Uloha 1 — Kvalitativni a kvantitativni stanoveni sacharidii

Princip ulohy
jména:
obor: datum provedeni:
neznamy vzorek pro kvalitativni analyzu neznamy vzorek pro kvantitativni analyzu
ABCDEFGH (zakrouzkujte) abcdefgh (zakrouzkujte)

prilohy protokolu: chromatogram, graf (kalibracni pfimka pro stanoveni redukujicich sacharidd
Somogyiho metodou)

OKRUHY K PRIPRAVE

Struktura sacharidi (monosacharidy vs. disacharidy vs. trisacharidy vs. polysacharidy. Struktura
monosachariddi (pentosy vs. hexosy, aldosy vs. ketosy). Struktura disacharid a trisacharidd
(monosacharidové podjednotky, zpisoby jejich spojeni). Redukujici vs. neredukujici oligosacharidy.
Barevné reakce sacharidd. Princip rozdélovaci chromatografie. Retencni faktor. Lambertiv-Beertiv
zakon. Glukosaoxidasova reakce, princip stanoveni koncentrace glukosy enzymovou elektrodou.
Chemické vypocty.

Navod v plném znéni plati pro obory molekularni biologie, chemie, biochemie
(pétihodinova a sedmihodinova cviéeni).

Biologické obory kromé molekularni biologie (tfihodinova cvic¢eni): jen ¢asti A, B.
Ucitelské kombinace (Etyrhodinova cvic¢eni): jen €asti A, B, D.

PRINCIP ULOHY

A. Barevné reakce sacharidu

Chemické reakce sacharidii jsou zalozeny na jejich schopnosti tvofit dehydrataci mineralnimi
kyselinami furan-2-aldehyd nebo jeho derivaty a dale na reaktivité¢ hydroxylovych a karbonylovych
skupin sacharidl. Nékteré polysacharidy tvoii barevné klathraty s jodem. Volbou vhodné kombinace
kvalitativnich reakci 1ze urcit zdkladni charakteristiky neznamého vzorku. Barevné reakce sacharidi
lze dale vyuzit napt. pro jejich kvantitativni fotometrické stanoveni, pro jejich chromatografickou
detekci, pripadné pro identifikaci cukernych slozek biopolymerd.

1. Reakce zaloZené na tvorbé furan-2-aldehydu a jeho derivitii

Monosacharidy jsou ucinkem kyseliny dehydratovany na furan-2-aldehyd (oznaCovany také jako
furfural - tyka se pentos) nebo 5-hydroxymethylfuran-2-aldehyd (tyka se hexos).Furan-2-aldehyd nebo
5-hydroxymethylfuran-2-aldehyd kondenzuje s fenoly nebo aromatickymi aminy (thymol, 1-naftol,
orcin, resorcin, difenylamin a jiné) za vzniku barevnych derivati, které jsou obdobou
trifenylmethanovych barviv. Rzné sacharidy poskytuji v rtznych reakénich prosttedich rtzné
zbarvené produkty. Volbou reakcnich prostfedi proto ziskavdme reakce s rGznou specifitou. Pro
kvalitativni uréeni sacharidu v neznamém vzorku v této loze vyuZijete:

- thymolové reakce, ktera poskytuje barevny produkt se vSemi sacharidy,

- Selivanovy a Rothenfusserovy reakce, poskytujici specifické zbarveni pro v§echny ketosy,

- Bialovy reakce, poskytujici specifické zbarveni pro v§echny pentosy.

Reakce mohou poskytovat i oligosacharidy, polysacharidy nebo glykosidy, pokud pifi podminkach
stanoveni dochazi k jejich hydrolyze.
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2. Redoxni reakce

Redoxni reakce sacharidii jsou zaloZzeny na oxidaci volné karbonylové funkéni skupiny sousedici
s hydroxylovou skupinou (a-ketol). Aldehydicka skupina aldos se pritom oxiduje na karboxylovou, u
ketos dochazi k oxidaci ketoskupiny spojené se Stépenim molekuly sacharidu. Ty z oligosacharida,
které nemaji volnou karbonylovou skupinu (resp. volny hemiacetalovy hydroxyl), reakci neposkytuji.
K nejpouzivanéjsim oxida¢nim ¢inidliim patii oxid méd’naty (pouzivany ve Fehlingové a Somogyiho
reakci), soli stiibra, antimonu nebo bismutu a kyselina pikrova..

3. Reakce s jodem

Pokud ma polysacharid Sroubovicové uspofddani, pronikaji molekuly I, do dutin vytvofenych
Sroubovici a vznikly klathrat jevi zménéné fyzikalni vlastnosti (zména zbarveni). Retézce tvoiené 30
- 35 monosacharidovymi podjednotkami poskytuji modré zbarveni, fetézce tvofené 8 - 12
monosacharidovymi podjednotkami poskytuji €ervené zbarveni, kratsi fetézce zbarveni neposkytuji.

B. Rozdélovaci chromatografie sacharidu
Zakladem vsech chromatografickych metod je distribuce analyzovanych latek mezi stacionarni a
mobilni fazi na zakladé€ rozdilné interakce analyzovanych latek se stacionarni a s mobilni fazi.

Pti rozdélovaci chromatografii se jako stacionarni a mobilni faze pouzivaji dvé navzajem
nemisitelnd nebo omezené misitelnd rozpoustédla. Aby bylo mozno docilit vzajemného pohybu dvou
nemisitelnych fazi, je nutno jednu z nich zakotvit (stacionarni faze). Stacionarni fazi byva obvykle
voda, zakotvena na hydrofilnim nosié¢i (silikagel /oxid kiemiéity . x H»O/, Skrob, celulosa apod.)
(pokud nejde o tzv. chromatografii s reverzni fazi, pii které se naopak ukotvuje nepolarni rozpoustédlo
na hydrofobni nosi¢). Mobilni fazi je méné polarni organické rozpoustédlo, zpravidla smées
rozpoustédel s uritym rovnovaznym obsahem vody, ktera je nutna k tomu, aby pii eluci nedochazelo
k vymyvani stacionarni vody z nosice.

Pti rozdélovaci chromatografii v ploSném usporadani se latky nanesou na plochu nosice
s ukotvenou stacionarni fazi, pres kterou protéka mobilni faze. Latky vice rozpustné ve stacionarni fazi
se pohybuji pomaleji, latky rozpustnéjsi v mobilni fazi se pohybuji rychleji. Rychlost pohybu latek je
charakterizovana retenénim faktorem (Ry), ktery je definovan jako podil vzdalenosti analytu od
startu a vzdalenosti ¢ela rozpoustédla od startu. (Teoreticky mtize R¢ dosahovat hodnot od 0 /latka
se pti chromatografii nepohybuje, zlistava na startu/ do 1 /latka putuje soucasné s ¢elem mobilni faze/.
Optimalné maji byt Ry v rozmezi od 0,15 do 0,8.) Jakmile dojde Celo rozpoustédla k okraji plochy
nosice, proces se ukonc¢i, chromatogram se vysusi a jednotlivé latky (pokud nejsou barevné) se
detekuji (nejcastéji vybarvenim skvrn latek pomoci chemickych ¢inidel, nékdy je mozné pozorovat
skvrny v ultrafialovém svétle, radioaktivni latky I1ze lokalizovat métenim radioaktivity apod.).
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V této tloze bude k identifikaci neznamého vzorku sacharidu pouzita rozdélovaci chromatografie
v plosném usporadani na tenké vrstvé silikagelu (Silufol). Stacionarni faze je polarni a tvori ji
voda vazana v silikagelu, mobilni faze je méné polarni a tvofi ji smés ethylacetatu, isopropanolu
a vody. Pohyblivost sacharidii je pii rozd€lovaci chromatografii ovlivnéna predevsim velikosti
molekuly (pocet monosacharidovych podjednotek — monosacharidy vs. oligosacharidy) a poctem
uhlikli v molekule (pentosy vs. hexosy), dale prostorovym uspofadanim hydroxylovych skupin
(rozliSeni epimerQ) a jejich poctem (sacharid vs. deoxysacharid). Vliv na pohyblivost sacharidi ma
dale charakter cyklické struktury (furanosy jsou pohyblivéjs$i nez pyranosy), u oligosacharidi se
uplatituje i zpisob spojeni podjednotek (1,4-disacharidy jsou pohyblivéjsi nez 1,6-disacharidy).
Detekce sacharidi na chromatogramu bude provedena jejich reakci s hydrogenftalatem anilinu.
Aldopentosy poskytuji s touto latkou po zahtati v kyselém prostfedi intenzivni zbarveni odlisného
odstinu nez aldohexosy, ketosy se barvi slabéji. Redukujici oligosacharidy rovnéz poskytuji zbarveni,

neredukujici oligosacharidy zbarveni neposkytuji a nelze je touto metodou identifikovat.

C. Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidi Somogyiho

metodou

Sacharidy obsahujici volnou hemiacetalovou hydroxylovou skupinu redukuji v alkalickém prostiedi
za zvySené teploty (100 °C) komplexni méd’matou sl (vytvofenou pii smichani Somogyiho-
Nelsonova ¢inidla I a II) za vzniku méd’nych ionti, které dale redukuji arsenomolybdenan (soucast
Somogyiho-Nelsonova cinidla III) na molybdenovou modi. Ta je barevnym reakénim produktem
s absorpénim maximem pii vlnové délce 740 nm, jehoz koncentraci lze stanovit fotometricky.
Intenzita modrého zbarveni je tedy piimo umérna koncentraci redukujicich sacharidd. Pii
nizkych koncentracich redukujicich sacharid ve vzorku je vysledné zbarveni modrozelené nebo
travove zelené. Metoda je velmi citliva: je vhodna pro vzorky obsahujici velmi malé latkova mnozstvi
redukujicich sacharidii (fddoveé 0,1 pmol), na druhé stran¢ vSak jakékoliv neéistoty redukujicich latek
ve zkumavkach a pipetach falesné pozitivné ovliviiuji ziskané vysledky.

D. Stanoveni koncentrace glukosy pomoci elektrody

s imobilizovanym enzymem
Glukosaoxidasa (systematicky nazev: B-D-glukopyranosa : O»-1-oxidoreduktasa) katalyzuje oxidaci -
D-glukopyranosy (glukosy) na kyselinu glukonovou (ptes glukonolakton) a peroxid vodiku:

H>O
p-D-glukopyranosa + O, —> kyselina glukonova + H>O:

MnozZstvi peroxidu vodiku vznikajiciho glukosaoxidasovou reakci je wUmérné mnoZstvi
spotifebované glukosy a Ize jej stanovit amperometricky pii konstantnim potencialu +650 mV jeho
oxidaci

H:0;—> O+ 2H" + 2¢
na pracovni platinové elektrod¢ (referentni elektrodou je argentchloridova elektroda). Velikost
proudu je tedy pFimo umérna koncentraci glukosy ve vzorku.
K méfeni bude vyuzit pocCitaCem fizeny elektrochemicky detektor; nastaveni pracovnich parametrd,
vlastni méfeni i vyhodnocovani namétenych udajii se provadi pomoci pocitacového programu
LabTools pod opera¢nim systémem Windows.

Glukosa je v klinické praxi nejcastéji stanovovanym sacharidem. ZvySena hladina glukosy v krevnim séru a
v moc¢i indikuje poruchu cukerného metabolismu - nejcastéji cukrovku (diabetes mellitus). U zdravého jedince je
koncentrace glukosy v krevnim séru velmi stabilni (rozmezi normalnich hodnot je 3,3 - 5,6 mmol.I'!), v mo¢i
maximalné 0,72 mmol.I!.

Stanoveni glukosy pomoci glukosaoxidasy je (na rozdil od napf. Somogyiho metody) vysoce
specifické (glukosaoxidasa se pouziva také k fotometrickému stanoveni glukosy nebo k jejimu
orientacnimu stanoveni pomoci diagnostickych papirki). Vyhodou imobilizace enzymu je moZzZnost
jeho opakovaného pouziti, ¢imz se podstatné snizuji naklady na stanoveni. V pfipad¢ enzymovych
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elektrod (jde o nejbéznéjsi typ biosensoru) je enzym imobilizovan navazanim na membranu elektrody
zpravidla pomoci glutaraldehydu (zesitovani enzymu) v pfitomnosti albuminu.
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PRAKTICKA CAST A. Barevné reakce sacharidu

Material a vybaveni:

1 % roztoky sacharidl (standardni vzorky)

(arabinosa /ara/, ribosa /rib/, glukosa /gle/, galaktosa /gal/, fruktosa /fru/, sacharosa /sac/, trehalosa /tre/,
maltosa /mal/, Skrob /Skr/, glykogen /gly/)

neznamy vzorek pro kvalitativni analyzu (obsahuje jeden z vySe uvedenych sacharidu) (?)

koncentrovana kyselina chlorovodikova

3 % roztok thymolu v ethanolu

Selivanovo ¢inidlo (roztok resorcinu v kyselin¢ chlorovodikové)

Rothenfusserovo ¢inidlo (roztok difenylaminu v ethanolu, kyselin€ octové a chlorovodikoveé)

Bialovo ¢inidlo (roztok orcinu a chloridu zelezitého v kyselin€ chlorovodikové)

Fehlingovo ¢inidlo I (roztok siranu méd’natého)

Fehlingovo ¢inidlo II (roztok vinanu sodno-draselného v hydroxidu sodném)

Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo I (roztok uhli¢itanu sodného, siranu sodného a vinanu sodno-

draselného)

Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo II (roztok siranu méd’natého a siranu sodného)

Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo III (roztok molybdenanu amonného a arseni¢nanu sodného v kyselin€ sirové)
Lugoluv roztok (roztok jodu a jodidu draselného)

zkumavky, Pasteurovy pipety, kahan a trojnozka nebo vari¢, drzak na zkumavky, hrnec, kruhovy stojan na
zkumavky

Postup:

Reakce provedte sroztoky znamych sacharidii a s nezndamym vzorkem podle rozpisu v tabulce na
nasledujici strané. Vysrafované reakce vynechejte. Vznik barevnych produktl, ptipadné sraZenin,
zapiste do tabulky v fadku ,,popis*. Je-li zbarveni vzorku pfili§ intenzivni, tak, Ze nelze rozeznat jeho
odstin, zfed'te vzorek vodou. Na zaklad¢ znalosti specifity reakce, struktury a chemickych vlastnosti
sacharidu rozhodnéte, zda je vysledek reakce pro dany sacharid pozitivni (+) nebo negativni (-).
Totéz rozhodnéte v pripad€é neznamého vzorku, a to na zdklad¢ podobnosti zbarveni. Vysledky zapiste
do tabulky.

Roztoky c¢inidel nepipetujte ani nepouzivejte davkovace - odmeérujte pomoci
plastovych Pasteurovych pipet (,kapatek“)!

Thymolova reakce (reakce na pritomnost sacharidu). Smichejte 0,5 ml roztoku sacharidu, 3 kapky
roztoku thymolu a 3 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové. Opatrné povaite 1 - 5 minut.
Selivanova reakce (reakce na pritomnost ketosy). Smichejte 0,5 ml roztoku sacharidu a 2 ml
Selivanova ¢inidla. Zahfivejte 1 minutu na vrouci vodni lazni.

Rothenfusserova reakce (reakce na pritomnost ketosy). Smichejte 0,5 ml roztoku sacharidu a 2 ml
Rothenfusserova ¢inidla. Zahtivejte 10 minut na vrouci vodni lazni.

Bialova reakce (reakce na pritomnost pentosy). Smichejte 0,5 ml roztoku sacharidu a 2 ml Bialova
¢inidla. Zahtivejte 5 minut na vrouci vodni lazni.

Fehlingova reakce (reakce na pritomnost redukujiciho sacharidu). Smichejte 0,5 ml roztoku
sacharidu, 0,5 ml Fehlingova ¢inidla I a 0,5 ml Fehlingova ¢inidla II. Opatrné povarte.

Somogyiho reakce (reakce na pritomnost redukujiciho sacharidu). Smichejte 0,5 ml roztoku
sacharidu, 0,5 ml Somogyi-Nelsonova ¢inidla I a 0,5 ml Somogyi-Nelsonova ¢inidla II. Zahiivejte 10
minut na vrouci vodni 1azni. Po zchladnuti pfidejte 2 ml Somogyi-Nelsonova ¢inidla II1.

Reakce s jodem (reakce na piitomnost polysacharidu). 0,5 ml roztoku sacharidu smichejte
s kapkou Lugolova roztoku.



Uloha 1 — Kvalitativni a kvantitativni stanoveni sacharidi
Prakticka ¢ast A. Barevné reakce sacharidi

-~

ara | rib | glc | gal | fru | sac | mal | tre | gly | Skr

reakce na pritomnost sacharidu

opis
thymolova pop
+/-
reakce na pritomnost ketosy
opis
Selivanova pop
+/-
opis
Rothenfusserova pop
+/-
reakce na piitomnost pentosy
opis
Bialova pop
+/-
reakce na pritomnost redukujiciho sacharidu
opis
Fehlingova pop
+/-
opis
Somogyiho Pop
+/-
reakce na pritomnost polysacharidu
opis
s jodem pop
+/-

*glykogen — jen pokud je k dispozici

Vyhodnoceni:

Na zaklad¢ informaci, které jste ziskali o struktute a chemickych vlastnostech neznamého sacharidu
rozhodnéte, pritomnost kterého sacharidu v neznamém vzorku piipada v avahu:

Priubézny vysledek: sacharid v neznamém vzorku:
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PRAKTICKA CAST B. Rozdélovaci chromatografie sacharidu

Material a vybaveni:

2 % roztoky sacharidii v 30 % isopropanolu (standardni vzorky)

(ribosa /rib/, 2"-deoxyribosa /drib/, glukosa /glc/, galaktosa /gal/, mannosa /man/, fruktosa /fru/, maltosa /mal/,
laktosa /lac/, cellobiosa /cel/)

neznamy vzorek pro kvalitativni analyzu (?)

smés ethylacetat - isopropanol - voda (3:2:1)

hydrogenftalatanilinové ¢inidlo (roztok hydrogenftalatu anilinu v butanolu)

Silufol, pravitko, tuzka, chromatograficka komurka, kapilary nebo davkovace, infralampa, rozprasovacé

Postup:

Na desce Silufolu oznacte tuzkou startovaci linii asi 1 cm od okraje. Vzorky (standardy a neznamy
vzorek) nanasejte Cistymi kapilarami na start tak, aby maximalni velikost skvrny byla 2-3 mm
(v potfadi podle tabulky). Zkratkou oznacte druh nanaSeného sacharidu. Silufol kratce vysuste pod
infralampou a umistéte do chromatografické komutrky s vyvijeci smési (mobilni faze). Jakmile celo
mobilni faze dosahne vzdalenosti asi 1 ¢cm od horniho okraje, oznaéte je tuzkou a chromatogram
vysuste 5 minut pod infralampou. Suchy chromatogram posttikejte hydrogenftalatanilinovym ¢inidlem
a umistéte na 30 minut pod infralampu k vysuseni. Dale pokracujte az poté, co jste predlozili
vedoucimu cviceni vysledek ulohy 1A ke kontrole. Tuzkou si oznacte stfedy skvrn na chromatogramu.

Vysledky a vyhodnoceni:

Vlastni chromatogram odevzdate ptipevnény k protokolu.

Uved’te vzdalenost start — ¢elo rozpoustédla: cm

Urcete Ry vzorkl obsahujicich znamé sacharidy a Ry neznamého vzorku (viz tabulka).

sacharid vzdalenost stiedu R
skvrny od startu [cm] f
ribosa (rib)

2’-deoxyribosa (drib)
glukosa (glc)
galaktosa (gal)
mannosa (man)
fruktosa (fru)
maltosa (mal)
laktosa (lac)

cellobiosa (cel)
?

Pritad’te k sob€ hodnotu Rf nezndmého vzorku a nejbliz§i hodnotu R mezi znamymi sacharidy. O jaky
sacharid se jedna? Zakrouzkujte jej v tabulce. (V ptipadé€ blizkych hodnot Ry mizete pouzit zbarveni
skvrn jako pomocny parametr.) Srovnejte vysledek s vysledkem tlohy 1A a provedte definitivni
zaver, ktery sacharid je obsazen v neznamém vzorku:

Souhrnny vysledek tloh 1A a 1B: sacharid v neznimém vzorku:




Uloha 1 — Kvalitativni a kvantitativni stanoveni sacharidii
Prakticka cast C. Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidit Somogyiho metodou

PRAKTICKA CAST C. Stanoveni koncentrace redukujicich
sacharidu Somogyiho metodou

Material a vybaveni:

standardni roztok glukosy (0,2 mmol.I"")

neznamy vzorek pro kvantitativni analyzu (obsahuje glukosu o neznamé koncentraci)
Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo I (roztok uhli¢itanu sodného, vinanu sodno-draselného a siranu sodného)
Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo II (roztok siranu méd’natého a siranu sodného)

Somogyiho-Nelsonovo ¢inidlo III (roztok molybdenanu amonného a hydrogenarseni¢nanu sodného v kyseliné
sirove)

zkumavky, pipety, davkovace, pumpickvé davkovace, odmeérné bariky 50 ml a 100 ml, kahan a trojnozka nebo
varic, hrnec, kruhovy stojan na zkumavky, vortex, fotometr, kyvety

Postup:

Nejprve si zied'te ¢ast neznamého vzorku pro kvantitativni analyzu nasledujicim zptisobem: pipetujte
1 ml vzorku do 50 ml odmérné banky a doplite destilovanou vodou po rysku. Po dikladném
promichani pipetujte z takto zfedéného roztoku 10 ml do 100 ml odmérné banky, doplitte opét
destilovanou vodou po rysku a ditkladné promichejte (tuto odmérnou baiiku oznacte pismenem N).

Nachystejte si sadu 8 zkumavek, které¢ diukladné vyplachnete destilovanou vodou.

Pouzivejte pouze dokonale c¢isté zkumavky a pipety. Stanoveni je velmi citlivé,
jakakoliv stopa redukujicich latek hrubé zkresluje jeho vysledek.

Podle tabulky pfipravte nejprve sadu Sesti roztokii o celkovém objemu 0,5 ml a zndmé koncentraci
glukosy k sestrojeni kalibra¢ni pfimky (zkumavky 1-6). Pipetujte podle rozpisu pipetami, které jste
vyplachli destilovanou vodou. Zkumavka €. 1 neobsahuje glukosu viibec, proto se pouzije jako slepy
vzorek. Do zkumavek ¢.7 a 8 pipetujte zfedény nezndmy vzorek zodmérné baiky oznacené
pismenem N.

pipetovany objem
ziedény
1| neznamy . vypoctena
zkumavka 0,2 mmol.l vzorek destil. c(gle) Ao
y roztok glc . voda B
¢. [ml] (z odmérné [m] [mmol.]""]
banky N)
[ml]
1 0,0 0,0 0,5 0,00
2 0,1 0,0 0.4
3 0,2 0,0 0,3
4 0,3 0,0 0,2
5 0,4 0,0 0.1
6 0,5 0,0 0,0 D Az
7 0,0 0,5 0,0 ?
8 0,0 0,5 0,0 ?

V Uloze pracujete s toxickymi €inidly (zejména Somogyiho-Nelsonovo ¢€inidlo Ill) -
pracujte se zvySenou opatrnosti!

Do vSech zkumavek davkujte (pumpickovym davkovacem) 0,5 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla I,
vzorky promichejte a zahfivejte asi 5 minut na vrouci vodni ldzni. Potom pfidejte (pumpickovym
davkovacem) do vSech vzorki 0,5 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla II a zahfivejte na vrouci vodni
lazni dalsich 10 minut.

Po ochlazeni na laboratorni teplotu (Ize chladit pomoci studené vody) pfidejte pumpickovym
davkovacem do vSech vzorkli 2 ml Somogyiho-Nelsonova ¢inidla III, vzorky promichejte a po 5




Uloha 1 — Kvalitativni a kvantitativni stanoveni sacharidii
Prakticka cast C. Stanoveni koncentrace redukujicich sacharidit Somogyiho metodou

minutach stani pii laboratorni teploté (zbarveni je stalé po dobu nékolika hodin) opét promichejte
(vypuzeni oxidu uhli¢itého ze vzorku).

Zméfte absorbanci roztokt 2-8 pfi vinové délce 740 nm proti slepému vzorku €.1 (roztoky po méfeni
vracejte do zkumavek), vysledky zapiste do tabulky. V ptipad¢ vyskytu bublinek (CO,) v kyvetach
zatukejte kyvetou jemné o stil, ¢imz CO; vypudite. Piesahne-li absorbance nékterého z roztoki
hodnotu 0,8 (nad touto hodnotou jiz neni zavislost absorbance na koncentraci linedrni — neplati
Lambert-Beertiv zakon), zied’te celou sadu roztokli 1-8 v poméru 1:1 destilovanou vodou; namétenou
hodnotu absorbance musite v tomto pfipadé vyndsobit dvéma.

Vzhledem k tomu, Ze kalibracni graf pro stanoveni redukujicich sacharidii budete
pouzivat v dalSich ulohach (uloha €. 6), je nezbytné nutné ziskat spravné vysledky.
Nespravnou zavislost ihned konzultujte s vyucujicim.

Vyhodnoceni:

Vypocitejte koncentrace glukosy ve zkumavkach ¢. 2-6, vysledky doplnte do tabulky. Vypocitejte
pramér absorbanci ve zkumavkach 7-8 a dopliite do tabulky.

Sestrojte kalibracni graf (zavislost A74 na koncentraci glukosy ve zkumavce). Z rovnice kalibra¢ni
primky, kterou zobrazite v grafu, pak vypocitejte koncentraci glukosy ve ziredéném neznamém
vzorku (vypocet uved'te nize):

Vypocitejte, kolikrat byl zfedén pivodni neznamy vzorek pfti ptipravé zfedéného nezndmého vzorku
(odmérna banka N).

Redéni neznamého vzorku: krat

Timto faktorem vynasobte koncentraci glukosy ve ziedéném neznamého vzorku, abyste ziskali
koncentraci glukosy v piivodnim neznamého vzorku.

Vysledek:
koncentrace glukosy v neznamém vzorku zjiSténa Somogyiho metodou: ¢ = mmol.I"!




Uloha I — Kvalitativni a kvantitativni stanoveni sacharidii
Prakticka cast D. Stanoveni koncentrace glukosy pomoci elektrody s imobilizovanym enzymem

PRAKTICKA CAST D. Stanoveni koncentrace glukosy pomoci
elektrody s imobilizovanym enzymem

Tato ¢ast cvi¢eni bude provedena demonstra¢ng.
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Uloha 1 — Kvalitativni a kvantitativni stanoveni sacharidii
Kontrolni list

KONTROLNI LIST

jména:

obor: datum provedeni:

neznamy vzorek pro kvalitativni analyzu neznamy vzorek pro kvantitativni analyzu
ABCDEFGH (zakrouzkujte) abcdefgh (zakrouzkujte)

ULOHA 1A

| Priubézny vysledek: mozné sacharidy v neznamém vzorku: ‘
Podpis vedouciho cviceni:
ULOHA 1B

‘ Souhrnny vysledek loh 1A a 1B: sacharid v neznamém vzorku: ‘
Podpis vedouciho cviceni:

ULOHA 1C
zkurnavka A74o

0,000

X [QA[AN|Nn | K[ [N|—]| O

Podpis vedouciho cviceni:
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