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Datum:

UKoLY

3.

UVOD DO SPEKTROFOTOMETRIE

Urcete, zda predloZené vzorky latek absorbuji UV / viditelné svétlo

Zmérte a porovnejte hodnoty absorbanci v absorpénim spektru dvou odlisné koncentrovanych
vzork( Evansova roztoku

Vyreste kasuistiky

1. Urceni schopnosti vzork( absorbovat UV/viditelné svétlo
U predloZenych vzork( zapiste, zda jsou barevné, pokud ano, odhadnéte pfriblizné jejich absorpéni
maximum a porovnejte s vysledky méreni spektra pomoci spektrofotometru.

Provedeni:

Zapnéte spektrofotometr. Na displeji spektrofotometru vyberte z nabizenych moznosti
variantu ,Scan”. Poté stisknéte Ulohu s nazvem , praktikum 1/1“.

Pripravte si 3 kyvety-nedrzime je za hladké stény! Do prvni kyvety napipetujte 2 ml destilované
vody. Buniinovym Ctvereckem odistéte prdahledné strany kyvety a viloite ji do
spektrofotometru. Stisknéte ,,Blank”, kterym pftistroj vynulujete.

Do druhé kyvety napipetujte 2 ml roztoku glukdzy a promérte absorpcni spektrum. Opét viozte
kyvetu s destilovanou vodou a pfistroj vynulujte.

Pokracujte s méfenim albuminu a Evansova roztoku, pouZijte vidy suchou kyvetu. Mezi
mérenimi vynulujte pfistroj na destilovanou vodu.

Do tabulky zaznamenejte absorpéni maxima.

3 Barva Oblast absorpce Absorpcni max
Latka .
ANO/NE UV/VIS/NENI (nm)
- Odhad Méreni Odhad Méreni
Glukéza
Albumin
Evansuv roztok

Vyfotte si kfivky absorpénich maxim a obrazek vloZte nebo je nadrtnéte do pripraveného rastru.
Porovnejte odhadnuté a namérené hodnoty.

1,5

1,0 -

Absorbance

0,5+

0 T I T I T I T I T
200 300 400 500 600 700

vinova délka (nm)




2. Zméreni a porovnani hodnot absorbanci v absorpcnim spektru dvou odlisné

koncentrovanych vzorkd Evansova roztoku
Provedeni:

e Budete porovnavat absorbanci dvou vzorkd. Nefedény vzorek ¢.1 (zasobni Evans(v roztok)
mate pripraveny jiz z prvniho Ukolu. Nafedte si do Cisté zkumavky zasobni EvansUv roztok 5x
vodou, tak abyste ziskali celkem 2ml zftedéného roztoku (vzorek €. 2). PouZijte pipetu a vzorky
poté promichejte.

e Na displeji spektrofotometru vyberte z nabizenych moZnosti variantu Scan. Poté stisknéte
predem ulozenou Ulohu s ndzvem ,, praktikum 1/2°.

e Vynulujte pfistroj na slepy vzorek (,,Blank“): kyvetu s destilovanou vodou. Ocistéte prahledné
strany kyvety a vlozte ji do spektrofotometru. Stisknéte ,Blank”.

e Do kyvety nalijte roztok €. 1 (nefedény) a promérte absorpcni spektrum. Poté jej vylijte a
proplachnéte malym mnozstvim redéného vzorku a osuste na buniciné.

e Teprve potom do kyvety nalijte roztok ¢. 2 (fedény) a promérte absorpcni spektrum.

Evansiv roztok - Celkovy Absorpéni | Absorbance
zasobni ° Ia objem maximum ve vinové
(ml) Lol (ml) (nm) délce maxima

Vzorek €. 1 2ml - 2ml

Vzorek €. 2
Evansuv roztok
v v 2ml
fedény vodou

1:4

Porovnejte absorpcéni spektra, absorpéni maxima a absorbance v absorpénim maximu redéného a
nefedéného roztoku a hodnoty vepiste do tabulky.

Zaveér:

Shriite vysledky vaseho méreni, ke zhodnoceni vdm mohou pomoci nasledujici otazky:

Vyhodnoceni a interpretace vysledki tikolu €. 1:

Jak presné byly vase odhady absorpcnich maxim?
Jak souvisi barva Evansova roztoku s jeho absorpénim spektrem?
Uvedte priklady dalsich organickych latek v téle, které absorbuji a neabsorbuji viditelné svétlo.



Vyhodnoceni a interpretace vysledki tkolu €. 2

Jak se zménila absorbance a absorpcni maximum pfi zfedéni Evansova roztoku?

3. Kazuistiky

Od asistenta obdrzite karticku s kazuistikou.

1. Na zakladé vasich znalosti a informaci uvedenych v kazuistice stru¢né vysvétlete princip
ochrany opalovacich krém.

2. Na zakladé znalosti o absorpcnich spektrech molekul vysvétlete zmény barvy hematomu.



OPTICKE METODY — SPEKTROFOTOMETRIE

Datum:
UKoLY

1. Ovéfte platnost Lambertova-Beerova zékona pomoci kalibraéni fady roztok( Fe?
2. Stanovte koncentraci Fe?*iont(i v nezndmém vzorku pomoci kalibraéni k¥ivky
3. Porovnejte dva pfistupy pro uréeni koncentrace Fe?*

1. Ovéreni platnost Lambertova-Beerova zakona v zadaném rozsahu koncentraci

kalibraéni fady roztokd Fe?*
Princip stanoveni: Fe?* jsou ve zfedénych roztocich téméf bezbarvé. S 2,2‘-bipyridinem (dipyridinem)
reaguji kvantitativné a poskytuji ¢ervené zbarveny komplex s absorpénim maximem 520 nm.

Dle nésledujiciho postupu pfipravite kalibraéni fadu vzork( nafed&nim zasobniho roztoku Fe?
o koncentraci 350 pmol.I.

Provedeni:

e Pfipravte si osm 50 ml odmérnych banék. Nadepiste je ¢islem vzorku 1-8 tak jak je uvedeno v
tabulce. Kalibra¢ni fadu budou tvofit vzorky 1-6. Odmérné barnky oznacené 7 a 8 jsou urceny
pro neznamé vzorky z ukolu ¢.2.

e Sklenénou pipetou pridejte do kazdé banky s cislem vzorku 2-6 odpovidajici mnoZstvi
zasobniho roztoku Fe?* (viz tabulka).

e Do banék 7 a 8 sklenénou pipetou odmérte odpovidajici mnozstvi nezndmého vzorku.

e Pomoci davkovace pridejte do vSech banék dipyridin (Cinidlo) a nasledné acetatovy pufr. Do
kazdé banky nalijte z kddinky destilovanou vodou asi centimetr pod rysku. Pomoci stficky nebo
kapatka doplrite vodu presné po rysku. Bariku uzaviete zatkou a dikladné promichejte.

e Zméfte a vepiste do tabulky absorbanci vzork( pfi 520 nm. Pfi méfeni postupujte od vzorku s
nejnizsi koncentraci, na zdvér pak zmérte absorbance fedéného nezndmého vzorku. Mezi
mérenimi nevyplachujte kyvetu vodou, ale malym mnoZstvim vzorku, ktery budete méfit jako
nasledujici.

Cislo barky 1 2 3 4 5 6 7 8

Roztok Fe’* (ml) - 2 5 10 15 20 - -

Neznamy vzorek (ml) - - - - - - 0,5 5

Cinidlo (ml) 0,5

Acetatovy pufr (ml) 5

Voda (ml) Doplnite po rysku (50 ml)

Absorbance

Vypocitana koncentrace

Fe”* (umol.I2)




Vyhodnoceni:
e V Excelu vytvofte tabulku, kterd bude obsahovat vypoéitané koncentrace Fe** a naméfené
absorbance. Sestrojte bodovy graf a hodnoty proloZte pfimkou.
e ProloZeni bodu: kliknéte pravym tlac¢itkem mysi na libovolny bod v grafu a vyberte polozku
Format spojnice trendu. V karté Format spojnice trendu vyberte linearni, zaskrtnéte policka
Zobrazit rovnici grafu a zobrazit korelaéni koeficient R. Udaje zapiste do protokolu.

Rovnice pfimky:

Korelacni koeficient:

e Zhodnotte vasi kalibracni pfimku, vsimejte si jeji linearity, identifikujte odlehlé body (bod
vyrazné mimo pfimku). Pokud je tfeba odlehlé body odstrante a divody odstranéni uvedte v
zavéru. Pokud jste upravili body znovu si zapiste si rovnici pfimky a korelaéni koeficient.

Rovnice pfimky (upravena):

Korelacni koeficient:

2. Uréeni koncentrace Fe?* v nezndmém vzorku vypoétem z kalibraéni k¥ivky
Vzhledem k tomu, Ze koncentraci v neznamém vzorku jste pfedem neznali ani pfiblizné, pfipravili jste
soucasné dvé fedéni vzorku (100x a 10x).

Hodnoty absorbance neznamého vzorku (zkumavky 7 a 8) dosadte do upravené (finalni) rovnice
kalibra¢ni pfimky a vypoctete koncentraci Fe** v puvodnim nezndmém vzorku. Porovnejte obé
vypoctené hodnoty. Pokud se liSi, vyberte tu, kterou povaZujete za spravnou, a volbu v zavéru
zdlivodnéte.

PFi vypoctu koncentrace nezapomerite zohlednit fedici faktor (pokud jste méfili absorbanci v 10x nebo
100x zfedéném vzorku, prepocitejte vyslednou koncentraci na koncentraci plvodniho vzorku).

Vypocet:

Koncentrace Fe?* (vzorek é. ...): (nezapomerite uvést jednotky)



3. Porovnejte pfistupy vhodné pro uréeni koncentrace Fe?*
Jako alternativni vypolet koncentrace Fe? pouzijte metodu standardniho vzorku. Vyberte tu
absorbanci standardu, ktera je nejblize absorbanci nezndmého vzorku a z hodnot absorbance a
koncentrace standardu vypoctete koncentraci ve vzorku pfimou iumérou.

Vybrany standard:

Vypocet:

Koncentrace Fe?* (vzorek é. ...): (nezapomerite uvést jednotky)
Zaveér:
Shrite vysledky vaseho méfeni, ke zhodnoceni vdm mohou pomoci nasledujici otazky:

e Byla vase kalibracni kfivka linedrni v celém rozsahu? Odstranili jste néjaky odlehly bod? Proc?

e Které z vasich dvou fedéni neznamého vzorku vedlo ke zjisténi spravného vysledku? Jaky je
rozdil mezi obéma vysledky? Je velikost rozdilu vyznamna?

e Pokud by absorbance nezndmého vzorku leZela mimo linedrni rozsah kalibracni pfimky i po jeho
naredéni, jaky je spravny postup?

e Jaké vyhody Ci nevyhody md postup pouZity v ukolu ¢.2 ve srovndni s postupem vypoctu v ukolu
¢ 3?



ELEKTROCHEMICKE METODY - POTENCIOMETRIE

Datum:
UKoLY

1. Nakalibrujte pH-metr
2. Stanovte koncentraci kyseliny octové v octu pomoci potenciometrické titrace

1. Kalibrace pH metru

Provedeni: Nejprve se seznamite pod vedenim asistenta s ovladanim pH metru. Potom provedete
kalibraci pfistroje, kterd musi méreni pH pfedchazet. Ke kalibraci pouZijete dva standardni roztoky o
znamém pH v rozmezi hodnot, které u méreného vzorku predpokladdte. V naSem pripadé vyuZijete
pro kalibraci ftalatovy pufr o pH 4,0 (Cerveny roztok) a fosfatovy pufr o pH 7 (zeleny roztok). Presny
postup, jak kalibraci provést, je uveden v ndvodu u kazdého pH-metru.

2. Stanoveni koncentrace kyseliny octové v octu potenciometrickou titraci
Provedeni:

e Byretu naplnte po rysku roztokem NaOH (titracni ¢inidlo).

e Do kadinky o objemu 50 ml odmérte valeckem 20 ml destilované vody. Nasledné pfridejte
pomoci pipety 1,4 ml octa a vlozte do kddinky michadlo. Takto jste pfipravili 15,3x fedény ocet.

e Kadinku umistéte na michacku a upravte byretu tak, aby Usti bylo nad kadinkou. Poté ponorte
sklenénou elektrodu do roztoku tak, aby frita zajiStujici spojeni mezi vniténi a vnéjsi ¢asti
elektrody byla ponofena pod hladinou. Ndsledné zapnéte michacku.

e Po ustaleni odectéte hodnotu pH a zapiste do tabulky.

e Poté pridejte z byrety 1 ml titracniho Cinidla a vysledné pH po ustdleni opét zapiSte do tabulky.
Dale pridavejte z byrety vidy po 1 ml NaOH azZ do objemu 19 ml a vysledky zapisujte.

e Nasledné pridejte byretou jen po 0,5 ml NaOH aZ do objemu 20 ml.

e 0Od objemu 20 ml jiz budete davkovat roztok NaOH pipetou po 0,2 mL aZ do objemu 22 ml.

e 0Od objemu 22 ml opét pouzijte k davkovani byretu a pfriddvejte po 0,5 ml NaOH az do objemu
23 ml.

e A nakonec opét po 1 ml NaOH az do celkového objemu 25 ml (viz tabulka).

Zmérené pH:

ml NaOH 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

pH

ml NaOH 12 13 14 15 16 17 18 19 19,5 |20 20,2 |20,4

pH

ml NaOH 20,6 |20,8 |21 21,2 |21,4 (216 |21,8 |22 22,5 |23 24 25

pH




Z namérenych hodnot sestrojte graf zavislosti pH (osa-y) na mnozstvi pfidaného titracniho
Cinidla NaOH (osa-x). V grafu vyznacte bod ekvivalence. Postup, jak najit bod ekvivalence
najdete v teoretickém Uvodu.

Na zakladé zjiSténého objemu titracniho cinidla, potfebného k dosazeni bodu ekvivalence,
dopocditejte molarni koncentraci kyseliny octové (nezapomerite zahrnout také fedéni). Tuto
koncentraci nédsledné prepoditejte na hmotnostni koncentraci (g.100 ml?) tak, jak byva
uvedeno na etiketé a nasledné hodnoty vypocitané a uvadéné vyrobcem mezi sebou
porovnejte. (Molarni hmotnost kys. octové: 60,052 g.mol?)

Vypocet a vysledky:

Bod ekvivalence — spotifeba NaOH (ml):

Koncentrace kys. octové (mol. I'}):

Koncentrace kys. octové (g.100 ml?):

Pro premyslivé: Je pro nds ve vysledku udaj o redéni pri vypoctech v tomto pripadé dileZity, nebo
bychom se obesli i bez néj?

Zavér:

Shrite vysledky vaseho méfeni, ke zhodnoceni vdm mohou pomoci nasledujici otazky:

Co je vlastné pH? Na jakém principu pracuje pouZivany pH-metr?

Jaky je vzorec kyseliny octové? Je to silnd nebo slabd kyselina? Proc?

Zhodnotte a vysvétlete, vem by mohla spocivat pripadnd odchylka mezi vasi hodnotou a
hodnotou uvedenou vyrobcem octa na etiketeé.
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VLASTNOSTI PUFRU

Datum:

UKoLY

1.

Pripravte acetatové pufry o riznych hodnotach pH a porovnejte vypoctené hodnoty pH
s namérenymi.

2. Odhadnéte pufracni kapacitu acetatového pufru.

1. Pfiprava acetatového pufru o rliznych hodnotach pH
Provedeni:

Oznacte si 5 kadinek a davkovacem do nich odmérte po 10 ml destilované vody.

Do prvni kadinky napipetujte 10 ml kyseliny octové (c = 0,8 mol.I't) a diikladné promichejte.
Odeberte 10 ml z kadinky ¢.1 a pfeneste je do kadinky ¢.2, dikladné promichejte.

Stejnym zplsobem odeberte 10 ml z kadinky ¢.2 a preneste do kadinky ¢.3, promichejte; pak z
3 = 4; pak z 4 - 5. Nakonec odeberte 10 ml z kadinky €.5 a vylejte (tim docilite stejného
objemu ve vsech kadinkach - 10 ml). Vysledkem je geometricka fada redéni mezi kadinkami 1
az 5 (kazdy krok = redéni 2x).

Do viech kadinek pak napipetujte po 10 ml octanu sodného (c = 0,1 mol.I%).

Nasledné zmérte pH v jednotlivych kadinkdch na pH metru. Nezapomerite nejprve pH metr
kalibrovat s pomoci standardnich pufr.

Spocitejte, jaka je vysledna koncentrace kyseliny a soli v jednotlivych kadinkach. Pfi vypoctu
nezapomente, Ze koncentrace soli a kyseliny po jejich smiseni je polovi¢ni ve srovnani
s koncentracemi pdvodnimi. Zkontrolujte si vysledky u asistenta nebo laborantky.

Poté spocitejte hodnotu pH v jednotlivych kadinkdch dosazenim do Hendersonovy-
Hasselbalchovy rovnice (pKa kyseliny octové = 4,76) a hodnoty doplrite do tabulky.

Na zavér porovnejte teoreticky vypocet s namérenou hodnotou.

111 Pozn: pufry nevylévejte, budete s nimi ddle pracovat. !!!

Vypocty:

Vysledky:

Pufr ¢. 1 2 3 4 5

CH3COOH (mol.I?%)

CH3COONa (mol.I})

pH vypoctené

pH zmérené
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2. Ovéreni tlumivych ucinkd acetatového pufru

Provedeni:

Nejprve si pfipravte dvé titracni banky s roztokem acetatového pufru ¢.3 z predchoziho ukolu, ve
kterém jsou koncentrace obou sloZek, kyseliny a jeji konjugované zasady, stejné (viz tabulka). Kapacitu
pufru budete odhadovat nejprve titraci roztokem NaOH (c = 0,05 mol.I'}) a poté roztokem HCl (c = 0,05
mol.I%).

e Naplite jednu byretu roztokem NaOH a druhou roztokem HClI po zvolenou rysku
(nezapomenite na kadinku pod byretou pfi pInéni a na odstranéni nalevky ihned po naplnéni
byrety).

e Pripravte si prvni roztok: do titracni banky napipetujte 5 ml roztoku pufru ¢. 3 a 5 ml
destilované vody, pridejte kapku fenolftaleinu a pridavejte po kapkach roztok NaOH do
trvalého svétle rGZového zabarveni. Nezapomente vidy po pridani ¢inidla roztok protiepat.

e Pripravte si druhy roztok: napipetujte do titracni bariky 5 ml zakladniho pufru ¢. 3 a 5 ml
destilované vody, pridejte kapku bromfenolové modfi a priddvejte po kapkach roztok HCI do
svétle zlutého zabarveni. Nezapomerite vzdy po pridani Cinidla roztok protfepat.

e Pro treti stanoveni vyberte ten z pufrd, ktery ma dle Vaseho uvazeni lepsi schopnost udrzet
konstantni pH po pfidavku NaOH. Do titra¢ni banky napipetujte 5 ml tohoto pufru a pfidejte
5 ml destilované vody. Opét pridejte vhodny indikator a pridavejte po kapkach roztok NaOH.
Nezapomerite vzdy po pfidani Cinidla roztok protrepat.

e Porovnejte spotfeby titraéniho cinidla a vyvodte ze svého méreni zavéry o tlumicich
schopnostech pufru.

Vysledky:
Pufr ¢.3 Pufr¢.3 Vyl;.e.rte
Voda (ml) 5 5 5
Pufr (ml) 5 5 5
Indikator kapka kapka kapka

SpotfebaHCI(mI) |  — | | e

SpotfebaNaOH(ml) | |  ——

Zaveér:
Shrite vysledky vaseho méfeni, ke zhodnoceni dat vdm mohou pomoci nasledujici otazky a graf:

Pozn.: Pro presné urceni pufracni kapacity je treba mérit pH pribézné (kontinudlné) pH-metrem béhem titrace a
z titracni krivky odecist mnoZstvi pridaného titrantu, které zplsobi zménu pH o jednu jednotku. Toto stanoveni
neni pfedmétem praktik.

e Popiste vychozi stav pred titraci (bod 0 v grafu viz niZe), které sloZky pufru jsou pritomny
v roztoku?

e Do grafu vepiste vychozi hodnoty pH a body odpovidajici AV HCl a AV NaOH.

e Popiste, co se stane s pH, kdyZ do pufru priddme malé mnoZstvi NaOH. Napiste reakci.

e Popiste, co se stane s pH, kdyZ titrujeme pomoci HCIl. Napiste reakci.

e Jak se zméni pufrovaci kapacita, pokud zdvojndsobime koncentrace kyseliny i soli v pufru.

e Které z vami pripravenych pufrG maji nejvyssi kapacitu vici pridavani kyseliny i zdasady?
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=

F( NaOH)

Zdroj: https://www.wikiskripta.eu

Kontrolni otazky:

1. Odvodte slozeni fosfatového pufru, ktery se vyskytuje v krvi. Disocia¢ni konstanta kyseliny
fosforecné pKai = 2,16; pKa, = 7,21; pKas = 12,67.

2.V krvi pfedstavuje vyznamny pufrovaci systém bikarbonatovy pufr. Uvedte, z jakych sloZek se
sklada. Vypocitejte pomér téchto slozek pti fyziologickém pH = 7,4, jestlize pK,(CO2/H,COs) =
6,1. Ktery typ pridané latky (kyselina nebo zdsada) tento systém lépe pufruje?
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OVLIVNENI VYSLEDKU LABORATORNICH VYSETREN{

Datum:
UKoLY

1. Otestujte experimentalné vlastni pfesnost pipetovani pti ptipravé roztokd redénim
2. Zhodnotte presnost (precision) a spravnost (trueness) vasi prace; porozuméni chybam

1. Test vlastni pfesnost pipetovani pfi pfipravé roztokl Fedénim
Ptipravte si mikrotitraéni desti¢ku, zasobni roztoky KMnOQ,, R1= 0,04 mol.I't a R2= 0,004 mol.I"%, pipety
a vhodné $picky (Zlutd pipeta 2-20 L, Zluta pipeta 20-200 uL, modra pipeta 200-1000 pL).

Kazdy student v podskupiné napipetuje roztoky dle tabulky do dvou sloupcll — modrého a Zlutého
(sloupce 1 a2 nebo 3 a4 nebobs ab), pipetovani do sloupct zelenych (9-12) provede jeden ze studentd
v podskupiné.

a) Presnost pipetovani malych objem (modré sloupce)

Do prvniho sloupce v desti¢ce (jamky A-H) napipetujte 158 plL destilované vody a pridejte 2,0 pL R1
(0,04 mol.I'* KMnO,), vzorky promichejte opakovanym nasatim do 3picky a vypousténim (Spi¢ku poté
vyhodte).

b) Presnost pipetovani (Zluté sloupce)

Do druhého sloupce v desti¢ce (jamky A-H) napipetujte 140 pL destilované vody a pridejte 20 pL R2
(0,004 mol.I'* KMnOa), vzorky promichejte opakovanym nasatim do 3picky a vypousténim (3picku poté
vyhodte).

c) Pfesnost sériového redéni (zelené sloupce)

e Do sloupct 9 -12 (jamky A-H) napipetujte 80 pL destilované vody (Spicku poté vyhodte)

e Do sloupce 9 (jamky A-H) napipetujte 80 uL R2 (0,004 mol.I'* KMnOQ,), vzorky promichejte
opakovanym nasatim do Spicky a vypousténim

e Prepipetujte 80 pL roztoku z jamky A9 (R9) - do jamky A10, stejné postupujte v jamkach B9,
C9 az H9, vzorky opét promichejte opakovanym nasdatim do $picky a vypousténim

e Prepipetujte 80 pL roztoku z jamky A10 (R10) - Al1l, stejné postupujte v jamkach B10, C10 az
H10 vzorky opét promichejte opakovanym nasatim do Spicky a vypousténim

Destilovana voda ve sloupci €¢.12 bude slouZit jako blank (slepy vzorek).

1 |2 3 |4 5 |6 7 8 9 10 |11 12
Student ¢.1 Student ¢.2 Student ¢.3 " "‘
A 2uRl | 20uR2 | 2plR1 | 20pIR2 | 2ulR1 | 20p R2 80ul R2 | 80ul R9 | 80ul R10 voda
B 2uRl | 20uR2 | 2plR1 | 20pIR2 | 2ulR1 | 20w R2 80ul R2 | 80ul R9 | 80ul R10 voda
C 2uRl | 20uR2 | 2plR1 | 20pR2 | 2ulR1 | 20w R2 80ul R2 | 80ul R9 | 80ul R10 voda
D 2uRl | 20uR2 | 2plR1 | 20pIR2 | 2ulR1 | 20p R2 80ul R2 | 80ul R9 | 80ul R10 voda
E 2uWRl [ 20WR2 | 2plR1 | 20pR2 | 2ulR1 | 20w R2 80ul R2 | 80ul R9 | 80ul R10 voda
F 2uRl [ 20WR2 | 2plR1 | 20pR2 | 2uIR1 | 20w R2 80ul R2 | 80ul R9 | 80ul R10 voda
G 2ulRl | 20piR2 | 2ulR1 | 20uR2 | 2ulR1 | 20p R2 80ul R2 | 80ul R9 | 80ulR10 | voda
H 2ulRl | 20piR2 | 2ulR1 | 20uR2 | 2ulR1 | 20p R2 80ul R2 | 80ul R9 | 80ulR10 | voda
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e Zméfte absorbanci viech vzork( v desticce pfi vinové délce 520 nm. Do tabulky vepiste
hodnoty absorbance u metody a), b) a pro metodu c) opiste hodnoty ze sloupce 11.

2. Zhodnoceni presnosti (precision) a spravnost (trueness) vasi prace;

e Ve vzorcich pfipravenych metodou a), metodou b) a metodou c), spodlitejte: primeér,
smérodatnou odchylku (SD versus SEM) a variacni koeficient (VC).

e Vypocitejte teoretickou koncentraci KMnO4 v mérenych vzorcich (Cteor).

e Pomoci pfiloZzené kalibracni kfivky stanovte experimentalné zjisténou koncentraci (c) KMnOs,.
Do rovnice pfimky kalibrace dosadte primérnou absorbanci a vypoctéte koncentraci.

e \ypoctéte relativni chybu (bias) vici teoretické hodnoté: i—c

bias (%) = —= x 100

CLE!D[‘

Vysledky a vypocty:

Absorbance

Metoda c)

(pouze sloupec 11)

Metoda a) Metoda b)

Student ¢. 1 Student €. 2 Student ¢. 3 Student ¢. 1 Student ¢. 2 Student ¢. 3

H

Pramér

SEM

SD

VvC

c KMnO4
(zmérena)
¢ KMnOg4
(teoreticka)

Bias
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Zaveér:
Shrite vysledky vaseho méreni, ke zhodnoceni dat vdm mohou pomoci nasledujici otazky.

e Popiste rozdily mezi vysledky jednotlivych studenti. Diskutujte mozZné zdroje chyb, které jste
zaznamenali a navrhnéte opatreni, jak se jim vyvarovat.

e Jaky typ chyb se odrdZi ve VC? Jaky typ chyb se odrdZi v hodnoté bias? Jak se lisi smérodatnd
odchylka (SD) a bias?

e Nazdkladé bias a VC rozhodnéte, kterd z metod pripravy roztoku je ve vasich rukou nejpfesnéjsi
a kterd nejsprdvné;jsi.

e Pro kaZdou metodu stanoveni koncentrace KMnO, uvedte, jakou chybou miZe byt zatiZend, jak
ji odhalite a navrhnéte, jak chybu odstranit.

Jak byste zhodnotili svoji praci? Umistéte vysledky vaseho

An

méreni metod a) b) a c) do terée & . Zakreslete primér a SD.
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SPECIFICNOST ENZYMOVE UCINNOSTI A VLIV PROSTREDI

Datum:
UKoLY

Stanovte pH optimum pro B-fruktofuranozidazu

Posudte vliv teploty na katalytickou aktivitu B-fruktofuranozidazy
Posudte vliv koncentrace B-fruktofuranozidazy na jeji katalytickou aktivitu
Urcete specificnost B-fruktofuranozidazy

PwnNpeE

Princip:

Vasim ukolem bude pozorovat a ovliviiovat chemickou reakci, kde sachardza stépi sacharozu.
Substrdtem je tedy disacharid sacharéza (c = 0,029 mol.I). Enzymem je B-fruktofuranoziddza
(invertdza, sachardza); byla ziskdna z kvasnic (enzymovy prepardt byl pripraven rozmélnénim 0,5 g
kvasnic ve 200 ml destilované vody). Je-li enzym aktivni, rozstépi sachardzu na glukdzu a fruktézu. Po
pridani Fehlingova Cinidla a povareni glukéza redukuje médnatou slouc¢eninu CuSO4 na cihlové cerveny
Cu,0.

DrozZdi (pekarskd a pivovarskda kvasinka) obsahuje Saccharomyces cerevisiae. S. cerevisiae se béZné
vyskytuje v potravindch; muZe byt obcas i soucdsti lidské. Je siroce vyuZivand jako modelovy organismus
v molekuldrni  biologii. S. cerevisiae podminény patogen: miZe zpusobovat infekce
imunokompromitovanych jedincd.

1. Stanoveni optimalniho pH pro B-fruktofuranozidazu
Provedeni:

e Do tfi oznacenych zkumavek date v uvedenych objemech a poradi davkovaci a davkovaci
pipetou pufry, sachardzu a enzymovy preparat. Enzymovy preparat je pred kazdym pouzitim
tfeba protrepat.

e Zkumavky protiepte a umistéte do vodni lazné (37 °C).

e V mezidobi si pripravte v kddince zasobni roztok Fehlingova ¢inidla. Smisite v poméru 1:1
roztoky Fehling | a Fehling Il. Pro vSechny ukoly budete potfebovat pfiblizné 30 ml Cinidla.

e Zapalte kahan a pfipravte si vodni lazen.

e Po skoncené inkubaci pridejte valeckem Fehlingovo Cinidlo a povarte ve vodni lazni.

e Do tabulky zaznamenejte zabarveni roztok( a urcete, které pH je pro B-fruktofuranozidazu

optimalni.

1. 2. 3.
citrat-fosfatovy pufr 1ml 1ml 1ml
pH pH 4.0 pH7.0 pH 8.0
sacharoza 2ml 2ml 2ml
enzymovy preparat 1ml 1ml 1ml

Promichejte a inkubujte p¥i 37 °C ve vodni lazni 15 min. =
Fehlingovo ¢inidlo 2ml 2ml 2ml
Promichejte a povarte ve vodni [dzni and kahanem.
zabarveni
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Pozorovani: Krdtce shrrite, co je vysledkem vaseho pokusu. Na zdkladé vasich vysledki vysvétlete vliv
pH na enzymoveé katalyzovanou reakci.

Pri méreni pH optim zjistite, Ze pri extrémné kyselém pH (pH=1) neni enzym aktivni — jak ovérite, zda
je enzym denaturovdn nebo jen docasné inaktivovdn?

2. Vliv teploty

Provedeni:
Do ¢ty oznacenych zkumavek date v uvedenych objemech a poradi ddvkovaci a ddvkovaci

pipetou pufr s optimalnim pH a sacharézu

Zkumavky protrepete a nechate inkubovat po dobu 5 minut pfi uvedenych teplotach (ledova
lazen, stojanek pfi laboratorni teploté, vodni lazer temperovana na 37 °C). Obsah posledni
zkumavky povafite.
Potom do vsech zkumavek pridate davkovaci pipetou po 1 ml enzymového preparatu,
protfepete a umistite opét pfi uvedenych teplotach.
Po skoncené inkubaci pridate valeckem Fehlingovo Cinidlo a povarite ve vodni lazni.
Do tabulky zaznamenejte zabarveni roztok(i a popiste Gcéinnost enzymu pfi testovanych

teplotach.
1. 2. 3. 4.
citrat-fosfatovy pufr 1ml 1ml 1ml 1ml
sacharéza 2 ml 2 ml 2ml 2
teplota ledova lazen Iat)eoiﬁche 37°C var
Promichejte a inkubujte pfi odpovidajici teploté 5 min.

enzymovy preparat 1ml 1ml 1ml 1 ml
Promichejte a inkubujte pfi odpovidajici teploté 15 min.

Fehlingovo cinidlo 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml

Promichejte a povarte ve vodni lazni.

zabarveni
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Pozorovani: Krdtce shrrite, co je vysledkem vaseho pokusu. Kterd z teplot zplisobi nevratné zmény ve
strukture enzymu?

3. Vliv koncentrace enzymu
Provedeni:

e Do ¢tyr oznacenych zkumavek date v uvedenych objemech a poradi davkovaci a ddvkovaci
pipetou pufr, sachardzu, enzymovy prepardt a destilovanou vodu, protifepete a umistite do
vodni lazné.

e Po skoncené inkubaci pridate valeckem Fehlingovo Cinidlo a povarite ve vodni lazni.

e Do tabulky zaznamenejte zabarveni roztokll a popiste, jak se projevila zména koncentrace
enzymu na jeho aktivité.

1. 2. 3. 4.
citrat-fosfatovy pufr 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml
sacharoza 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml
enzymovy preparat 1 ml 0,5 ml 0,1 ml -
destilovana voda - 0,5 ml 0,9 ml 1ml

Promichejte a inkubujte p¥i 37 °C ve vodni lazni 15 min.

Fehlingovo cinidlo 2 ml 2 ml 2 ml 2ml

Promichejte a povarte ve vodni lazni and kahanem.

zabarveni

Pozorovani: Krdtce shrrite, co je vysledkem vaseho pokusu.
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4. UrCeni enzymové specifi¢nosti
Provedeni:
e Do tfi oznacenych zkumavek date v uvedenych objemech a poradi davkovaci a davkovaci
pipetou citrat-fosfatovy pufr s optimalnim pH
o napipetujete substraty
o pridate enzymovy preparat, protiepete a umistite do vodni l1dzné s teplotou 37 °C.
e Po skoncené inkubaci pridate kapatkem Fehlingovo Cinidlo a povafite ve vodni lazni.
e Do tabulky zaznamenejte zabarveni roztok( a urcete specificky/é substrat/y.

1. 2. 3.
citrat-fosfatovy pufr 1ml 1ml 1ml
sacharoza 2 ml - -
Skrob - 2 ml -
zZelatina - - 2ml
enzymovy preparat 1ml 1ml 1ml

Promichejte a inkubujte p¥i 37 °C ve vodni lazni 15 min. 2
Fehlingovo cinidlo 2 ml 2ml 2ml
Promichejte a povarte ve vodni lazni.
zabarveni

Pozorovani: Krdtce shrrite, co je vysledkem vaseho pokusu. Co je substrdtovad specificita enzymu (jak a
pro¢ enzym vdZe jen urcité molekuly). Jaky je chemicky rozdil mezi sacharézou a skrobem? Proc
sachardza rozstépi sacharozu, ale ne skrob?

ZAver: Nejprve si dobfe promyslete struktury substratu a produktd enzymové reakce. Vzorce
zakreslete. Vysvétlete princip barevné zmény z modré na cihlové cervenou pfi detekci produktu
rozkladu sachardzy.

a-D-glukopyrandza
C) kli C/\'); vzorec -zakrouzkujte
poloacetalovy hydroxyl

D-glukoza — _ D-fruktoza -
© B-D-fruktofurandza linedini vzorec

— cyklicky vzorec
zakrouzkujte poloacetdlovy hydroxyl

linearni vzorec
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sachardza

Co jste se dozvédéli z pokusti o enzymu - sacharaze?

Pri kterém pH pracuje nejlépe? Kde v lidském téle by takové pH pfirozené panovalo (porovnejte pH s
hodnotami pH v Zaludku, duodenu, tenkém streveé, tlustém strevé)? Pri jaké teploté pracuje nejlépe?
S jakym substrdatem?

Problémy k Feseni:
1) Jak je to se sacharazou u lidi?

V lidském organismu se sacharidy §tépi v tenkém stfevé, konkrétné v duodenu a jejunu. Stépeni probihd
na membrdné enterocytt, kde je lokalizovany komplex sachardza-isomaltdza. Sachardza katalyzuje
hydrolyzu sachardzy na glukdzu + fruktozu. Isomaltdzova sloZzka komplexu stépi prevazné a-1,6 vazby
(vétvené cdsti Skrobu — amylopektinu). Bez isomaltdzové aktivity by v lumen stfeva zustaly nestravené
dextriny, které mohou byt mikrobidiné fermentovdny v tlustém strevé a zpusobovat nadymdni a
prajem.

e Porovnejte pH optimum lidské a mikrobidlni sachardzy.
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2) Jak udrZime pfi Zivoté bunky v laboratofi?

Pri in-vitro kultivaci bunék pouzZivame médium s upravenym pH prizptisobenym typu bunék. Pro bézné
savci buniky se médium upravuje na pH = 7,2-7,4

e Co musi médium pro kultivaci obsahovat, aby se tlumily vykyvy pH?
e Porovnejte pH v extraceluldrnim a intraceluldrnim prostoru a v lysozomech.

3) Odhalte termostabilni enzym.
Pri PCR (polymerdzovd retézovd reakce) se pouziva enzym, ktery ,stavi z nukleotid( nové vidkno DNA.
PCR probihd jako opakovany cyklus tfi hlavnich krokd:

- Denaturace — dvojvldknovd DNA se zahreje (obvykle ~95 °C), ¢imZ se prerusi vodikové vazby
mezi bdzemi a dvojita Sroubovice se rozvine na jednovidknovou DNA.

- Annealing (pfipojeni primer() — teplota se sniZi (typicky 50-65 °C), coZ umoZni
komplementdrnim oligonukleotidovym primertim pripojit se (hybridizovat) k cilovym sekvencim
na jednovldknové DNA.

— Elongace (prodlouZeni) — pri optimdlni teploté (napf. ~72 °C ), enzym rozpoznd 3’ konec
primeru a katalyzuje zacleriovdni dNTP (nukleotidii), ¢imZ syntetizuje nové komplementdrni
vildkno.

e [dentifikujte enzym pouZivany v PCR a vysvétlete princip reakce a pojmy ,termolabilita” a
,termostabilita”, denaturace.



