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Prakticka cvi éeni z chemie pro studenty st fednich Skol
Techniky pouzivané v chemickych laborato  Fich

1. Odmérovani v chemii

2. Spektrofotometrie

3. Tenkovrstevna chromatografie
4. Enzymologie

1. Odm érovani v chemii
1.1 Vahy a vazeni

Ke stanoveni vahového mnoZstvi latky se pouZzivaji v chemické laboratofi
vahy. Princip vazeni je porovnani neznameé hmotnosti pfedmétu (navazovaci lodicka,
vzorek) se znamou hmotnosti standardu (z&vazi). Mechanické zafizeni je zaloZzeno
na docileni rovnovahy na pace a ma tvar znamych miskovych vah. Na stejném
principu byly dfive konstruovany i analytické vahy (postupné pfidavani zavazi).

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

1.2 Odmérovéani roztoku

K odmérovani objemu kapalin slouzi odmérné valce, pipety, byrety a odmérné

barnky (Obr.1).
Odmérné valce (Obr. 1-a) se pouzivaji jen k pfibliznému odméfovani kapalin. Na
presnéjSi mérfeni objemd se pouzivaji pipety bud pouze pro urcity objem, nebo
délené a byrety u nichz je mozno kohoutkem regulovat vytékani kapaliny. PFi plnéni
pipet je tfeba vzdy dbat toho, aby Usti pipety bylo stadle ponofeno pod hladinou
kapaliny (jinak by se nasal vzduch do pipety). Po nasati kapaliny nad rysku
oznacujici pozadovany objem uzavieme horni konec pipety ukazovakem — ne
palcem. A opatrnym uvolfiovanim prstu po kapkach vypoustime kapalinu. Pfi
odecitani je nutno mit oko ve stejné Urovni se znackou. Odecitdme vzdy spodni okraj
menisku. Tyto sklenéné pipety, do kterych se nasava tekutina usty nebo pomoci
balonku se dnes uZz v modernich laboratofich nepouZivaji, jsou nahrazeny
automatickymi pipetami, které mohou byt konstruovany na urcity fixni objem, nebo
jsou nastavitelné v urc€itém rozsahu objemu.

Automatické pipety jsou vyrabény pro razné rozsahy objemu (5-1 mL, 1000-
200 pL, 200-20 pL, 20-2 pyL a 2-0,2 pL). Objem se nastavuje otoCenim Sroubu na
stupnici. Nasavani a vypousténi kapaliny pfes nasaditelnou Spi¢ku je ovladano
pistem, ktery ma tfi polohy — klidovou, pro nasavani a pro vypousténi (obr. 2).

Odmeérné barky (Obr. 1-b), stejné jako pyknometry jsou kalibrovany na doliti —
to znamena, Ze pfi jejich naplnéni obsahuji pravé pozadovany objem. Hrdlo
odmérnych banék je pomérné Guzké a je opatfené ryskou. PIni se tak, aby se spodni
okraj menisku dotykal rysky a pfi plnéni musime mit oko v arovni rysky. Odmérné
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bariky se vyrabéji vobjemech od 5 mL do 2 L. Odmérné banky se pouzivaji
k pfipravé roztokl o presné koncentraci. Byrety, slouzici k odbéru kapalin pfi
titracich (Obr. 1-e), jsou to sklenéné trubice opatfené délicimi znacCkami. Pfed
vytokem je umistén kohoutek nebo pruzné tlacka s hadic¢kou.

Obr. 1 Pomucky k méfeni objeml (a- odmérny valec, b- odmérna banka, c-
sklenéna pipeta nedélena, d - sklenéna pipeta délena, e - byreta, f - automaticka
pipeta)
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Obr. 2 Préace s automatickou pipetou
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1.3 Experimentalni ¢ast

V praktické &asti cvieni se seznamite s analytickymi vdhami a naucite se
vazit na predvazkach. VaSim ukolem bude co nejpfesnéji napipetovat 10 x 5 ml
(resp. 1 ml) destilované vody do kadinky. Hustotu vody budeme pro jednoduchost
povaZzovat rovnu 1 g/ml. Pocet gram( bude odpovidat po¢tu odmérenych ml.
Na zacdatku méfeni si zvaZzte prazdnou suchou kadinku (vahu kadinky si
zaznamenejte do tabulky). Poté napipetujte 10 x 5 ml nebo 10 x 1 ml do kadinky.
Poté predvazky vynulujte a zvazte kadinku s napipetovanou vodou. V tabulce
odectéte vahu kadinky.

Tabulka 1 : Pipetovani

Hmotnost kadinky (Q)

Hmotnost kadinky a vody (g)

10x1ml 10 x5 ml

Hmotnost vody (Q)

Chyba stanoveni (%)

2. Spektrofotometrie
2.1. Teoreticky Gvod

Viditelné  zafeni tvofi maly Usek z oblasti elektromagnetického vinéni
v rozmezi délek 400-700 nm. Prfilehla oblast rozmezi vinovych délek 200-400 nm se
nazyva blizka ultrafialova oblast, 700-2000 nm se pak nazyva blizka infraCervena
oblast. Cel& oblast vinovych délek se také nazyvéa oblasti elektronovych spekter.
Pristroje, které méfi spektralni veliiny se nazyvaji spektrofotometry. TémeéF vSechny
biologicky zajimavé latky kromé sacharidd maji v oblasti UV-VIS (200 - 700 nm)
charakteristické absorpéni pasy a jejich koncentrace se tak da stanovit na zakladé
jejich spektralnich vlastnosti.

Interakci zafeni s atomy a molekulami, dochazi k jeho absorpci, tj. k pfijeti
kvanta energie a atom nebo molekula se dostane do stavu exitovaného. Interakce
zafeni shmotou se sleduje na absorpénim spektru (zavislosti mnozstvi
absorbovaného zareni na jeho vinové délice).
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Vztah mezi absorbanci a koncentraci latky vyjadfuje Lambert-Beer(v zakon:

A= ¢gcl
kde A se nazyva absorbance, jedna se o bezrozmérnou veli€inu, | je délka kyvety, ve
které se méfi (obvykle 1 cm), c je koncentrace latky v moll* a & je konstanta
uamérnosti, kterd se nazyva molarni absorpcni koeficient.

Pfi méfeni koncentrace latek se porovnava intenzita paprsku, ktery neni
oslaben absorpci (referen¢ni) a paprsku, ktery proSel kyvetou se vzorkem.
V laboratofich se bézné pouzivaji jednopaprskove pfistroje, kdy se nejprve proméfi
absorbance referenéniho vzorku a poté se proméfi absorbance vzorku. Moderni
spektrofotometry ulozi intenzitu zarfeni referenéniho vzorku (jinak také slepy vzorek €i
blank) do paméti a pfi proméfovani vzorkl se pak na display objevuji hodnoty
absorbanci jednotlivych vzorkd.

2.2 Experimentalni ¢ast

Ukol: Stanoveni koncentrace Ni** v nezndmém vzorku

Material a chemikalie

Spektrofotometr, kyvety, kadinky, velké zkumavky, pipety, 0,5 M siran nikelnaty, 0,5
M chlorid kobaltnaty.

Postup

Pripravte si sadu 5 roztokd siranu nikelnatého o koncentracich 0,025; 0,05; 0,1; 0,2 a
0,3 M pfesnym fedénim zasobniho roztoku o koncentraci 0,5 M. Postupujte tak, Zze
do zkumavek napipetujete 5 mL automatickou pipetou vypocltené mnoZstvi
zasobniho roztoku 0,5 M siranu nikelnatého podle tabulky 2 a pfidate odpovidajici
mnoZstvi vody opét dle tabulky 2. Roztoky promichejte na vortexu. Poté na
spektrofotometru proméfite absorbanci pfipravenych vzorka a zapiSete do tabulky 2.

Tabulka 2: Spektrofotometrické stanoveni nikelnatych iontu

koncentrace Ni** ml 0,5 M NiSO, ml 0,5 H,O A
(mol.I'
0,5 - -
0,3 6 4
0,2 4 6
0,1 2 8
0,05 1 9
0,025 0,5 9,5
NV E. - -

Koncentrace neznamého vzorku ¢€........ je:
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Kalibra éni p fimka

ZAvislost absorbance na vinové délce pro Ni  ?* a Co?* SPEKTRA

Zakreslete spektralni zaznamy pro nikelnaté a kobaltnaté ionty. Poté zakreslete
zavislost smési Ni** a Co?* (smés byla pfipravena s 1 ml 0,5 M siranu nikelnatého a 1
ml chloridu kobaltnatého).
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3. Tenkovrstevna chromatografie
3.1 Teoreticky uvod

Adsorpcni chromatografie je jedna z nejstarSich chromatografickych metod.
Pevny adsorbent je obtékan vhodnym rozpoustédlem, ktery undsi analyzovanou
smés. Na povrchu adsorbentu dochazi k déleni. Adsorpci latky na povrchu pevné
faze urCuje adsorpéni izoterma. Jako adsorbenty se pouZzivaji latky porovité struktury.
Adsorbenty se déli na polarni (silikagel, oxid hlinity, hydroxyapatit) a nepolarni
(aktivni uhli). Podle zplsobu provedeni rozliSujeme sloupcovou chromatografii a
tenkovrstevnou chromatografii (TLC).

Pro dukaz alkaloidd a IéCiv v moci se vyuZiva tenkovrstevna chromatografie.
LéCiva a alkaloidy se extrahuji z upravené moci (kysela ¢i bazicka) pomoci etheru.
Etherové extrakty se odpafi do sucha na vodni lazni. SuSina se rozpusti v 0,5 ml
ethanolu a vzorky se nanéSeji na chromatografickou desku. Desky se vyvijeji
v chromatografické komofe nasycené parami vyvijeci smési. Kdyz ¢elo mobilni faze
dosahne vzdalenosti 2 cm od horniho okraje desky, desku vyjmeme a po vysuseni
postiikame jednotlivymi detek&nimi Cinidly.

3.2 Experimentalni ¢ast

Ukol: Detekce alkaloidii a 1é&iv pomoci tenkovrstevné chromatografie

Material a chemikélie

chromatografické desky — plastické folie silikagel 60 F254 (firma Merck), tfeci misky,
Zluté Spicky, tuzka, pravitko, chromatograficka vana, rozpraSovac, ependorfky

96 % ethanol, kofein, chinin, I1&é€ivo

vyvijeci soustava: ethylacetat : methanol : amoniak (34 : 4 : 2),

detekéni inidla:

1. konc. H,SO, : ethanol (1:1) (Cinidlo pfipravovat v ledové lazni, po kapkach
pridavat kyselinu do vychlazeného ethanolu).

2. Dragendorffovo €inidlo :

Roztok | : 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 se v hnédé lahvi i nékolik mésicl. Pfed pouzitim
se 10 ml tohoto zasobniho roztoku zfedi 20 ml kyseliny octové a 100 ml vody.
Pracovni postup

Pfiprava standardui: Léky v tabletové formé rozetfeme v tfeci misce na prasek.
Preparaty kofeinu a chininu navazime na analytickych vahach pfimo do pfipravenych
ependorfek a rozpustime v ethanolu. Pokud je povrch tablety pokryt obalem nebo
glazurou, musime obal odstranit nebo smyt. Odvazime pozadované mnozstvi
substanci (mnoZzstvi zavisi na jednotlivych dukazech a metodach — nej¢astéji 10—-200
mg). Navazenou substanci rozpustime v odpovidajicim objemu rozpoustédla (u 1éka
se nejcastéji pouziva alkohol-ethanol). Standardni roztok pfeneseme do lahvicky a
oznacime jej datem pfipravy. Skladujeme ve tmé a chladu (0-4<C).
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Pro praktické cvi €eni budou standardy p Fipraveny k naneseni na TLC.
Tenkovrstevna chromatografie

Na pfipravenou tenkou vrstvu pomoci pravitka a mékké tuzky vyznaclime
mista startd. Vzdalenost mezi nanaSenymi vzorky nesmi byt mensi nez 15 mm a
primér nanasenych skvrn nesmi byt vétsi nez 5 mm. Pomoci zluté Spi¢ky naneseme
na mista startd 1-4 kapky jednotlivych standard(. V prabéhu nanéseni skvrny
vysusujeme teplym vzduchem z fenu. Nejméné 10 minut pfed vyvijenim nalijeme do
chromatografické komory vyvijeci smés, a to takovy objem, aby hladina byla nize,
nez misto startu vzorku na chromatografické desce. Komoru uzavieme sklem. Po
nasyceni komory parami vyvijeci smési vloZzime chromatografickou desku do komory
a provedeme vzestupné vyvijeni. Jakmile ¢elo mobilni faze dosahne vzdalenosti 2
cm od horniho okraje desky, desku z komory vyjmeme a &elo faze oznacime 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 zakreslete ¢elo mobilni faze a obkreslete velikost skvrny. U jednotlivych
skvrn vypocditejte hodnotu Rf (tzv. reten¢ni faktor). Retenéni faktor udava pomér
vzdalenosti stfedu skvrny latky od startu (V) ku vzdalenosti ¢ela mobilni faze (Vg), tj.
vzdalenost kam az doputuje mobilni faze.

Rf = VM/ VR

Chromatogram muzete prekreslit nebo pfilepit.

Tabulka 3: Detekce alkaloidd a |é¢iv pomoci TLC

latka Rf

kofein

chinin

[écéivo:
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4. Enzymologie
4.1. Teoreticka ¢ast: Charakterizace enzym( a-amylasy a sacharasy

Amylasy se vyskytuji u ¢lovéka, zvirat, rostlin i mikroorganismud. VyuZivaji se
v lihovarnictvi, pivovarnictvi, pekafstvi apod. Zdrojem amylas muze byt nakliceny
jeémen (slad). Smés sladovych amylas se nazyva diastasa. Amylasy patfi do skupiny
enzymu hydrolas, které Stépi substraty za Ucasti vody. Amylasy Stépi polysacharidy
jako jsou Skrob, glykogen a dextriny. Koneénym produktem je disacharid maltosa. U
Clovéka a zvifat se a-amylasa vyskytuje ve slinach a v pankreatu (slinivce bfisni). U
rostin se nachazi pouze vsemenech (napf. vjeCmeni). Také nékteré
mikroorganismy produkuji amylasy (napf. Bacillus subtilis).

Kone&nym produktem Stépeni Skrobu je redukujici cukr disacharid maltosa.
PFitomnost Skrobu lze dokazat reakci sjodem (Lugoluv roztok). Modré zbarveni
signalizuje pfFitomnost Skrobu (vice jak 30 glukosovych jednotek) a svétle Zluté
zbarveni potvrzuje uplné rozstépeni Skrobu (4-6 glukosovych jednotek).

Dalsim enzymem, se kterym budeme vtéto Uloze pracovat je sacharasa
znadma také pod nazvem invertasa. Sacharasa se nachazi napf. v pekarskych
kvasnicich. Katalyzuje hydrolyzu sacharosy na D-glukosu a D-fruktosu. Tato reakce
ma znacny primyslovy vyznam, nebot smeés glukosy a fruktosy je podstatné sladsi
nez ekvivalentni mnozstvi sacharosy. Sacharasa je glykoprotein lokalizovany na
vnéjSi strané kvasni¢né buriky.

Charakteristické vlastnosti obou enzymO si ovéfime prakticky
v laboratofi: a-Amylasa obsazena ve slinach a v mikroorganismech (Bacillus subtilis)
odbourava Skrob za vzniku dextrind a maltosy. Vubec vSak neplsobi na cukr
sacharosu. Naproti tomu sacharasa rychle hydrolyzuje sacharosu, ale je zcela
neaktivni vici Skrobu. Uginky obou enzymul Ize snadno sledovat Fehlingovou reakci
(dukaz vznikajicich redukujicich cukrl) nebo reakci sjodem (Skrob davd modré
zbarveni).

4.2 Experimentalni ¢ast

Material a chemikélie :

Skrob, sacharosa, kvasnice, Lugollv roztok, 0,1 M-fosfatovy pufr, pH 7,2, stojan se
zkumavkami, Pasterovy pipety, vazenka, lIZiCka, stficka s destilovanou vodou,
Spachtle, hrnec, termostat, vafic.

Fehlingovo ¢inidlo:

roztok I: 40 g CuSO,. 5 H,0O rozpustime v 500 ml vody a doplnime do 1 litru vodou.
roztok II: 200 g Seignettovy soli (vinan sodnodraselny - C4H;O¢KNa.2 H,0) a 150 g
NaOH se rozpusti v menSim mnoZstvi vody a doplni na 1 litr.

(pro urychleni ulohy je roztok pfipraven pfedem)



N ..
*
** ** .o. '
- * * L]
evropsky el o

sociaini - MINISTERSTVO $KOLSTVI OP Vzdélavani Univerzita Palackého
fondvCR EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost v Olomouci

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Vzdélavani stfedoSkolskych pedagogl a studentt stfednich Skol jako nastroj ke
zvySovani kvality vyuky pfirodovédnych predmétl

CZ.1.07/1.1.00/14.0016

4

Pfiprava roztoku Skrobu:

1 g Skrobu rozsuspendujeme ve 100 ml 0,1 M-fosfatového pufru, pH 7,2 a 5 minut
povafime.

(pro urychleni tlohy je roztok pfipraven prfedem)

Pfiprava sacharosy:

1 g sacharosy rozpustime v 50 ml destilované vody.

(pro urychleni ulohy je roztok pfipraven pfedem)

Pfiprava enzymu:

v' 20 mg mikrobialni a-amylasy rozpustime ve 100 ml 0,1 M fosfatového pufru.
(pro urychleni ulohy je roztok pfipraven pfedem).

v' 10 ml pitné vody vloZime do Ust, ponechame v Gstech po dobu 1 minuty a
poté vratime do pfipraveného plastoveho kelimku. Roztok bude slouZzit jako
slinnd amylasa.

v' 0,1 g pekarskych kvasnic resuspendujeme ve 20 ml vody (enzym sacharasa)

Pracovni postup:

Podle schématu v tabulce 1 napipetujeme do 7 oznadenych zkumavek po 2 ml
substraty (sacharosu a Skrob) a pfidame 1 ml enzymovych preparatl (a-amylasy,
sacharasy). VSechny zkumavky inkubujeme 20 minut pfi 38 €T v termostatu.

Tabulka 4. Charakterizace enzymu

zkumavka Substrat enzym-zdroj Fehlingovar. | zbarveni
¢. (2 ml) jodem
1 1% Skrob amylasa-sliny (1 ml)
2 1% Skrob amylasa z Bacillus subtilis
3 1% Skrob sacharasa (1 ml)
4 2% sacharosa |sacharasa (1 ml)
5 2% sacharosa |1 ml dest. vody
6 1% Skrob 1 ml dest. vody
7 pufr 1 ml dest. vody

Po ukonc&eni inkubace odebereme 1 ml reakéni smési z kazdé zkumavky do nove
Cisté zkumavky, kterou si pfedem oznaCime stejnym Ccislem. K reakéni smési
pfiddme 1 ml Fehlingova €inidla | a 1 ml Fehlingova ¢inidla Il a zkumavky povafime 5
minut na vrouci vodni lazni. Pvodni zkumavky doplnime destilovanou vodou 1 cm
pod okraj a pfidame kapku Lugolova roztoku (roztok jodu).

Vysledky obou zkouSek zapiSeme do tabulky. Vyhodnotime z hlediska
substratové specifity enzym obsaZeny ve slinach a enzym produkovany
mikroorganismem (Bacillus subtilis) a enzym z pekafskych kvasnic.
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