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Praktické cviéeni z chemie

1) Stanoveni lipofilnich listovych barviv pomocisadpni chromatografie.

2) Stanoveni proteinv roztoku.

3) Homogenizace rostlinného materialu pomoci tdkutdusiku a stanoveni protéin
v homogenatu.

4) Stanoveni pH roztdk

1. Stanoveni lipofilnich listovych barviv pomoci adorpéni chromatografie

V listech zelenych rostlin se vyskytujétsi paet lipofilnich barviv, jejichZz charakteristickou
vlastnosti je rozpustnost v tucich a tukovych reg&tallech. Pro fotosyntézu maji rozhoduijici
vyznam chlorofylya a b a karotenoidy. Jsou zé&& citlivé vacéi vzduSnému kysliku a na
swtlo. Rychlého rozéeni listovych barviv Ize dosahnout chromatograiSilufolu.

Obr. 1. Vzorce chlorofylu a a chlorofylu b.
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Material: extrakt ze Spenétu, $gy Zluté, Silufol, tuzka, pravitko, kadinka, knsklo.
Roztoky a chemikalievyvijeci sngs: benzin : isopropanol : voda (100 : 10 : 0,25)
Priprava extraktu ze Spenatiude gipraven

Priprava extraktu (bude k dispozici#praveny extrakt)

Odvézime 2 g list Spenatu, které rozeme v teci misce s malym mnoZstvim iského
pisku a uhllitanu vapenatého (na g$gu noze) a &kolika ml acetonu. Sz zfiltrujeme pes
maly filtr smaieny acetonem do 25 ml odmé baiky. DalSimi davkami acetonugvedeme
barviva kvantitative do filtratu a objem doplnime acetonem pockua

Asi 10 ml extraktu odg@me do sucha na vodni lazni a po ochlazeni roapesti rékolika
kapkach acetonu.

Pracovni postup:

Zahusény extrakt ze Spenatu naneseme na starttmiasi 2 cm od okraje silufolové desky.
Desku vloZzime do vyvijeci nadobky s vyvijeciésin Jakmilecelo soustavy dosahne horniho
okraje desky, desku vyjmeme a ¢bjou tuzkou nejprve oztiime ¢elo mobilni faze a poté
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rychle obtdhneme zény barviv. Chromatogram zakreslinebé n¢které skvrny na sile
rychle blednou

Obr.2 Lokalizace listovych barviv po rozdileni na desce silufoluVyvijeci snés benzin :
isopropanol : voda (100 : 10 : 0,25).

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

1 234 56 7 8 start

2. Stanoveni proteimi metodou Bradfordove

Proteiny ve vzorku lIze stanovovat celtadou metod. Jednak jsou to metody zalozené na
interakci proteif s ionty nédi (Biuretova metoda, Lowryho metoda nebo Bicindhowa
metoda), pak metody zaloZené na \aploteini s barvivem Coomassie blue a také metody
stanoveni proteihz UV spektra.

Coomassie barvivo (Brilliant blue G250) se vazepmateinové molekuly v kyselém pH
dvéma zmisoby. Trifenylmethanova skupina se vaze na nepok&sti proteinu a anion
sulfoskupiny se vaze na vedlefgigzce aminokyselin nesouci kladny naboj (haginin a
lysin). Po vazb barviva na proteiny dochazi k barevnéémm ktera je umirna mnoZzstvi
proteinu. Reakce je velmi citliva u albuminiaaly globulérnich protein

Zakreslete vysledek:

Ukol:
a) Vytvaite kalibr&ni piimku pro stanoveni protairmetodou Bradfordove
b) Z pomoci kalibréni piimky stanovte koncentraci protéim homogenatu (viz Ukd. 3)

Material: sklerené kyvety do spektrofotometru (1 cm), stojan senzkvkami, pipety, $icka
s destilovanou vodou, kadinky, Spachtle.

Roztoky:
standardni roztok BSA (hegi sérovy albumin) 25g.ml*



N\ ..
*
** ** .o. '
- * * L]
evropsky e

socialni . MINISTERSTVO $KOLSTVI, OP Vzdslavani 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 pfedméta

CZ.1.07/1.1.00/14.0016

4

¢inidlo Bradfordové (100 mg Coomassie Brilliant Bl@&250 (0,01% wi/v), 50 ml 95%
ethanolu (5% konma koncentrace), 100 ml 85% kyseliny fostoré@ doplnit do 1 L vodou).

Pristroje: spektrofotometr, vortex.

Pracovni postup:

* Pomoci standardniho roztoku proteinu Bpgavime sadu zkumavek obsahujicich 1 ml
roztoku proteinu o viistajici koncentraci proteinu 5 - 269. Slepy vzorek obsahuje 1 ml
vody. (1 ml standardu obsahujeL@smr™).

» Ke kazdé zkumavcerijdame 2 mkinidla Bradfordové, rychle promichdme na vortexu.

* Po 5 minutach riime absorbanciip595 nm.

e Stejnym zfisobem zrsiime obsah proteinv neznamém vzorku.

Vysledky:

Tabulka 3

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

BSA () 200 400 600 800 1000

voda (ul) 800 600 400 200 0

absorbance

Kalibraéni pifimka:
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Vypaéet koncentrace neznamych vzairk

NV1:

3. Homogenizace rostlinného materialu pomoci tekub® dusiku a stanoveni

proteinu v_homogenatu.

Pro homogenizaci rostlinného materialu Ize zvolfoa fadu metod. Rostliny fizeme
homogenizovat (rozénit) pomoci gistroji homogenizatdr, které obsahuji ostré noze, které
rotuji velkou rychlosti. Nahradit je e i obyejny kuchyisky mixér. V laboratd se ¢asto
homogenizuje rostlinny material ¥eti misce za isypani mdského pisku. Elegantni
jednoduchy zfisob jak material zhomogenizovat sp@ v pouZiti tekutého dusiku, ktery
material hluboce zmrazi aigobi jeho rozpad na prach.

Rostlinny material:listy, kvéty, stonky rostlinného materialu

Pomicky a chemikalie:tireci miska a tlokek, Pasteurovy pipety, ependorfky, stojanek na
ependorfky, tekuty dusik, 0,1 M fosfatovy pufr, gi2.

Pristroje: stolni centrifuga, vortex

Pracovni postup:

Na predvazkach si odvazime 0,5 g rostlinného materiéery viozime do fieci misky.
Opatrré priljeme tekuty dusik a pomoci tloku se snazime rostlinny material rozbit na
prach. Poté fidame 2 ml fosfatového pufru pH 7,2. Vznikly homoge gepipetujeme do
ependorfky a pomoci vortexu jeStadre promichame. Poté centrifugujeme pomoci stolni
centrifugy 5 minut (ependorfky v centrifuze must byvazeny). Supernatantgpipetujeme
do ¢isté ependorfky a stanovime ¥m obsah proteiin(neznamy vzorek).

4. Stanoveni pH roztoka

Jednim z kritérii &leni roztoki je jejich rozaleni podle kyselosti. Roztljeme je tedy na
roztoky kyselé, neutraini a zasadité.

Jednotkou kyselosti je pH, kterd je definovana jak@porny logaritmus koncentrace
oxoniovych iont pri teplot 25° C.
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1.1 Uréeni pH pripravenych roztoka pomoci pH papirku a pomoci_[firodniho
indikatoru

Ukol: Pomoci pH papirku tete gibliznou hodnotu pH fipravenych roztok a zapiste ji do
tabulky. Zjistte zabarveniifpravenych roztok po gidani girodniho indikatoru Zerveného
zeli. Ukete hodnotu pH neznameého vzorku.

Zkoumané roztoky 0,1 M kyselina chlorovodikova, 8% ocet, 0,1 M dlysa citronova,
citronova $ava, 0,1 M kyselina octova, 0,1 M hydrogentitdin sodny, 0,1 M fosfotman
draselny0,1 M hydroxid sodny.

Pracovni pondcky: sklerené zkumavky, Pasteurovy pipety, pH papirky, skténtytinka,
stojan na zkumavky, indikatoréerveného zeli

Pracovni postup:

a) Naneseme kapku zkoumaného roztoku skilen tyinkou na univerzalni pH papirek a
porovname ziskany odstin s nabizenou barevnou skélksahu pH (odervenofialové po
modrou). Odhadneme hodnotu pH.

Vysledky zapiste do tabulky 1.

b) Pomoci Pasteurovy pipety napipetujte 1 ml zkowgha roztoku do ffpravenych
sklerénych zkumavek aijkaprete 5 kapek indikatoru gerveného zeli, sés promichejte na
vortexu a vzniklé zabarveni zapiSte do tabulky.

c) pomoci obou metod se pokuste zjistit pH neznameabrku.

Tabulka 1

roztok pH metr pH - papirek Indikateiz

0,1 M HCI

8% ocet

0,1 M kyselina citronova

citronova $ava

0,1 M CHCOOH

0,1 M NaHCQ

0,1 M KsPOy

0,1 M NaOH

neznamy vzorek
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1.2 Stanoveni pH neznamych roztak pomoci pH-metru
Zmeite kyselost ozngenych vzork a vysledky zapiSte do tabulky. Zkoumané vzorkiadsee
podle vziistajici hodnoty pH.

Tabulka 2

V P [ A E1l U E2 e} S R K N

Pismena po $azeni:

Piiprava indiktoru z ¢erveného zeli:

Cervené zeli nakrajime na malé kousky, vloZime diirky a zalijeme destilovanou vodou.
Smes povdime asi 15 minut. Po vychladnuti Zzfiltrujeme &mpes papirovy filtr a
zakonzervujeme ji bronopolem (25 mg/ |) nebo azideanym.




