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Praktické cviceni z chemie

1) Stanoveni lipofilnich listovych barviv pomoci adsorp¢ni chromatografie.

2) Stanoveni proteint v roztoku.

3) Homogenizace rostlinného materidlu pomoci tekutého dusiku a stanoveni proteint
Vv homogenatu.

4) Stanoveni pH roztoku

1. Stanoveni lipofilnich listovych barviv pomoci adsorp¢ni chromatografie
V listech zelenych rostlin se vyskytuje vétsi pocet lipofilnich barviv, jejichz charakteristickou
vlastnosti je rozpustnost v tucich a tukovych rozpoustédlech. Pro fotosyntézu maji rozhodujici
vyznam chlorofyly a a b a karotenoidy. Jsou zna¢né citlivé vici vzdusnému kysliku a na
svétlo. Rychlého rozd€leni listovych barviv 1ze dosahnout chromatografii na Silufolu.

Obr. 1. Vzorce chlorofylu a a chlorofylu b.
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Material: extrakt ze Spenatu, Spicky zluté, Silufol, tuzka, pravitko, kadinka, kryci sklo.
Roztoky a chemikalie: vyvijeci smés: benzin : isopropanol : voda (100 : 10 : 0,25)

Piiprava extraktu ze Spendtu: bude pfipraven

Priprava extraktu (bude k dispozici pFipraveny extrakt)

Odvazime 2 g listd Spenatu, které rozetieme v tfeci misce s malym mnozstvim moiského
pisku a uhli¢itanu vépenatého (na Spicku noze) a n¢kolika ml acetonu. Smés zfiltrujeme pies
maly filtr smoc€eny acetonem do 25 ml odmérné banky. Dal§imi ddvkami acetonu prevedeme
barviva kvantitativné do filtratu a objem doplnime acetonem po znacku.

Asi 10 ml extraktu odpaiime do sucha na vodni lazni a po ochlazeni rozpustime v n€kolika
kapkach acetonu.

Pracovni postup:

Zahustény extrakt ze Spenatu naneseme na startovni ¢aru asi 2 cm od okraje silufolové desky.
Desku vlozime do vyvijeci nddobky S vyvijeci smési. Jakmile ¢elo soustavy dosdhne horniho
okraje desky, desku vyjmeme a obyc¢ejnou tuzkou nejprve oznacime ¢elo mobilni faze a poté
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rychle obtahneme z6ny barviv. Chromatogram zakreslime, nebot’ nékteré skvrny na svétle
rychle blednou

Obr.2 Lokalizace listovych barviv po rozdéleni na desce silufolu. Vyvijeci smés benzin :
isopropanol : voda (100 : 10 : 0,25).

Legenda k obrazku: 1 - B-karoten, 2 - feofytin, 3 - chlorofyl a, 4 - chlorofyl b, 5 - lutein,
6 - lutein-5,6-epoxid, 7 - violaxanthin, 8 - neoxanthin.

1 234 56 7 8 start

2. Stanoveni proteinii metodou Bradfordové

Proteiny ve vzorku lze stanovovat celou fadou metod. Jednak jsou to metody zalozené na
interakci proteinll s ionty médi (Biuretova metoda, Lowryho metoda nebo Bicinchoninova
metoda), pak metody zaloZené na vazb¢ proteinli s barvivem Coomassie blue a také metody
stanoveni proteint z UV spektra.

Coomassie barvivo (Brilliant blue G250) se vaze na proteinové molekuly v kyselém pH
dvéma zplsoby. Trifenylmethanova skupina se vaze na nepolarni €asti proteinu a anion
sulfoskupiny se vaze na vedlejsi fetézce aminokyselin nesouci kladny naboj (napf. arginin a
lysin). Po vazbé& barviva na proteiny dochazi k barevné zmeén¢, kterd je imérnd mnoZstvi
proteinu. Reakce je velmi citlivd u albuminu a fady globularnich proteind.

Zakreslete vysledek:

Ukol:
a) Vytvorite kalibracni pfimku pro stanoveni proteini metodou Bradfordové
b) Z pomoci kalibra¢ni piimky stanovte koncentraci proteini v homogenatu (viz tikol ¢. 3)

Materidal: sklenéné kyvety do spektrofotometru (1 cm), stojan se zkumavkami, pipety, stiicka
s destilovanou vodou, kadinky, Spachtle.

Roztoky:
standardni roztok BSA (hovézi sérovy albumin) 25ug.ml™
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¢inidlo Bradfordové (100 mg Coomassie Brilliant Blue G250 (0,01% wi/v), 50 ml 95%
ethanolu (5% konec¢na koncentrace), 100 ml 85% kyseliny fosfore¢né, doplnit do 1 L vodou).

Piistroje: spektrofotometr, vortex.

Pracovni postup:

e Pomoci standardniho roztoku proteinu si pfipravime sadu zkumavek obsahujicich 1 ml
roztoku proteinu o vzriistajici koncentraci proteinu 5 - 25 pg. Slepy vzorek obsahuje 1 ml
vody. (1 ml standardu obsahuje 25ug.ml™).

o Ke kazdé zkumavce ptidime 2 ml ¢inidla Bradfordové, rychle promichame na vortexu.

e Po 5 minutach métime absorbanci pii 595 nm.

e Stejnym zplisobem zméfime obsah proteinti v nezndmém vzorku.

Vysledky:

Tabulka 3

koncentrace 5 10 15 20 25 NV1 NV1
BSA(ug.ml™)

BSA (ul) 200 400 600 800 1000

voda (pl) 800 600 400 200 0

absorbance

Kalibracni piimka:
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Vypocet koncentrace nezndamych vzorkii:

NV1:

3. Homogenizace rostlinného materialu pomoci tekutého dusiku a stanoveni

proteinii v homogenatu.

Pro homogenizaci rostlinného materialu lze zvolit celou fadu metod. Rostliny mizeme
homogenizovat (rozmélnit) pomoci pfistroji homogenizatord, které obsahuji ostré noze, které
rotuji velkou rychlosti. Nahradit je miize 1 obyCejny kuchynsky mixér. V laboratofi se Casto
homogenizuje rostlinny materidl v tfeci misce za pfisypani moiského pisku. Elegantni
jednoduchy zptisob jak materidl zhomogenizovat spociva v pouziti tekutého dusiku, ktery
materidl hluboce zmrazi a zplisobi jeho rozpad na prach.

Rostlinny materidal: listy, kvéty, stonky rostlinného materialu

Pomiicky a chemikalie: tieci miska a tloucek, Pasteurovy pipety, ependorfky, stojanek na
ependorfky, tekuty dusik, 0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,2.

Pristroje: stolni centrifuga, vortex

Pracovni postup:

Na piedvazkach si odvazime 0,5 g rostlinného materidlu, ktery vlozime do tfeci misky.
Opatrné pfilijeme tekuty dusik a pomoci tloucku se snazime rostlinny material rozbit na
prach. Poté ptidame 2 ml fosfatového pufru pH 7,2. Vznikly homogenat piepipetujeme do
ependorfky a pomoci vortexu jest¢ fadné¢ promichame. Poté centrifugujeme pomoci stolni
centrifugy 5 minut (ependorfky v centrifuze musi byt vyvazeny). Supernatant piepipetujeme
do Cisté ependorfky a stanovime v ném obsah proteinti (neznamy vzorek).

4. Stanoveni pH roztoki

Jednim z kritérii déleni roztokl je jejich rozdéleni podle kyselosti. Rozd€lujeme je tedy na
roztoky kyselé, neutralni a zasadité.

Jednotkou kyselosti je pH, kterda je definovana jako zaporny logaritmus koncentrace
oxoniovych iontl pii teploté 25° C.
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1.1 Urceni pH pripravenvch roztokii pomoci pH papirku a pomeoci prirodniho
indikatoru

Ukol: Pomoci pH papirku uréete ptibliznou hodnotu pH piipravenych roztoki a zapiste ji do
tabulky. Zjistéte zabarveni pripravenych roztokti po pfidani ptirodniho indikatoru z ¢erveného
zeli. Ur¢ete hodnotu pH neznamého vzorku.

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

Pracovni pomiicky: sklenéné zkumavky, Pasteurovy pipety, pH papirky, sklenéna tycinka,
stojan na zkumavky, indikator z ¢erveného zeli

Pracovni postup:

a) Naneseme kapku zkoumaného roztoku sklenénou ty¢inkou na univerzalni pH papirek a
porovname ziskany odstin s nabizenou barevnou Skalou rozsahu pH (od Cervenofialové po
modrou). Odhadneme hodnotu pH.

Vysledky zapiste do tabulky 1.

b) Pomoci Pasteurovy pipety napipetujte 1 ml zkoumaného roztoku do pfipravenych
sklenénych zkumavek a ptikdpnéte 5 kapek indikatoru z cerveného zeli, smés promichejte na
vortexu a vzniklé zabarveni zapiSte do tabulky.

¢) pomoci obou metod se pokuste zjistit pH neznamého vzorku.

Tabulka 1

roztok pH metr pH - papirek Indikator CZ

0,1 M HCI

8% ocet

0,1 M kyselina citronova

citronova st'ava

0,1 M CH3;COOH

0,1 M NaHCO3

0,1 M K3PO4

0,1 M NaCH

neznamy vzorek




L]
* X % 0
* * 2
- *x * L
evropsky X

socialni - MINISTE OP Vzdélavani Univerzita Palackého
fondvCR EVROPSKA UNIE MLADEZE A TE CHOV pro konkurenceschopnost v Olomouci

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Vzdélavani stfedoskolskych pedagogl a studentl stfednich Skol jako nastroj ke
zvySovani kvality vyuky pfirodovédnych pfedmétu

CZ.1.07/1.1.00/14.0016

4

1.2 Stanoveni pH neznamych roztokii pomoci pH-metru
Zmeéite kyselost oznacenych vzorki a vysledky zapiste do tabulky. Zkoumané vzorky sefad’te
podle vzrustajici hodnoty pH.

Tabulka 2

V P | A E1l U E2 o) S R K N

Pismena po setfazeni:

Priprava indikatoru z €erveného zeli:

Cervené zeli nakrajime na malé kousky, vlozime do kadinky a zalijeme destilovanou vodou.
Smés povafime asi 15 minut. Po vychladnuti zfiltrujeme smés pies papirovy filtr a
zakonzervujeme ji bronopolem (25 mg/ 1) nebo azidem sodnym.




