreva/Projects/stavba_dreva/.

Vinter V. (2009): Rostliny pod mikroskopem; zdklady anatomie cévnatych rostlin.
2. vydani, Univerzita Palackého v Olomouci.

Votrubova O. (2003): Neni dfevo jako dfevo. Biologie - chemie - zemépis, SPN —
pedagogickeé nakladatelstvi, a.s., nakladatelstvi ucebnic Fortuna, JUDr. E Talidn,
Praha. (5). 230-235.

4 Urcujeme borovice podle anatomické stavby jehlic
4.1 Teoreticky uvod

Jehlice borovic vyrustaji ve svazeccich po 2, 3, 5. Povrch jehlice vykazuje
anatomické xeromorfni a heliomorfni adaptace (adaptace snizujici transpi-
raci a omezujici vliv radiace) - silna kutikula, sklerenchymaticka epidermis
a hypodermis, ponotené priduchy ucpévajici se voskem, maly transpira¢ni
povrch (Obr. 1). Pricinou xeromorfni stavby jehlice je nedokonalé vedeni
vody tracheidami, potfeba prekondni obdobi fyziologického sucha (zmrzla
puda v zimé) a také ochrana pred radiaci. Pod hypodermis se nachazi me-
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zofyl tvofeny parenchymatickymi bunkami s vychlipeninami bunéénych
stén smérujicimi do nitra buniky (ramenovité bunky). Mezofylem probihaji
pryskyri¢né kandlky vznikajici rozpusténim stfedni lamely a rozestoupenim
bunék (schizogenni ptivod). Vnéjsi vrstva kandlku je sklerenchymaticka,
vnitfni parenchymaticka vrstva vytvari vystelku (epitel) vylucujici pryskyti-
ci. Stfedni valec obklopuje endodermis, uvnitf se nachazeji kolateralni cévni
svazky (jeden nebo dva), transfuzni pletivo a pripadné i sklerenchymatické

pletivo.

4.2 Postup

Pomoci bezové duse zhotovte vzdy nékolik pri¢nych fezi jehlicemi rtznych
druhti borovic, pfipravte vodni preparat. S vyuzitim kli¢e se pokuste vzorky
determinovat.

Kli¢ k urc¢ovani borovic na zakladé anatomickych znaki na jehlicich:

la Jehlice s 1 cévnim svazkem (haploxylni) 10
b Jehlice se 2 cévnimi svazky (diploxylni) 2
2a Tvar prufezu jehlici je kruhova vyse¢ s vnitfnim thlem 120°
(u druhti se 3 jehlicemi) 3
b Tvar prufezu jehlici je ptlkruh (u druht se 2 jehlicemi) 5
3a  Mezi cévnimi svazky nejsou sklerenchymatické bunky,
hypodermis 1 - az vicevrstevna P. rigida
b Mezi cévnimi svazky jsou sklerenchymatické buniky,
hypodermis vzdy vicevrstevna 4
4a  Bunky vnéjsich a vnitfnich vrstev hypodermis stejné P. jeffreyi
b Bunky vnéjsi vrstvy hypodermis s tencimi sténami
nez u vnitfnich vrstev hypodermis P. ponderosa
5a Hypodermis vicevrstevna 6
b Hypodermis jednovrstevna 8
6a Pryskyri¢nych kanalki v chlorenchymu 3-10 P. nigra
b Pryskyri¢né kanalky v chlorenchymu 1-2 7
7a  Pletivo mezi cévnimi svazky uzsi
nez $itka cévniho svazku P. contorta
b Pletivo mezi cévnimi svazky Sirsi
nez $itka cévniho svazku P. banksiana
8a Pryskyri¢né kandlky uvnitf chlorenchymu P. nigra
b Pryskyri¢né kanalky pii hypodermis 9
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9a

Y

Jehlice na pri¢ném fezu puleliptické, vice nez dvojnasobné

delsi nez $iroké, epidermadlni buiky ¢tvercové,

pryskyfi¢nych kanalki (7-)10-16(-20), mezi cévnimi svazky

mnoho sklerenchymatickych bunék P. sylvestris
Jehlice na pti¢ném fezu pulkruhovité, nejsou dvojnasobné

delsi nez $iroké, epidermdlni buniky obdélnikovité,

vy$$i nez $iroké, pryskyri¢nych kandalkt 3-5(-7),

mezi cévnimi svazky mélo sklerenchymatickych bunék,

nebo vitbec chybéji P. mugo a P. rotundata

10a Pryskyfi¢né kanalky napadné velké,

2-3 uvnitt chlorenchymu P. cembra

b Pryskyri¢né kanalky mensi, 1-4 pfi hypodermis

P. strobus a P. flexilis

epidermis
s ponofenymi stomaty

sklerenchymaticka
hypodermis

mezofyl s pryskyficnymi
kanalky

endodermis

dva kolateralni cévni
svazky

transfuzni pletivo

Obr. 1 Pri¢ny fez jehlici borovice ¢erné.

Pouzita literatura a informacni zdroje
Vinter V. (2009): Rostliny pod mikroskopem; zaklady anatomie cévnatych rostlin.

2. vydani, Univerzita Palackého v Olomouci, 200 p.
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1 Rostliny jako indikatory znecisténi zivotniho prostiedi
1.1 Teoreticky uvod

Bioindikétory jsou organizmy, které svoji pritomnosti/nepfitomnosti indi-

kuji stav prostredi. Bioindikatorem mohou byt cévnaté rostliny, mechorosty,

lisejniky, houby, fasy a sinice, suchozemsti obratlovci, ryby, hmyz i ostatni

bezobratli.
Bioindikatory lze délit na:

o hlidky (sentinely) - citlivé organizmy, které do prostredi zavadime umy-
slné, aby ukazovaly jeho okamzité zmény;

o detektory - organizmy, které se vyskytuji pfirozené a reaguji na zmény
prostredi;

o exploatatory (vykoristovatelé) — organizmy, jejichz pritomnost signali-
zuje narudeni a znecisténi prostredi;

o akumulatory hromadici - organizmy, které pfijimaji a hromadi chemické
latky.

1.2 Postup

Jako bioindikatory vybereme tiezalku teckovanou (Hypericum perforatum)

a borovici lesni (Pinus sylvestris).

Trezalka teckovana je velice citliva k znecisténi. Jeji citlivost se projevuje
mnozstvim a velikosti nekr6z (odumftelych tkani) na listech.

oV okoli skoly nebo vaseho bydlisté vyhledejte rostliny trezalky teckované.

o Sesbirejte listy této rostliny z riznych stanovist.

o U kazdé sesbirané rostliny si poznamenejte lokalitu, kde jste provedli
sbér.

» Posudte rozsah nekrdz (procentudlni vyjadieni nekréz vzhledem k cel-
kové plose listu) a schematicky rozsah nekréz nakreslete, ptipadné po-
zorovanou rostlinu vyfotografujte.

» Pokuste se urcit pricinu tvorby nekrdz na listech tiezalky teckované.
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o Rostliny upravte do herbarovych polozek s fadnym oznacenim stanovi-
§té a popisem mozného pivodce nekroz.

o Nazdkladé vyse uvedeného popisu jednotlivych typt bioindikatort po-
premyslejte, jaky typ predstavuje tiezalka teckovana.

o Zpracujte své vysledky do podoby prezentace a diskutujte své zavéry se
svymi spoluzaky.

Stejné jako trezalka teckovd i borovice lesni je vyznamnym bioindikato-
rem. Jeji citlivost ke znecisténi se projevuje mnozstvim a velikosti nekréz
na jehlicich.

V okoli skoly nebo vaseho bydlisté vyhledejte borovice lesni s rliznym
rozsahem nekroz na jejich jehlicich.

o U kazdého sesbiraného vzorku jehlic si poznamenejte lokalitu, kde jste
provedli sbér.

o Posudte rozsah nekréz (procentualni vyjadieni nekréz vzhledem k cel-
kové plose jehlice) a schematicky rozsah nekrdz nakreslete, pfipadné
jehlice pozorované borovice lesni vyfotografujte.

o Pokuste se ur¢it pri¢inu tvorby nekréz na jehlicich borovice lesni.

o Nazdkladé vyse uvedeného popisu jednotlivych typt bioindikatort po-
premyslejte, jaky typ predstavuje borovice lesni.

o Zpracujte své vysledky do podoby prezentace a diskutujte své zavéry se
svymi spoluzaky.

o Na zakladé vysledkd promyslete a navrhnéte rtizné moznosti vedouci
ke zlepseni stavajici situace znecisténi zivotniho prostredi.

Pouzita literatura a informacni zdroje

http://www.priroda.cz/clanky.php?detail=1215.

http://www.phytosanitary.org/old/projekty/2004/vvf-12-04.pdf.

http://arnika.org/soubory/dokumenty/voda/Voda_ziva/Voda_ziva_soutez_skoly/
Vysledky_souteze/letapa_lmisto.pdf.

Storch D., Mihulka, S. (2000): Uvod do souc¢asné ekologie. 1. vydéni. Praha: Port4l.

Jelinek J., Zichacek, V. (2007): Biologie pro gymnazia. 9. vyd. Olomouc: Naklada-
telstvi Olomouc.

Rosypal S. a kol. (2003): Novy prehled biologie. 1. vydani. Praha: Scientia.
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2 Srovnavame genetické spiraly drevin
2.1 Teoreticky uvod

Nejcastéjsi postaveni pupent (listdl) u rostlin je stfidavé. Stfidavé postavené
pupeny (listy) po sobé vyrustajici jsou vSéak méné casto od sebe vychyle-
ny o thel 180°. Vétsinou sviraji thel mensi, takze mista (inserce), z nichz
na stonku pupeny (listy) vyristaji, tvofi vzestupnou Sroubovici (genetickou
spirdlu). U nékterych rostlin se miize genetickd spirala nékolikrat otocit
kolem stonku, nez nalezneme pupen (list), ktery stoji svisle (v ortostichu)
nad pupenem (listem) vychozim. Postaveni pupentl (list1) na stonku tedy
neni ndhodné, ale podléhd urcitym zakonitostem. Rovina prolozena ortos-
tichou a stfedem stonku se nazyvd medidna, dvé sousedni mediany sviraji
divergen¢ni thel.

divergenc¢ni thel = 2 .360°

b

Obr. 1 Rozestaveni stfidavych listti na stonku podle 2/5, tj. 144°
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2.2 Postup

V okoli skoly vyberte vhodné dreviny, napt. ol$e lepkava (Alnus glutinosa),
lipa srd¢itd (Tillia cordata), dub letni (Quercus robur), buk lesni (Fagus syl-
vatica) aj. Vysledujte genetickou spiralu a vypoctéte divergencni uhel dvou
po sobé nasledujicich pupentt u jednotlivych dfevin. Nakreslete postaveni
jednotlivych pupent, usporadanych do genetické spiraly pri pohledu shora.
Vysvétlete, proc jsou listy na stonku (vétvi) usporadané do spiraly? Proc¢ je
toto postaveni listi na stonku (vétvi) pro rostlinu vyhodné?

Pouzita literatura a informacni zdroje
Slavikova Z. (2002): Morfologie rostlin. Univerzita Karlova, Praha.

3 Méfime hmotnost stromu
3.1 Teoreticky uvod

Zna¢nou ¢ast fotosyntézou vytvorenych organickych latek investuji stromy
do tvorby dfeva kment a stromt. Dfevo tvoii podstatnou ¢ast hmotnos-
ti stromu, ostatni struktury (lyko, borka, dfen) jsou u vétsiny stromu (co
se hmotnosti tyka) zanedbatelné. Cerstvou hmotnost dievni hmoty a listt
oznacujeme terminem biomasa. Hmotnost nadzemni ¢asti stromu je tedy
dana hmotnosti biomasy kmene, vétvi a listi.

3.2. Postup

V parku ¢i lese vyberte vhodné stromy k méreni, uréete druhy stromdu. Pti
zjistovani biomasy stromu nejprve zméfte obvod kmene ve vysce 130 cm
pomoci provazku a vypoctéte primér kmene - obvod (cm)/m = pramér
kmene (d). Poté vypocitejte pribliznou vysku stromu h (na zakladé podob-
nosti trojuhelnika). Kone¢ny vysledek ziskate tak, ze odectete z grafu pro
ptislusnou hodnotu h a d hmotnost biomasy kmene vétvi a listi m (q).
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Graf 1 Graf k vypoc¢tu biomasy dieva kmene a vétvi v zavislosti na priaméru a vysce
kmene. V grafu je zanesen modelovy ptiklad pro strom 20 m vysoky s primérem kmene
30cm - z grafu ode¢tend hmotnost biomasy je priblizné 12 q
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Graf 2 Graf k vypoctu celkové biomasy listi stromu v zavislosti na priméru a vysce
kmene

Pouzita literatura a informacni zdroje

Stoklasa J. (2006): Klic¢e a navody k praktickym ¢innostem v ptirodopisu, biologii
a ekologii pro ZS a SS. SPN, Praha.
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