kampus
Bohunice




uvodni cviceni — sestrojeni kalibracni
primky pro stanoveni koncentrace
hexakyanozelezitanu draselneho

koncentrace hexakyanozelezitanu
draselného :

1 = 0,0 mmol/l (slepy vzorek)
2 = 0,1 mmol/l
3 = 0,2 mmol/l
4 = 0,3 mmol/I
5 =0,4 mmol/l
6 = 0,5 mmol/I

fotometrické stanoveni

Aszo



uvodni cviceni — sestrojeni kalibracni
primky pro stanoveni koncentrace
hexakyanozelezitanu draselneho

0.5

y = 0,9903x + 0,0024
y = ax + b, a = absorpCni koeficient

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

c(K;[Fe(CN)]) [mmol.I]



uloha C. 1 - kvalitativni stanoveni
sacharid{ — thymolova reakce

1 = arabinosa

2 = ribosa

pozitivni reakci poskytuji vSechny sacharidy, reakcni produkty se lisi zbarvenim
3 = glukosa
4 = galaktosa

5 = fruktosa

6 = sacharosa l ' !‘E g
8 = maltosa ! !U- g B

i g da o

9 = |aktosa

10 = cellobiosa rMr—emEme T T
11 = rafinosa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11



uloha C. 1 - kvalitativni stanoveni
sacharid{ — Fehlingova reakce

1 = arabinosa

2 = ribosa pozitivni reakci poskytuji redukujici sacharidy, reakcni produkty jsou tmavé
zbarvené — hnédorezavy odstin vyredukované médi (negativni reakce — svétle
modré zbarveni)

3 = glukosa

4 = galaktosa

5 = fruktosa

6 = sacharosa

7/ = trehalosa

8 = maltosa
9 = |aktosa
10 = cellobiosa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

11 = rafinosa



uloha €. 1 -kvalitativni stanoveni
sacharid{ — Somogyiho reakce

1 = arabinosa

2 = ribosa

3 = glukosa
4 = galaktosa
5 = fruktosa
8 = maltosa
9 = laktosa

10 = cellobiosa

pozitivni reakci poskytuji redukujici sacharidy, reakéni produkty jsou tmavé
zbarvené, modry aZ zelenomodry odstin (negativni reakce — svétle modré
zbarveni)

8 9

10 11

;S99



uloha €. 1 - kvalitativni stanoveni
sacharidd — Bialova reakce

pozitivni reakci poskytuji pentdzy, reakéni produkty jsou modre az
modrozelené zbarvené

1 = arabinosa

2 = ribosa




uloha €. 1 - kvalitativni stanoveni
sacharidl — Selivanova reakce

pozitivni reakci poskytuji ketdzy resp. sacharidy obsahujici podjednotku s ketézovou
strukturou, reakéni produkty jsou Cervené zbarvené

3 = fruktosa
4 = sacharosa

5 = rafinosa

6 = inulin



kvalitativni stanoveni sacharidl —
Rothenfusserova reakce

pozitivni reakci poskytuji ketdzy resp. sacharidy obsahujici podjednotku s
ketdzovou strukturou, reakéni produkty jsou tmavomodre zbarvené

1 = glukosa
2 = galaktosa
3 = fruktosa

4 = sacharosa
5 = rafinosa

6 = inulin




uloha €. 1 - kvalitativni stanoveni
sacharid{ — reakce s jodem

pozitivni reakci poskytuji polysacharidy, barva reakcnich produktd je tim
tmavsi, ¢im delsi jsou polysacharidové fetézce

4 = skrob
5 = glykogen




uloha C. 1 - rozdélovaci chromatografie

sacharidl
(vyvijeni chromatogramu v chromatografické komUrce)

Silufol

mobilni faze




uloha €. 1 - rozdélovaci chromatografie

sacharid
(vyvijeni chromatogramu pod infralampou)

1 = ribosa

2 = 2 "-deoxyribosa
3 = glukosa

4 = galaktosa

5 = mannosa

6 = fruktosa

/ = maltosa

8 = laktosa

9 = cellobiosa




uloha C. 1 - rozdelovaci chromatografie

sacharidl
(hotovy chromatogram)

1 = ribosa

2 = 2"-deoxyribosa
3 = glukosa

4 = galaktosa

5 = mannosa

6 = fruktosa

7 = maltosa

8 = laktosa

9 = cellobiosa




uloha €. 1 - rozdélovaci chromatografie
sacharidl

interpretace chromatogramu:

VSechny sacharidy jsou silné polarni slouceniny
(pritomnost —OH skupin), jako délici faktory se
uplatniuje poCet —OH skupin a soucasné velikost
molekuly (molekulova hmotnost). Polarita molekuly se
dale uplatiuje v ramci jednotlivych skupin sachariddl
liSicich se molekulovou hmotnosti (pentozy vs. hexdzy

vs. disacharidy).



uloha C. 1 - kvantitativni stanoveni

redukujicich sacharidd
(Somogyiho — Nelsonova reakce)

koncentrace glukosy:

1 = 0,00 mmol/I (slepy vzorek)
2 = 0,02 mmol/I

3 = 0,04 mmol/I

4 = 0,06 mmol/l

5 = 0,08 mmol/I

6 = 0,10 mmol/I

fotometrické stanoveni

A74O



uloha C. 1 - glukosaoxidasova elektroda
(merici system)

elektroda

notebook

nadobka s
pracovnim
pufrem

prevodnik

michacka




uloha C. 1 - glukosaoxidasova elektroda
(stanoveni koncentrace glukosy - zaznam proudovée
odezvy)

proud (MA)

zmena proudu umerna
koncentraci gic

zmena proudu umeérna
koncentraci glc

cas (s)



Uloha €. 2 - kvalitativni stanoveni
aminokyselin — Sakaguchiho reakce

BSA obsahuje vSechny aminokyseliny a proto poskytuje pozitivni reakci,
Cervené zbarveni reak¢niho produktu argininu

1 = arginin
2 = histidin
3 = tyrosin

4 = tryptofan

6 = methionin
7 = BSA




uloha C. 2 - kvalitativni stanoveni
aminokyselin — xanthoproteinova reakce

1 = arginin
2 = histidin

4 = tryptofan
5 = cystein
6 = methionin

BSA obsahuje vSechny aminokyseliny a proto poskytuje pozitivni reakci, Zluté
az ZlutoCervené zbarveni reakcniho produktu tyrosinu a tryprofanu




uloha C. 2 - kvalitativni stanoveni
aminokyselin — Paulyho reakce

BSA obsahuje vSechny aminokyseliny a proto poskytuje pozitivni reakci,
Cervené zbarveni reakéniho produktu histidinu a tyrosinu

2 = histidin
3 = tyrosin
7/ = BSA




uloha C. 2 - kvalitativni stanoveni
aminokyselin — reakce na siru

BSA obsahuje vSechny aminokyseliny a proto poskytuje pozitivni reakci, cerné
zbarveni reakéniho produktu cysteinu

T —— T

5 = cystein

/ = BSA



uloha C€. 2 - kvalitativni stanoveni
aminokyselin — Folinova reakce

1 = arginin
2 = histidin
3 = tyrosin

4 = tryptofan
5 = cystein

6 = methionin
7 = BSA

BSA obsahuje vSechny aminokyseliny a proto poskytuje pozitivni reakci,
modré zbarveni reakéniho produktu aminokyselin s redukénimi vlastnostmi




uloha C. 2 - kvalitativni stanoveni
aminokyselin — ninhydrinova reakce

1 = glycin
) 3
3 = arginin
4 5 4 = histidin
5 = tyrosin
/ | 6 = tryptofan
6
’/ 8
; 8 = methionin
| kapkovaci
) 9 = BSA
& 9 reakce

pozitivni reakci poskytuji vsechny aminokyseliny, skvrny se lisi zbarvenim,
pfitomnosti okraje apod.



uloha C. 2 - kvalitativni stanoveni
aminokyselin — biuretova reakce

1 = glycin
2 = prolin
3 = arginin
4 = histidin
5 = tyrosin

6 = tryptofan

8 = methionin
9 = BSA

pozitivni reakci (fialové zbarveni) poskytuje pouze BSA obsahujici peptidové
vazby




Uloha C. 2 - rozdelovaci chromatografie

aminokyselin
(vyvijeni chromatogramu v chromatografické vane)

chromatograficky papir

mobilni faze




uloha €. 2 - rozdelovaci chromatografie

aminokyselin
(hotovy chromatogram)

1 = glycin

2 = alanin

3 = valin

4 = leucin

5 = kyselina asparagova
6 = kyselina glutamova
7 = fenylalanin

8 = tyrosin

9 = tryptofan

10 = histidin

11 = lysin

12 = arginin

1234 5 6789101112
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uloha €. 2 - rozdélovaci chromatografie
aminokyselin

interpretace chromatogramu: Aminokyseliny se znacné liSi svou strukturou, tedy i polaritou.

e glycin vs. alanin vs. leucin vs. valin: s rostouci délkou retézce klesa polarita molekuly, roste
pohyblivost molekuly v nepolarni mobilni fazi

e kys. asparagova vs. kys. glutamova: s rostouci délkou retézce klesa polarita molekuly, roste
pohyblivost molekuly v nepolarni mobilni fazi

e alanin vs. fenylalanin: pfitomnost benzenového jadra snizuje polaritu molekuly a zvySuje
pohyblivost molekuly v nepolarni mobilni fazi

e glycin vs. kys. asparagova, alanin vs. kys. glutamova: pritomnost karboxylové skupiny v
postrannim retézci zvysSuje polaritu molekuly a snizuje jeji pohyblivost v nepolarni mobilni fazi

o fenylalanin vs. tyrosin: pritomnost hydroxylové skupiny na benzenovém jadre zvySuje polaritu
molekuly a snizuje jeji pohyblivost v nepolarni mobilni fazi

o alifatické aminokyseliny vs. lysin, arginin: pritomnost aminoskupiny resp. guanidinové skupiny v
postrannim retézci zvysSuje polaritu molekuly a snizuje jeji pohyblivost v nepolarni mobilni fazi

e histidin vs. tryptofan: : pritomnost benzenového jadra snizuje polaritu molekuly a zvysSuje
pohyblivost molekuly v nepolarni mobilni fazi



Uloha C. 2 - kvantitativni stanoveni
aminokyselin (neutralizacni titrace glycinu)

bod ekvivalence

(indikator: fenolftalein)



uloha €. 2 - kvantitativni stanoveni
aminokyselin (reduktometricka titrace glycinu)
LN
4

1) zbarveni vzorku pred titraci
2) bod ekvivalence

(indikator: Skrob)



absorbance

uloha €. 3 — UV-absorpcni spektra
aromatickych aminokyselin

2,5 mmol/l fenylalanin

0,600 \

0,500 | \ Aoy = 257 nm

0,400 | ~ 0,25 mmol/I tyrosin

0,300 | ‘ Aoy = 274 nm

0,200 | \ 0,1 mmol/I tryptofan
Ao = 279 nm

0,100 .._..\ \ max

0,000 - :

220,0 240,0 260,0 280,0 300,0

vinova délka (nm)



absorbance

r 4

uloha €. 3 — UV-absorpcni spektra

V' 4 n

bilkovin
2,000 hovézi sérovy albumin
1,800 1 mg/ml
1,600 |
1,400 } Max = 277 nm
1,200 |
1,000 } hovézi krevni sérum
0,800 100 x zredéné
0,600 |
0,400 | Ao = 278 nm
0,200 |
0,000

220,0 240,0 260,0 280,0 300,0

vinova délka (nm)



’

uloha C. 3 - kvantitativni stanoveni

bilkovin
(biuretova reakce)

koncentrace BSA:

1 = 0,0 mg/ml (slepy vzorek)
2 = 0,5 mg/ml
3=1,0mg/ml

4 =1,5 mg/ml
5=2,0mg/ml

6 =2,5mg/ml

fotometrické stanoveni
A550



’

uloha C. 3 - kvantitativni stanoveni

bilkovin
(Folinova reakce)

koncentrace BSA:

1 = 0,0 mg/ml (slepy vzorek)
2 = 0,05 mg/ml

3 =0,10 mg/ml

4 = 0,15 mg/ml

5=0,20 mg/ml

6 = 0,25 mg/ml

fotometrické stanoveni

A745



Uloha €. 3 - stanoveni koncentrace proteint podle
Kjeldahla (mineralizace proteint)

odsavaci nastavec

Vyveéva

mineralizacni tuby

mineralizacni
pristroj




Uloha €. 3 - stanoveni koncentrace proteinltl podle

Kjeldahla (uvolnéni amoniaku z mineralizovaného vzorku
hydroxidem sodnym)

poloautomaticky KjeldahlGv pfistroj
davkovaci pumpa pro hydroxid sodny

tuba obsahujici mineralizovany protein

predloha obsahujici kyselinu boritou a
indikator

zasobnik hydroxidu sodného




Uloha €. 3 - stanoveni koncentrace proteinltl podle
Kjeldahla (vydestilovani amoniaku do piediohy)

poloautomaticky KjeldahlGv pristroj

parni ventil

tuba obsahujici mineralizovany protein

predloha obsahujici kyselinu boritou a
indikator




uloha C. 4 — izolace nukleoproteinu
z bakterialnich bunék

1 - lyze bunék
2 - deproteinace
3 - precipitace nukleoproteinu



uloha C. 4 - identifikace DNA obsazené

v nukleoproteinu pomoci barevné reakce
(s difenylaminovym cinidlem)

1 = fyziologicky roztok
2 = 2 -deoxyribosa

3 = ribosa

4 = DNA

5 = RNA

6 = nukleoprotein




uloha C. 4 - UV — absorpcni spektrum DNA
(0,025 mg/ml)

Aax = 263 nm

ds-DNA 2

(nativni) s
2

ss-DNA 2

(denaturovana) ©

0,700 r
0,600 f
0,500 f
0,400
0,300 f
0,200 f

0,100 f

0,000

220,0

240,0 260,0 280,0

vinova délka (nm)

300,0



uloha C. 4 — denaturace DNA

Denaturation and renaturation of DNA



uloha €. 5 — enzymove reakce

S enzym P

stanoveni enzymové aktivity:
1) rychlost ubytku substratu
2) rychlost prirdstku produktu
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uloha €. 5 — amylazova reakce

(e Ol amylaza
e
! @;@v@
n
amylaza
glc-glc-glc-gle-glc =—> glc-glc
Skrob H,O maltosa

stanoveni aktivity amylazy:
1) ubytek substratu — Lugolova reakce, detekce ubytku Skrobu

2) prirlistek produktu — Fehlingova reakce, detekce vzniku
maltdzy (redukujici sacharid)



uloha €. 5 — amylazova reakce

¢as (min.) 0 60 60
zbarveni vzorku po pfidani zbarveni vzorku po pridani zbarveni vzorku po Fehlingové
Lugolova roztoku Lugolova roztoku reakci

zkumavka 1 3 5

A

zkumavka 2 4 6

B




uloha ¢. 5 — lipazova reakce

R-CO-QUF hpéza HOG-CLE
RCO-GF =———=> HOCF + RCOOH
R-CO-QF H,0 HO-CE

lipaza .
lipid (triacylglycerol) # glycerol + mastna kyselina
H,0

stanoveni aktivity lipazy:
prirlistek produktu — detekce vzniku mastnych kyselin
pomoci zmény zbarveni acidobazického indikatoru



uloha €. 5 — lipazova reakce

A - neutralizované mléko

B - okyselené mleko

C — neutralizované mléko po plsobeni lipazy, teplota 37 °C
D — neutralizované mléko po plsobeni lipazy, teplota 0 °C
E — neutralizované mléko po plsobeni lipazy, teplota 80 °C



uloha €. 5 — proteazova reakce

NH,- R - ? =0
H-R—(ﬁZO protein
NH-R-C=0
proteaza NH-R - | =0
HZO ________I‘_____atd.
NH-R-C=0
{NHz-R(I?O} b
OH "

stanoveni aktivity proteazy:

volné aminokyseliny ubytek substratu — stanoveni ,
koncentrace proteinu pomoci biuretove
reakce



uloha €. 5 — proteazova reakce

A’ B’ C’ D’

A - biuretova reakce po plsobeni proteazy v neutralnim prostredi
B - biuretova reakce po plisobeni proteazy v kyselém prostredi

C - biuretova reakce po plsobeni proteazy v alkalickém prostredi
D - biuretova reakce bez plsobeni proteazy



uloha C. 5 — nitritreduktazova a
nitratreduktazova reakce

X 2

2 nitritreduktaza NXO —_— N2

stanoveni aktivity nitratreduktazy: prirlistek meziproduktu — detekce
dusitanu pomoci kopulacni reakce

stanoveni aktivity nitritreduktazy: Ubytek substratu — detekce dusitanu
pomoci kopulacni reakce



uloha C. 5 — nitratreduktazova a
nitritreduktazova reakce

A — redukce dusitanu

B — redukce dusitanu
v pritomnosti antimycinu A

C — redukce dusichanu

D — redukce dusicnanu
v pritomnosti antimycinu A
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Uloha €. 6 — sacharaza z kvasnic

, - luk¢
Uy Oy glukéza
OH H
H wbﬁm H + H,0
A Hos Y. OH
sacharaza HCECHD
H,O fruktoza
redukujici

stanoveni aktivity sacharazy: prirlistek
produktu — redukujicich monosacharid(



uloha €. 6 — enzymovy minireaktor
(priprava enzymoveho minireaktoru)

kvasnicny extrakt v alginatu sodném

michany roztok chloridu vapenatého

Castice alginatového kolonka naplnéna
gelu v kadince alginatovym gelem



uloha €. 6 — enzymovy minireaktor
(odbér frakci z enzymoveho minireaktoru — detekce

redukujicich monosacharidli Somogyi-Nelsonovou
metodou)

'Tf_ 'ﬁ,.”
!
L

odbér frakci po
0 (kontrolni vzorek), 1, 2, 5, 10, 15, 20 minutach



uloha ¢€. 6 — substratova specifita sacharazy

(detekce redukujicich monosacharidli Somogyi-Nelsonovou metodou)

1 - kontrolni vzorek
2 - sachardza

3 - sachardza

4 - trehaldza

5 - trehaloza

6 - rafindza

7 - rafindza

sacharaza
oo /
w! sachardza

H |
trehaldza
/OH

KDI

rafindza



uloha C. 6 — stanoveni aktivity sacharazy v
kvasnicich

(detekce redukujicich monosacharidd Somogyi-Nelsonovou metodou)

1 — kontrolni vzorek
2-6 — paralelni stanoveni aktivity sacharazy

v = An/At



uloha ¢. 7 — amylazova reakce

(e Ol amylaza
depH l
! @;@v@
n
amylaza
glc-glc-glc-gle-glc =—> glc-glc
Skrob H,O maltosa

stanoveni aktivity amylazy:

1) ubytek substratu — Lugolova reakce, detekce ubytku Skrobu
2) prirlstek produktu — Somogyi-Nelsonova reakce, detekce
vzniku maltdzy (redukujici sacharid)



Uloha C. 7 — stanoveni aktivity slinné
amylazy ve slinach

(detekce redukujicich monosacharidd Somogyi-Nelsonovou metodou)

1 - kontrolni vzorek
2-6 — paralelni stanoveni aktivity amylazy

v = An/At



uloha €. 7 - pH optimum slinné amylasy
(detekce redukuijicich monosacharidli Somogyi-
Nelsonovou metodou)

me NG HI ——

e

335

pH 3 4 55 6 65 7 75 8 85 9



Uloha €. 7 - pH optimum slinné amylasy
(detekce skrobu Lugolovym roztokem)




Uloha €. 8 — stanoveni pocatecni rychlosti
trypsinoveé reakce

P-CO-NH-

(rypsin

—_

P-CO-NH-

lys-CO-
arg-CU

NH-P' + H,O

koncentrace trypsinu = ?

arg-CO

lys-COOH | + NH ,-P’

OH

\ titrace



Uloha €. 8 — stanoveni pocatecni rychlosti
trypsinoveé reakce

teoreticky priubch
- idealni situace skutecnost

v




rychlost enzymové reakce: mol.l-!.s*!, mol.s!
aktivita: mol.s™!

specificka aktivita: mol.s"'.mg!, mol.s*!.ml!

molekularni aktivita (Cislo premény):

mol.s”'. mol-!=g!



uloha ¢. 9 — stanoveni Michaelisovy
konstanty trypsinové reakce

NO3 MOz
/_éf x ﬂ
J}=|
>_NH trypsin Hgh
v ;
,}—NHE HNFHHE

benzoyl-Arg p-nitroanilide (BAPNA) benzoyl-Arg p-nitroanilide



uloha ¢. 9 — stanoveni Michaelisovy
konstanty trypsinové reakce

Zavislost rychlosti enzymové reakce na
koncentraci substratu

45 | l Viim
A e

35 > |
30
pd
g 25 //
20 Vo v

= ¥V 1]im
15

10 /4

0 20 40 60 80 100




uloha C. 10 — ureazova reakce

ureasd

H,N-CO-NH, + H,O — CO,+ 2 NH,

standard — 0 momol/lmocovina. ...
neznamy vzorek mocCoviny - « mimol/lL.....



uloha €. 10 - stanoveni koncentrace

mocoviny
(kalibracni primka pro stanoveni koncentrace amonnych
iontld Nesslerovym cinidlem)
koncentrace amonnych iontd:

1 = 0,00 mmol/I (slepy vzorek)

2 = 0,04 mmol/l fotometrické stanoveni
3 = 0,08 mmol/I A436
4 = 0,12 mmol/l

5=0,16 mmol/l
6 = 0,20 mmol/I




uloha €. 10 — alkoholdehydrogenazova

reakce
alkoholdehydrogendza
R- CH,-OH + NAD" — R-CHO + NADH + H*
R-CHOH-R + NAD* — R-CO-R + NADH + H*
Warburgtiv test

A340



uloha €. 10 — substratova specifita
alkoholdehydrogenazy

(kinetické méreni, Warburglyv test — As,)

etanol

A340

propanol
butanol
metanol




uloha €. 11 — fenoloxidazova reakce

O,

COOH / COOH HO
/©/\'/ D/Y mCOOH
HO

Tyrosine Dopaqulnone I Leucochrome
B

COOH

Dopa / Dopachrome

HO HO HO
\ C = C \
COOH —= COOH| —>»
N N
HO N o] H HO H

DHICA Quinone methide DHI
~a B

Vs
DHICA melanin Mixed melanin DHI melanin




uloha €. 11 - substratova specifita

fenoloxidasy (zbarveni vzork{ po 60 min. plisobeni
fenoloxidazy)

substrat:

1 = fenol (hydroxybenzen)

2 = pyrokatechol (1,2-dihydroxybenzen)
3 = resorcinol (1,3-dihydroxybenzen)

4 = hydrochinon (1,4-dihydroxybenzen)
5 = 1-naftol
6 = 2-naftol




uloha €. 11 — inhibice fenoloxidasy

@ tyrosin

nekompetitivni

fenylalanin




Uloha €. 12 — prenos elektronl
Vv respiracnim reteézci P denitrificans

experiment 1 (bez membran) — cil: nadefinovat nezname latky
jako donory nebo akceptory elektroni

peroxodisiran amonny — oxidacni ¢inidlo (akceptor elektronu)
kyselina askorbova — reduk¢ni Cinidlo (donor elektronii)
DCIP (dichlorfenolindofenol) = ?

TMPD (N,N,N’,N tetramethyl-p-fenylendiamin) = ?

oXx + ox == beze zméeny zbarveni

red + red =————— beze zmény zbarveni

ox + red » zmena zbarveni




Uloha €. 12 — prenos elektronl
Vv respiracnim retézci R denitrificans

experiment 2-4 (s membranami) — cil:
lokalizace mist napojeni umélych
elektronovych donort/akceptoru a inhibitort

(NADH)
sukcinat H+ e- o,
”
(NAD+) D
fumarat I JIL red I 0,
. H,0
/I <

(NADH)
I O

sukcinat I
(NAD+) || JIL T ||
fumarat
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Uloha €. 12 — prenos elektronl
Vv respiracnim reteézci R denitrificans
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uloha €. 12 — inhibice svételné faze fotosyntézy
diuronem

rostouci koncentrace diuronu
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