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Laboratdrne cvicenia z bioldgie Il.

PREDSLOV

Ill

Skriptum ,Laboratdrne cvienia z biolégie [I“ sumarizuje zdkladné principy a metédy
vyuZivané v biologickom vyskume, ktoré su nadstavbou a pokrocilou verziou laboratdérnych
metdd a principov prezentovanych v skripte ,Laboratérne cvi¢enie z bioldgie 1“. PredloZzené
skriptum poskytuje teoreticky zaklad a prehlad laboratérnych technik a uloh, ktorych cielom
je pochopit fungovanie Zivého organizmu v rdmci organizmu samotného a taktiez vo vztahu

k vonkajsiemu prostrediu a experimentdlne zvladnut laboratérne metddy s tym suvisiace.

PredloZeny Studijny material je urceny Studentom odboru Biotechnolégie, ale taktiez
vSetkym tym, ktori maju zaujem osvojit si postupy vyuZivané v biologickom vyskume.

Zamerom predlozeného uéebného materidlu je prehibit v tudentoch teoretické vedomosti o
experimentalnych metddach a taktiez umoznit im ziskanie experimentalnych skisenosti v
tejto oblasti.

Autori
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LABORATORNY PORIADOK

1.

10.

11.

12.

Student je povinny zozndmit sa pred zacatim prace v laboratériu s laboratérnym
poriadkom, s bezpecnostnymi predpismi a s pravidlami poskytnutia prvej pomoci pri
ohrozeni zdravia.

Student je povinny obozndmit sa pred zacatim prace v laboratériu so zasadami priebehu
laboratérnych cviceni, so Studijnym materidlom, so spbésobom, ako sa na cvienia
pripravit a ako hodnoti laboratérne cvicenia vyucujuci.

Ucast na laboratérnych cvi¢eniach je pre $tudenta povinna a ka?da absencia musi byt
ospravedinena. Ak ma student vaine osobné/zdravotné dovody, pre ktoré sa nemdze
zGcastnit cvi¢enia, oznami ich vyudujicemu, ak je to mozné, vopred. Kazdé zameskané
cvicenie musi byt nahradené. Na termine ndhradného cvicenia sa dohodne Student
s vyucujucim.

Student je povinny prichddzat do laboratéria véas ariadne pripraveny. Musi mat
pripravené potrebné vypoCty na pripravu roztokov, poznat latky, sktorymi bude
pracovat aich vlastnosti. Pred zacatim cviCenia vyucujuci overi znalost Studentov
formou kratkeho pisomného testu a ustneho preskusania. Pokial vyucujuci usudi na
zaklade previerky znalosti, Ze Student nemd dostatocné znalosti na rieSenie daného
cvicenia, cvicenie vykona Student v ndhradnom termine.

Pri praci vlaboratériu musi mat Student zapnuty pracovny plast, vhodnu obuv
a pracovné pomocky (poznamkovy zosit s napisanou pripravou, ceruzku, pero, fixku na
sklo, pravitko, noZznice). DIhSie vlasy ma Student vypnuté a taktiez nema Ziadne visiace
nausnice, naramky na rukach a doplnky, ktoré by branili bezpecnej praci v laboratériu.
Studenti pracuju v dvojiciach, pripadne v trojici, pricom experimentalnu pracu si
primerane rozdelia, aby sa kazdy podielal na rieSeni uloh.

Pred samotnou pracou si Student prezrie laboratérne pristroje a pomécky. Pripravi si na
pracovny stol vSetky potrebné laboratérne pomaocky. Pred pouzivanim pristrojov sa musi
$tudent najskor zoznamit s ich obsluhou. Student je taktie? oboznameny s vlastnostami
kazdej chemikalie, s ktorou pracuje (i ide o prchavu latku, toxicku, jed a podobne).
S rizikovymi latkami pracuje Student bezpecne, v rukaviciach avzapnutom digestore
a pod dohladom vyucujuceho.

Vsetky nedostatky a poruchy zistené pred zacatim prace alebo pocas nej, okamzite hlasi
Student vyucujucemu.

Pri praci na samotnom cvi¢eni je nutné postupovat presne podla zadanej ulohy
a pokynov vyucujuceho.

So vSetkymi laboratdrnymi poméckami pracuje Student opatrne a bezpecne. Chrani seba
i ostatnych v laboratériu pred rizikom otvoreného ohna, nebezpecnej chemickej latky
alebo rozbitia skla.

Student si popisuje zodpovedne vietko laboratérne sklo, v ktorom skladuje chemické
roztoky.

Priebeh prace a dosiahnuté vysledky si kazdy Student zaznamendva do laboratérneho
dennika. Po skonceni kaZzdej ulohy ukdze povinne Student dosiahnuté vysledky
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13.

14.

15.

16.

vyucujucemu, vinom pripade nie je povaZované laboratdrne cvitenie za Uspesne
zrealizované.

Vypracované laboratérne protokoly z laboratérneho cvi¢enia odovzdd Student vzdy
v stanovenom termine elektronicky, pricom vypracovany laboratdérny protokol musi
obsahovat vsetky nevyhnutné nalezitosti a musi byt napisany na predpisanom formulari.
Po skonceni prace je Student povinny upratat svoje pracovné miesto, vypnut elektrické
spotrebi¢e, poriadne umyt sklo (sapondatom a hubkou), oplachnut ho dékladne
v destilovanej vode a vloZit spravne do susiarne.

Student mdZe opustit laboratérium aZ po kontrole dosiahnutych vysledkov a stavu
pracovného stola vyucujucim.

Pripadné nehody Studenta v laboratériu alebo akékolvek (aj drobné) poranenie,
pripadne nevolnost je nutné ihned hlasit vyuCujucemu av pripade potreby zahdjit
okamzZite prvi pomoc.
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BEZPECNOST PRACE V LABORATORIU

o vk wnNE

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Prace sa uskutocnuju vyhradne podla pokynov vyucujiceho a pracovného ndvodu.

Tasky a oblecenie studentov je potrebné ulozit do skrifi mimo laboratéria.

V laboratdriu sa nikdy neje, nepije a nefajci.

Na jedenie a pitie (aj mimo laboratdria) sa nikdy nepouziva chemické sklo.

Chemikalie sa nikdy neochutnavaju a neinhaluju sa ich vypary.

Praca s jedovatymi, prchavymi a pachnucimi l[atkami sa uskutocnuje iba v digestore so
spustenou ventilaciou pod dozorom vyucujuceho.

Pipetuje sa vyhradne pomocou baldénikov alebo inych zdrojov podtlaku, nikdy nie
ustamil

Pri praci pri podtlaku alebo pretlaku v sklenych aparaturach sa pouziva iba neposkodené
(nie prasknuté) laboratdrne sklo. Podtlakové Casti aparatiry sa musia zakryt ochrannym
Stitom.

Opravy alebo Upravy elektrickej inStalacie a pristrojov uskutocniuje iba osoba na to
uréena. V pripade nefunkcnosti zariadenia alebo jeho poruchy je potrebné toto hlasit
ihned vyucujucemu.

Pri praci so Zieravinami ainymi nebezpecnymi latkami je potrebné pracovat velmi
opatrne, chranit si tvar a o¢i ochrannym Stitom a ruky ochrannymi rukavicami.

Na pracovisku sa udrZuje vidy poriadok a Cistota. Je nutné dbat na to, aby sa vonkajsie
steny nadob alebo pracovné miesto nepostriekali chemikaliami.

Vsetko laboratdérne sklo, ktoré sa pouziva na pracu s chemikaliami a roztokmi, si musi
Student vZdy oznacit viditelne fixkou (najlepsie v hornej tretine laboratérneho skla).
Koncentrované kyseliny a zasady sa riedia tak, Ze kyselina alebo zasada sa leje tenkym
prudom po tycinke do vody za su¢asného miesania a chladenia, nie naopak.

Pri uskuto¢niovani pokusov v skimavkdch sa drzZi Ustie skimavky odvratené od tvare
(svojej i spolupracovnikov).

Pri praci s horlavinami nesmie byt v blizkosti otvoreny ohen. Pri destilacii horlavin je
potrebné z okolia odstranit zasobné nadoby horlavin a kontrolovat prietok vody
v chladic¢i. Horlaviny nikdy nezahrievajte priamym plamenom, pouZivajte kupele (vodny
alebo olejovy) alebo ohrevné hniezda.

Zvysenu pozornost je potrebné venovat hlavne manipuldcii s horlavinami . triedy, ktoré
maju teplotu vzplanutia do 21 °C (acetén, éter, metanol, etanol, benzin, benzén
a toluén).

Crepiny a iné odpadky s ostrymi hranami musia byt odkladané do nadob zvlast k tomu
urcenych, nikdy ich nehadzte do smetného kosa.

Zvysky jedov a organickych rozpustadiel sa likviduji podla pokynov vyucujiceho.
Zvycajne sa zlievaju do zasobnych fliaS na to uréenych a nikdy nie do umyvadlovej
vylevky.

Pri praci s éterom sa dba na bezpecnostné opatrenia (moZnost vznietenia i od horucich
sucasti inych pristrojov).
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20.

21.

22.

23.

24,

25.

So spotrebnym materialom, chemikdliami a pristrojmi musi Student zaobchadzat
opatrne a Setrne.

V pripade rozbitia ortutového teplomeru ohlaste tuto skutocnost ihned vyucdujicemu.
Vsetky zvysky teplomera sa zlikviduju podla pokynov vyucujuceho. Ortut sa skladuje
v uzatvorenej nddobe s vodou a zneskodnuje sa ako jed.

Ak vypukne poZiar, je kazdy povinny pokusit sa ho uhasit vlastnymi silami bez ohrozenia
vlastného Zivota aZivota spolupracovnikov (hasiacim pristrojom, improvizovanymi
hasiacimi prostriedkami) a zaroven student hlasi tuto skuto¢nost ihned vyucujucemu. Je
nutné dalej vypnut elektricky prud a pokusit sa odstranit z okolia poZiaru horlavé latky
(hlavne kvapaliny) a nadoby so stlacenymi plynmi. Ak sa neda poZziar uhasit vlastnymi
silami, je potrebné okamZite zavolat pomoc (tel. ¢islo 150 alebo 112).

V pripade nehody okamizite informujte vyucujuceho azranenému sa poskytne prva
pomoc. Veducemu cvicenia je treba hlasit i kazdé nepatrné poranenie, bolesti hlavy,
hudanie v usiach, nevolnost a pod. Vo vSetkych pripadoch je nutné spisat protokol
o poraneni, pre pripad neskorsich komplikacii.

Po skonceni prace v laboratériu zanechdva Student cCisty a upratany pracovny stol.
Vsetky pouzité chemikdlie a roztoky su bud uskladnené po ukonceni prace v zasobnych
flasiach alebo spravne zneskodnené.

Po ukonceni prace v laboratdriu je nutné si umyt ruky.

Kontrolné otazky

© 0N A WN R
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Co je zakazané robit v laboratériu?

Kde sa v laboratdriu pracuje s jedovatymi, prchavymi a pachnucimi latkami?
Ako sa pipetuju roztoky?

V piatich bodoch popiste ako bezpeéne pracovat v chemickom laboratériu.
Ako sa riedia koncentrované kyseliny a zasady?

Aké zasady platia v laboratdriu pri praci s horlavinami?

Ako sa v laboratériu odstranuju zvySky organickych rozpustadiel?

Ako sa treba zachovat v pripade rozbitia ortutového teplomera?

Aké pravidla platia v biologickom laboratériu pri poZziari?

. Vakom stave zanechdva Student svoje pracovné miesto po ukonceni prace

v biologickom laboratériu?
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PRVA POMOC PRI NEHODE

Pri poleptani koZe silnou zasadou alebo kyselinou sa zasiahnuté miesto ihned dokladne
oplachne pradom vody. Pri poleptani kyselinou sa neutralizuje miesto roztokom
hydrogénuhli¢itanu sodného (NaHCOs; 20 g/l; w/v), pri poleptani zdsadou zriedenou
kyselinou octovou (CH3COOH; 5 g/l; v/v).

Pri zasiahnuti oka chemikdliami sa ihned oko vyplachne slabym pridom vody. V pripade
zasiahnutia oka zasadou, oko sa vyplachne bérovou vodou (roztok kyseliny boritej, HsBOs3;
30 g/l). Ak sa jedna o kyselinu, pouZije na vyplach roztok boraxu (Na;BsO7; tetraboritan
sodny; 20 g/l; w/v). V kazdom pripade je nutné vyhladat o¢ného lekara.

Pri poleptani sliznice v Ustach sa uskutoéni dokladny vyplach Ust vodou a nasledne
neutralizdcia vyplachom zriedenou kyselinou octovou (poleptanie zasadou) alebo
hydrogénuhli¢itanom sodnym (poleptanie kyselinou).

Po poziti zasady (NaOH; KOH a pod.) sa odporuca pit zriedenu kyselinu octovu (0,5 —
2,0 g/1; v/v), po poiiti kyseliny sa pije suspenzia oxidu hore¢natého alebo hydroxidu hlinitého
vo vode. Po poziti jedov je charakter prvej pomoci Specificky, podla druhu otravy, odporuca
sa vypit aspori 0,5 vody a vyvolat zvracanie. Je vidy nutné vyhladat odborné lekarske
oSetrenie a informovat zaroven vyucujuceho.

Horiaci odev sa hasi prikryvkou alebo vodou. Pri likvidacii vacsich plamenov sa pouZije
hasiaci pristroj. Pri malych popaleninach je nutné oSetrit postihnuté miesto mastou na
popaleniny a zakryt sterilnym obvazom. Vacsie popaleniny osetri lekar.

Pri porezani sklom je potrebné odstranit z povrchovej rany sklo, okolie dezinfikovat
zriedenym roztokom peroxidu vodika (H202; 3 %; v/v) a obviazat sterilnym obvazom. Vacsie
zranenia oSetri lekar.

Kontrolné otazky

Ako postupovat pri podavani prvej pomoci pri poleptani kozZe silnou kyselinou?

Ako postupovat pri podavani prvej pomoci pri poleptani koZe silnou zdsadou?

Ako postupovat pri poddvani prvej pomoci pri zasiahnuti oka zasadou alebo kyselinou?
Ako postupovat pri podavani prvej pomoci pri poziti zasady alebo kyseliny?

Ako postupovat pri podavani prvej pomoci pri poziti jedov?

Kedy sa odporuca pit suspenzia oxidu hore¢natého vo vode?

Ako sa hasi v biologickom laboratériu horiaci odev?

Ako sa oSetruju v biologickom laboratériu popaleniny?

© 0 Nk WwWwNR

Ako sa treba zachovat v biologickom laboratdriu pri porezani sklom?
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NEBEZPECNE LATKY V BIOLOGICKOM LABORATORIU

Amoniak (NHs) je zna¢ne prchavy. Pary leptaju sliznicu a vo vysokych koncentraciach
mo&zZu posobit smrtelne. Postihnuty potrebuje Uplny pokoj a pobyt na cerstvom vzduchu. Pri
nadychani, ¢i poZiti, je nutné podavat velké mnoZstvo vody s octom alebo citronom, neskor
olivovy olej s kuskami ladu. Samoniakom sa vlaboratériu pracuje vo forme hydroxidu
amonneho (HN4OH) a vidy opatrne a v zapnutom digestore.

Chlér (Cl;, za normalnej teploty plyn) a brom (Brz, za normalnej teploty kvapalna Iatka)
silne leptaju dychacie organy. Ich Ucinky sa prejavuju az po niekolkych hodinach (kasel,
dusenie). Postihnuty sa prenesie na Cerstvy vzduch, zaisti pokoj, nenuti sa ho dychat zhlboka
a nikdy sa neposkytuje umelé dychanie. Je mozné vdychovat vodnu paru s amoniakom alebo
etanolom, ¢ 2 % (w/v) roztokom sdédy. Asandcia rozliateho bromu sa uskutolriuje
tiosiranom.

Kyanovodik (HCN) a kyanidy (CN") su prudko jedovaté latky mandlového zapachu. Pary
kyanovodika spdsobuju i v nizkych koncentraciach okamzitd smrt. Plyn prenika pokozkou. Pri
praci s kyanovodikom sa vzdy pouziva plynova maska. Pri otrave je nutna okamzita lekarska
pomoc. DIhodobo sa zavddza umelé dychanie, popripade sa zabezpeci vdychovanie kyslika.
Kyanidy p6sobia ako inhibitory dychacieho retazca mitochondrii. Smrtelnad davka je zhruba
200 mg. Pri otrave je potrebné okamzite vyplachnut Zaludok a vyvolat zvracanie, pricom sa
podava zriedeny peroxid vodika. Injekéne sa podava metylénovd modra a tiosiran. Pary
kyanovodika sa uvolfiuju v kyslom prostredi z kyanidov.

Oxid uholnaty (CO) je prudko jedovaty plyn, ktory nie je mozné zistit cuchom. Vytlaca
kyslik z vazobnych miest na hemoglobine. Uz po kratkom ¢&ase vdychovania otupuje
a spbésobuje smrt zadusenim. Postihnutého je potrebné vyniest na Cerstvy vzduch a zavadza
sa umelé dychanie s inhalaciou kyslika.

Nitrozne plyny (napr. oxid dusnaty, NO; oxid dusity, N2Os; oxid dusicity, NO,; oxid
dusi¢ny, N2Os) mozu sposobit i pri vdychnuti malého mnoiZstva smrt. Postihnutého je treba
nechat vdychovat volne kyslik a privoniavat amoniak vo forme hydroxidu amdnneho.
Nezavadza sa umelé dychanie a je potrebné zabezpecit absolutny pokoj.

Oxid siri€ity (SO2) vyvolava pri vdychovani kicovity kasel. Pri nizkych koncentracidch
nema pach, ale pri velmi vysokych koncentracidch ma ostry Stiplavy zapach. Postihnutého je
potrebné preniest na Cerstvy vzduch, popr. ho nechat vdychovat pary etanolu alebo kyslik.

Sulfan (sirovodik; H,S) je prudko jedovaty plyn. Je to bezfarebny plyn s charakteristickym
zapachom po skazenych vajciach a odpornou chutou. Pri nadychani je potrebné
postihnutého ihned vyniest na Cerstvy vzduch. Ak dbéjde k otrave a staZzeniu dychania, je
nutné okamzite inhalovat kyslik a zavadzat umelé dychanie i pri zdanlivej smrti.

Ortut (Hg) je jedovatd nielen vo svojich zIGéeninach, ale i v parach a prachu. Pri otrave je
potrebné podavat prostriedky na zvracanie (mydlova voda) a vyplachnut Zalidok. Potom
podavat bielok v mlieku, vodnu suspenziu horcika s mandlovym olejom, pripadne roztok
taninu. Pri rozliati asanovat malé kvapdocky sirnym kvetom (praskova forma siry) alebo
pozbierat mosadznym plieSkom. Pri rozbiti ortutového teplomeru je nutné vidy riadne
odstranit vsetku ortut z prostredia, nakolko méze spésobovat v laboratériu dlhodobé otravy.
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Olovo (Pb) je nebezpetné v parach ajeho zliceniny sp6sobuju dlhodobo chronickd
otravu, tzv. saturnizmus. Po poZiti je treba podéavat velké mnoistvo roztoku siranu
horec¢natého (MgS0a), vyvolat zvracanie a potom podavat mlieko a vodu s bielkom. Po préaci
s kovovym olovom je nutné si vidy poriadne oplachnut ruky.

Metanol (CHsOH) po6sobi Skodlivo tak vdychovanim pdr, ako aj pozZitim. V prvej faze
vyvolava opojenie, neskor kice. Vacsie davky sposobuju trvalé oslepnutie a smrt. Na rozdiel
od etanolu sa velmi dobre vstrebdva pokozkou. Pri praci s metanolom sa preto vidy pracuje
v ochrannych rukaviciach. Pri poziti metanolu sa ako antidotum (protijed) podava etanol
(CH3CH,0H), ktory je ovela lepSim substratom pre ludsku alkoholdehydrogendzu a zabranuje
tak tvorbe toxického formaldehydu (HCHO) z metanolu.

Silné kyseliny, zasady, ale aj koncentrované roztoky amoniaku, fenolu, peroxidu,
bréomu a i. su Zieravé latky, preto je s nimi potrebné pracovat velmi opatrne. Ak je to mozné
s kazdou z takychto latok pracujeme v zapnutom digestore a manipulujeme v gumovych
rukaviciach, pripadne tvar chranime okuliarmi alebo stitom. Uz malé kvap6cky vznikajuce pri
nepatrnom prelievani sp6sobuju popaleniny a poskodzuju oci. Preto sa pri prelievani
pouzivaju lieviky a kvapalina sa vidy leje po tycinke. VZdy sa dba na to, aby sa neposkodil
Stitok s nazvom chemikalie (nddoba sa drzi Stitkom smerom k dlani) a nezanechalo sa malé
mnozZstvo obsahu na vonkajSom povrchu nadoby. Spravidla sa otvor naddoby pre istotu utrie
kiskom buniciny alebo filtracného papiera.

Benzén, toluén a naftalén (CsHs, C7Hs, CioHs) posobia Skodlivo na ¢ervené krvinky. Pri
poziti sa vyvoldva zvracanie. Je nutny pokoj, popr. umelé dychanie.

Fenol (CéHsOH) je znacne toxicka latka leptajuca koZu, ktorou sa rychlo vstrebdava
a sposobuje celkovu intoxikaciu. Postriekana koza sa oplachuje 25 % (v/v) etanolom alebo
glycerolom. Pri praci s fenolom sa vzdy pracuje v rukaviciach.

Zvlast nebezpecnou skupinou latok, s ktorymi je moiné sa v biologickom laboratdriu
stretndt, su latky mutagénne a karcinogénne. Ich nebezpecnost spociva vtom, Ze
nespdsobuju akutnu otravu, ale dlhodobym pésobenim mozu vyvolat nadorové ochorenie.
Pri praci stymito latkami sa pracuje vidy podla danych predpisov as ochrannymi
pomobckami. Medzi karcinogény, ktoré sa ¢asto pouzivaju v biochemickom laboratériu, patri
benzén (CsHs), styrén (CsHs), chloroform (trichlérmetan, CHCls), etidiumbromid (C21H20BrNs)
a akrylamid (C3HsNO).

Pri praci sinfekénym materidlom je nutné zachovavat vsetky hygienicko-preventivne
opatrenia, aby nedoslo k nakaze. Za potencidlne infekény materidl je nutné povazovat vsetky
telesné tekutiny (mo¢, sliny, krv) a ZivociSne tkaniva, pripadne extrakty z nich pripravené.

Kontrolné otazky

Ako sa v biologickom laboratériu pracuje s amoniakom a preco?
Ako sa asanuje vyliaty brom?

Aké su negativne ucinky kyanovodika na fudsky organizmus?

Je oxid uholnaty toxicky pre ludsky organizmus? Ak ano, preco?

v W e

Mo6zu byt nitrézne plyny pre ludsky organizmus skodlivé?
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Aké postupy platia pri asanacii ortuti v biologickom laboratériu?
Aky je vplyv metanolu na fudsky organizmus?

V ¢om spociva nebezpecenstvo mutagénnych a karcinogénnych latok?
Vymenujte aspon tri karcinogénne latky v biologickom laboratériu.

0 0 N

10. Ako sa postupuje pri praci s infekénym materidlom a ¢o vetko sa za infekény material
mbZe povaZovat?

12
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LABORATORNY DENNIK

Laboratérny dennik je urfeny na zachytenie vsetkych aspektov uskutoénovaného
experimentu. Pre lepSiu orientaciu viom je vhodné, aby jednotlivé stranky v denniku boli
¢islované. Do laboratdrneho dennika je potrebné pred uskutocnenim laboratérneho cvicenia
napisat domacu pripravu z poskytnutych podkladov, ktord sumarizuje vSetky informacie
potrebné na bezproblémovy priebeh laboratérneho cvicenia, vratane ciela prace, postupu
spisaného vo forme textu, blokovej schémy alebo odrazok, vypoctov potrebnych na pripravu
vSetkych roztokov a reagencii nutnych pre vykonanie samotného cvicenia, s uvedenim ich
predpokladanej spotreby (aj tych, ktoré su v laboratdriu pripravené) a navrh tabuliek na
zaznamenanie planovanych vysledkov, ktoré je pocas cvicenia cielom namerat. Bez tejto
pripravy nebude moZné cvi¢enie absolvovat.

Do laboratérneho dennika sa pocas experimentu zaznamendva pozorovanie, parcidlne
vysledky, vypocty a zavery vyplyvajice z daného experimentu. Student sa nespolieha na
pamat arozne listocky (pripadne plast), kam zapisuje priebeine namerané Udaje alebo
pozorovania.
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PRACOVNE PROTOKOLY

Protokol vypracovdva kazdy Student samostatne a odovzdava ho vidy do tyzdna (pred

vypracovanim dalSej ulohy). Protokol Student vypracuje na volné listy papiera formatu A4

podla prilohy. Je vhodné protokol tlacit farebne a obojstranne. Protokol by mal byt strucny,

vystizny a prehladny, bez zbytoénych duplicit a mal by obsahovat nasledujuce casti:

1.

Titulnd hlavicka — podla vzoru v prilohe obsahuje zdkladné informacie ako nazov
predmetu a cvic¢enia, Skolsky rok, datum laboratérneho cvi¢enia, meno a Studijny odbor
Studenta a podobne.

. Ciel' prace — presna definicia, ¢o je cielom danej prace, cvienia, ¢o chceme cvi¢enim

dosiahnut, zistit.

. Teoreticky tvod — strucne, jasne ozrejmit Citatelovi teoreticku Cast experimentu.
. Laboratérne pomocky — uviest vsetky pomocky (laboratérne sklo, porcelan, plastovy

spotrebny materidl a pod.), ktoré boli potrebné pre realizaciu laboratérneho cvi¢enia ako
aj objekty skimania (semena, kvety, rastlinné pletivd, ZivociSne tkanivd, rastlinné alebo
ZivociSne organy, suspenzné kultdry, embrya).

. Chemikalie — uviest vsetky chemikalie, ako aj pouZité mnozstva, ktoré boli potrebné pre

realizaciu laboratdérneho cvicenia.

. Pracovny postup — podrobne vlastnymi slovami (v minulom ¢ase, mnoznom Ccisle) popisat

¢o a ako bolo v skuto€nosti vykonané, vratane odchylok od navodu, presnych ndvazkov,
pouzitych pristrojov, pomdécok, podmienok merania a podobne — teda tak, aby bolo
mozné podla protokolu experiment presne reprodukovat. Je nutné dodriat pocet
platnych desatinnych miest — navazok 0,1 g nie je to isté ako 0,10 g!

. Vypocty — navazky, riedenie roztokov, priprava roztokov a podobne nutné k postupu

(vratane vztahov a vzorcov potrebnych pre spracovanie nameranych hodnét).

. Vysledky (+ ich vyhodnotenie, grafy) — (iba) to, ¢o bolo pozorované alebo namerané,

pripadne, ¢o Student z nameranych hodndét vypocital (teda NIE ako sa experiment , mal
vyvijat”, to bude sucast diskusie). Vysledky sa uvadzaju ¢o najprehladnejsie, najlepsie
formou tabulky, obrdzkom a pripadne inym grafickym znazornenim.

Tabulky
e Nazov tabulky je vidy nad samotnou tabulkou a z popisu k tabulke je zrejmé, aké udaje tabulka

obsahuje.

e Kazda tabulka je Cislovana a v texte protokolu musi byt odvolanie sa na prislusnu tabulku pri
interpretacii vysledkov. Pokial sa na tabulku neodkazujete v texte, tak je v protokole zbyto¢na.

e Tabulka musi obsahovat hlavicku, v ktorej je jasne definované, akd Udaje sa v tabulke
nachadzaju. Dolezité je uvadzat pri vSetkych hodnotach aj jednotky.

Grafy a obrdzky musia mat vSetky potrebné ndleZitosti:

e Nazov, z ktorého je presne zrejmé, bez potreby citania dalSieho textu protokolu, ¢o obrazok
alebo graf znazornuje.
e Nazov grafu/obrazku a blizsi popis graficke]j zavislosti sa uvadza vidy pod grafom/obrazkom.
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e Suradnicové osi sriadnym popisom, t. j. oznaCenie nandsanej veliiny, vratane prislusnej

jednotky (na osi x nezavisle premennd (velicina, ktord experimentator sadm meni — napr.
koncentracia roztoku), na osi y zavisle premenna (veli¢ina, ktora zdavisi od zvolenej nezavislej
premennej - napr. absorbancia).

Meradlo, t. j. rovhomerne vynesend stupnica v linedrnom rozsahu (ak nie je nutné iné). Pri
zostrojovani grafu sa voli na osiach vhodny rozsah (napr. ked sa pracuje v zasaditej oblasti pH,
t. j. vrozsahu 7 - 11, je nezmyselné, aby os zacinala nulou), je teda vhodné vyuzZit ¢o najvacsiu
moznu plochu grafu pre zobrazenie danej zavislosti.

Hodnotu vypoéitant/uréend z nameranych hodnét je potrebné zaokruhlit s ohladom na
presnost pouzitych meracich metdd. To znamena, Ze pocet platnych desatinnych miest
vysledku by mal respektovat najmenej presni hodnotu zo vSetkych, z ktorych do vzorca
dosadzujete — napr. je nutné zvazit, ako presna bola koncentracia kalibra¢nych roztokov, ako
presné boli pipetované pridavky cinidla. Zvycajne sa tak uvadza vysledok na dve, tri, maximalne
na Styri platné Cisla.

Pozorovanie a diskusia — zhodnotenie dosiahnutych vysledkov a vysvetlenie, co
z vysledkov vyplyva. Diskusiu tvori aj konfrontacia pdvodne planovanych postupov
a realizovanych (zmeny sposobené napr. nefunkénym pristrojom alebo inymi pouZzitymi
roztokmi) a porovnanie, nameranych alebo vypocitanych hodnét s udajmi teoretickymi
ziskanymi z literatury alebo adekvatnych internetovych zdrojov, teoreticky vypocitanymi
a podobne, vratane odovodnenia pripadnych odchylok.

. Zaver - stru¢nd odpoved na stanoveny ciel prace, teda ¢o z nameranych vysledkov
vyplyva.

Kontrolné otazky

© 0 Nk WNR

Co je napliiou laboratérneho dennika?

Aké zakladné Casti by mal obsahovat pracovny protokol? Vymenuijte ich.
Na ¢o sluzi v protokole teoreticky princip?

Definujte pojem , laboratérne pomédcky“ v protokole.

Na o sluzi v protokole pracovny postup?

Co vietko musi obsahovat tabulka?

Na kolko desatinnych miest sa uvddza zvyéajne namerany vysledok?
Kde sa piSe nazov grafu, prip. obrazku?

Na ¢o sluzi v protokole diskusia?

10. O ¢om pojednava zaver?
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CISTENIE SKLA

Cistota laboratérneho skla je nevyhnutnou podmienkou bezpeénej a Uspesnej prace
v laboratdriu. Chemické nadoby sa Cistia ihned po praci, kym necistoty a zvysky chemikalii na
stendch nezaschnu. Sklo sa pri umyvani drzi pevne v dlani, pretoZze po navlhéeni a pouziti
detergentu je jeho povrch velmi klzky. Spravidla postacuju postupy Cistenia skla v laboratdriu
zname z domacnosti (saponatovy prostriedok a dékladné oplachnutie vodou). V laboratériu
je nutné v poslednom kroku laboratérne sklo poriadne vyplachnut destilovanou vodou. Ak
na stenach zostali ¢asti vo vode nerozpustnych necistot, pouZiju sa mechanické Cistiace
pomocky, akymi su kefy, utrzky filtracného papiera alebo jemny piesok. Toto mechanické
Cistenie vsak nesmie sklo poskriabat, pretoZe inepatrné Skrabnutie mozZe spdsobit pri
zahrievani prasknutie skla. Ked ani mechanické cistenie nevedie k odstraneniu necistoét,
prichddza na rad chemické CdCistenie. Na Ccistenie chemického skla je moiné pouizit
rozpustadlo, ktoré Cisteny material neskoroduje a stcasne v ktorom je necistota rozpustna.
NajcastejSie sa vyuzZivaju v laboratériu dostupné minerdlne kyseliny. Pri Cisteni
laboratérneho skla mineralnymi kyselinami je nevyhnutné dodrzZiavat bezpecnostné pokyny
s tym suvisiace a pouzivat ochranné pomécky. Vysoku Cistiacu schopnost ma tzv. kyselina
chromsirova (zmes 200 ml nasyteného roztoku dichromanu draselného (K.Cr,07), 150 ml
koncentrovanej kyseliny sirovej (H2SO4) a 100 ml destilovanej vody), ktord dobre rozpusta
organické latky a masnotu. Sklo sa do tejto zmesi namoci pocas noci arano sa potom
dokladne oplachne v roztoku detergentu, pod tecicou vodou a nakoniec v destilovanej vode.
Chromsirovd zmes sa po case vyCerpa, ¢o sa prejavi zelenym sfarbenim (redukcia
dvojchromanu na chromity idn). Takato zmes je potom malo G¢inna a musi sa pripravit nova.
V krajnych pripadoch je mozné pouzit tzv. licavku kralovsku (roztok kyseliny dusi¢nej (HNO3)
a kyseliny chlorovodikovej (HCI) v pomere 1:3, v/v). Inou alternativou je vyuZit na Cistenie
skla zasady. Prikladom moéze byt zmes izopropanolu (2-propanol, izopropylalkohol, C3HsO)
s hydroxidom sodnym (NaOH). Vycerpanost Cistiacej schopnosti tejto zmesi sa prejavi
stmavnutim roztoku.

Kontrolné otazky

Popiste postup Cistenia laboratérneho skla.
Aky je vyznam chemického Cistenia laboratérneho skla?
Aké chemické latky sa pouzivaju na Cistenie skla najéastejsie?

P wnN PR

Ako by ste pripravili kyselinu chromsirova a na rozpustanie akych necistot laboratérneho
skla sluzi predovsetkym?
5. 0O ¢om svedc¢i stmavnutie roztoku zmesi izopropanolu a hydroxidu sodného?
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VODA V LABORATORIU

Vzhladom na to, Ze obycajna vodovodna voda obsahuje vysoku koncentrdciu soli, je
pouzitelna iba Ciasto¢ne v biologickom Ilaboratériu aje absoliutne nepouzitelna pre
biochemické pokusy. Pouzivame ju iba vtedy, ked neprichddza do styku s ostatnymi
reagenciami ako rozpustadlo, napr. na chladenie alebo zahrievanie.

Zakladnym spdsobom Upravy vody je destilacia. VaésSinou ma kazdé laboratérium vlastny
destilacny pristroj. Destilovana voda postaci pre vacsinu biochemickych operdcii, ale pre
niektoré Specialne Ucely nie je jej Cistota dostaCujuca. Destilovana voda obsahuje najma
niektoré katidny, ktoré sa do nej dostavaju zo sucasti destilaénej aparatury, skla a elektréd.
Jej kvalitu je mozné zvysit opakovanou destilaciou (redestilaciou), ktord sa uskutocnuje
v Specialnej aparature z kremenného skla neuvolfujuceho katiény.

Pre urcité Specifické ucely sa vyuZiva deionizovana voda. Priprava deionizovanej vody je
zaloZend na kombinacii niekolkych separa¢nych metdd veducich k postupnému odstraneniu
jednotlivych skupin kontaminantov. Suprava je vacéSinou zalozend na Ciastkovych
separatoroch odstranujucich hrubsie nedistoty (filtre), idony (ionomenice), nepoldrne latky
(adsorbent) a ako posledny byva zapojeny membrdanovy filter. Niektoré aparatury pracuju
i na principe reverznej osmodzy. Jednotlivé filtre je vSak nutné po niekolkych mesiacoch
pouzivania vymenit, v désledku ¢oho nie je priprava deionizovanej vody lacnou zaleZitostou.
V pripade poutZitia deionizovanej vody v laboratdridach molekulovej biolégie sa tato este
sterilizuje v autoklave, nakolko imald kontaminacia v nej moZe sposobit odchylky
v meranych parametroch.

Hlavnym kritériom Cistoty vody je jej Specificka vodivost. Pri beznej destilovanej vode sa
pohybuje okolo hodnoty 10 uS/cm. Deionizovana voda mava tuto hodnotu este o jeden rad
nizsiu. Pripravena destilovand ¢i deionizovana voda sa skladuje prevaine v plastovych
nadobach. Sklenené nadoby nie su pre dlhodobejsie uskladnenie vhodné, pretoze sa do vody
spatne uvolfuju niektoré katiény. Ak to podmienky dovoluju, skladuje sa voda v chlade
avtme, ¢im sa zabrani moznej kontaminacii autotrofnymi organizmami (organizmy, ktoré
syntetizuju zjednoduchych minerdinych latok Ilatky organické ateda moéZu rast
a rozmnozovat sa aj v destilovanej vode).

Kontrolné otazky

Je vodovodna voda vhodna pre pracu v biologickom laboratériu?
Kedy je vodovodna voda absolutne nepouzitelna?

Aky je vyznam destilovanej vody v biologickom laboratériu?

Ako sa zvysuje kvalita destilovanej vody?

Kde sa vyuzZiva voda deionizovana?

Je nutné deionizovanu vodu vzdy sterilizovat v autoklave?

Ako sa pripravuje deionizovana voda?

Na co sluzia filtre pri priprave deionizovanej vody?

O 0o N A WNPRE

Co je hlavnym kritériom &istoty vody?
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10. Ako skladujeme v biologickom laboratdriu destilovant alebo deionizovand vodu
a preco?
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ZAKLADNE OPERACIE V BIOLOGICKOM LABORATORIU

MERANIE HMOTNOSTI LATOK

Na stanovenie hmotnosti latok sa vyuZivaju v chemickom laboratdriu vahy. VazZenie je
porovnavanie hmotnosti meranych pevnych, pripadne kvapalnych latok s hmotnostou
zavaiia.

Existuju dva rozdielne typy vah liSiace sa vaZivostou, tzn. maximalnou hmotnostou
vazenia a presnostou stanovenia hmotnosti vazeného predmetu:

1. Technické vahy - maju podla daného modelu vazivost od 100 g do niekolkych

kilogramov. Presnost nebyva vacsia ako 0,05 g.
2. Analytické vahy - maju vazivost obvykle do 100 g, pripadne 150 g aich presnost je
radovo 0,0001 g.

Na orientacné zistenie hmotnosti predmetov sa pouZivaju tzv. predvazky. Sluzia na
vazenie predmetov s hmotnostou do 200 g a pracuju s presnostou 0,1 g. V sucasnosti sa
pouZivaju prevazne elektronické typy vah s digitdlnym displejom.

Pre kazdé vazenie plati zakladné pravidlo: chemikélie (kvapalné ani pevné) nesmu prist
do priameho styku s miskami vah. Vahy chranime pred akymkolvek stykom s agresivnymi
l[atkami. VSetky manipuldcie s chemikdliami (pridavanie a uberanie) sa uskuto¢nuju mimo
vah. Pripadné necistoty na vahach je potrebné okamiZite odstranit Stetcom,
pricom v prostredi vah je nevyhnutné pracovat velmi citlivo.

Vazime podla nasledovného postupu:

I.  Pred vaienim skontrolujeme nulovu polohu vah.

II.  VaZeny predmet kladieme opatrne do strednej ¢asti misky vah.

lll.  Vazenu latku nekladieme nikdy priamo na misku vah, ale pouzijeme navaZovacku,
porcelanovu lodicku, filtracny papier, hodinové sklicko a podobne. Hygroskopické
latky (schopné viazat molekuly vody z vonkajsieho prostredia) vaZzime na hodinovom
sklicku a podla moznosti ¢o najrychlejsie.

IV.  Na misku vah nekladieme necisté, mokré alebo horuce predmety. Horlce predmety
vychladime pred vazenim v exsikatore.

V.  Po skonceni vazenia nastavime nulovu polohu vah.

VI.  Vahy udrziavame vidy v maximalnej Cistote.

MERANIE OBJEMU KVAPALIN

Na odmeriavanie objemov kvapalin slizia odmerné valce, pipety, byrety, pyknometre
a odmerné banky.

Odmerné valce sa pouzivaju len na pribliZzné odmeriavanie kvapalin. Na presnejsie
meranie objemov sa pouzivaju pipety (bud pre konkrétny objem alebo delené) a byrety, pri
ktorych je mozné kohutom alebo pomocou tlacky regulovat vytekanie kvapaliny. Pri plneni
pipiet je treba vZdy dbat na to, aby Ustie pipety bolo stale ponorené pod hladinou kvapaliny.
Pri jeho vynoreni nad hladinu dochadza k nasatiu vzduchu do pipety, o moézZe spdsobit
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i vniknutie pipetovanej kvapaliny do podtlakového zariadenia (zvy¢ajne gumeného baldnika).
Po nasati kvapaliny do pipety nad rysku oznacujucu pozadovany objem sa uzatvori horny
koniec pipety ukazovdkom — nie palcom. Opatrnym uvolfiovanim prstu po kvapkach sa
vypusta kvapalina. Pri odcitani je nutné mat oko v rovnakej Urovni so znackou. Odcitava sa
vzdy spodny okraj menisku (Obrazok 1).
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Obrazok 1: Odcitanie menisku pri pipetovani.

Jedovaté kvapaliny a koncentrované kyseliny a zdsady sa nenasdvaju nikdy do pipety
ustami, ale pouzZivaju sa Specialne nasadky ¢i gumové baldniky. KedZe je pipeta kalibrovana
na vyliatie, nikdy sa nevyfukuje, ale jej obsah sa necha iba volne vytiect a jej Spicka sa otrie
o dno alebo stenu nadoby, do ktorej sa kvapalina pipetuje.

V sucasnej dobe sa v laboratériu pracuje so sklenenymi pipetami minimalne, prakticky
uplne ich nahradili automatické pipety umoznujuce presnejSie a pohodinejsie odmeranie
daného objemu (Obrdzok 2). Su vhodné ipre pipetovanie mikrolitrovych objemov.
Automatické pipety su vyrdbané pre rozne rozsahy objemov (1-10ml, 1 — 5 ml, 100 —
1000 pl, 20 — 200 ul, 2 — 20 pl a 0,2 — 2 pl). Objem sa nastavuje otocenim skrutky na stupnici
a nasatie kvapaliny sa realizuje pohybom piestu automatickej pipety, ¢im sa vytvara
nevyhnutny podtlak. Na rozdiel od sklenenych pipiet pri pipetovani automatickymi pipetami
je nevyhnutné pouzivat plastové 3Spicky s odpovedajucim rozmerom a pipetovanou
kapacitou. Pipetovanim roztoku bez pouZitia pipetovacich Spic¢iek by mohlo déjst rychlo
k poskodeniu automatickej pipety aj v pripade vodnych roztokov soli.

Pipety sa rozliSuji podla prevedenia na jednokanalové alebo multikanalové.
Jednokanalové pipety su urcéené na pipetovanie vybraného objemu jedného roztoku, zatial
¢o multikandlové pipety, ktoré najcastejsie konstruované ako osem- alebo dvanastkanalové,
si urcené pre sucasné pipetovanie rovnakého objemu roztoku paralelne, zvycéajne
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do mikrotitracnej platnicky. Kazdy kanal ma svoj vlastny piest, preto nie je nutné pouzivat
vsetky kanaly, teda je moZné nasadit aj menej ako osem alebo dvanast 3piciek.

Obrazok 2: Automatické multikanalové a jednokanalové pipety.

Nasavanie a vypustanie kvapaliny cez nasaditelnu Spicku je ovladané piestom, ktory ma
tri polohy — i) kludovdq, ii) pre nasavanie aiii) pre vypustanie. NajcastejSie pouZivanou
technikou pipetovania je priame pipetovanie. Pri priamom pipetovani sa do $picky nasaje
presne stanoveny objem a v dalSom kroku sa zo Spicky vytlaci tento objem do pripravenej
nadoby. Postup pipetovania je zndzorneny na Obrdazku 3.

3 4
Vychodiskova poloha A
N s e Y ) /S
Stlacenie do prvej polohy
Stlacenie do druhej polohy Y

Obrazok 3: Polohy automatickej pipety pri nasavani a vypustani kvapaliny pri priamom pipetovani. 1
— stlacenie piestu pipety do prvej polohy, 2 — nasatie daného objemu do Spicky za postupného
pomalého (!) uvolfiovania piestu, 3 — vytlacenie objemu zo Spicky do reakénej zmesi stlacenim piestu
do druhej polohy a 4 — vratenie piestu automatickej pipety do klfudovej polohy pomalym uvolnenim
piestu.

21



Laboratdrne cvicenia z bioldgie Il.

Pri pipetovani malych objemov (do 50 ul) sa vyuZiva zadsadne reverzny madd pipetovania.
Jedna kvapka vody predstavuje priblizne 33 ul, preto ani s najlepSou pipetou nie je mozné
vytladit z pipetovacej $picky Uplne vietku kvapalinu, ktorej je menej ako jedna kvapka. Cim
mensi je pipetovany objem, tym vacsia je relativna chyba, ktorej sa dopustite pri priamom
(nereverznom) pipetovani. Pri reverznom pipetovani sa stla¢a piest pipety pri nasavani
tekutiny do druhej polohy a pri jej vytlacani po prva polohu. TakZe po napipetovani ostava v
pipetovacej Spicke zvysny objem tekutiny (Obrdzok 4). Elektronické pipety umozniuju tiez
tento sposob pipetovania. Relativna chyba je pri reverznom spOsobe pipetovania vyrazne
menSia.

Vychodiskova poloha ?

Stlacenie do prvejpolohy _________\ ________ |} ________.¥ ________ L _______________

v

Obrazok 4: Polohy automatickej pipety pri nasavani a vypustani kvapaliny pri reverznom madde

Stlacenie do druhej polohy

pipetovania. 1 — stlacenie piestu pipety do druhej polohy, 2 — nasatie daného objemu do Spicky za
postupného pomalého (!) uvolfiovania piestu do kludovej polohy, 3 — vytlacenie pozadovaného
objemu do reakénej zmesi stlacenim do prvej polohy piestu a 4 —vratenie automatickej pipety do
kludovej polohy pomalym uvolnenim piestu, pricom v Spicke zostava Cast kvapaliny.

Byrety sluZiace kregulovanému odberu kvapalin pri titraciach su sklenené trubice
oznacené objemovou stupnicou. Pred vytokom je umiestneny kohut alebo pruzna hadicka s
tlackou. Niektoré byrety maju pre lepsie odcitavanie objemu zadnu stenu z bieleho skla
s modrym pruhom v strede.

Odmerné banky, podobne ako pyknometre (nadoby na stanovenie hustoty), su
kalibrované na naliatie. Hrdlo odmernych baniek je pomerne Uzke, po celom obvode
s ryskou. | tu je potrebné napliat banku tak, aby sa spodny okraj menisku dotykal rysky a pri
plneni je potrebné mat oko na Urovni rysky. Podobne ako odmerné valce i odmerné banky sa
vyrabaju v objemoch od 5ml do 2 |. Odmerné banky sa pouZivaju na pripravu roztokov
s presnou koncentraciou. Vlastné zmieSavanie zlozZiek roztoku sa uskutocnuje pri nie celkom
zaplnenej banke a az po uUplnej homogenizacii zmesi (rozpusteni a rovnhomernom rozptyleni
rozpustanych zloZiek) a vyrovnani tepl6t (teplota, na ktoru je banka kalibrovana, je uvadzana
na plasti banky — vadsinou 20 °C) opatrne sa dopifia rozpustadlom po rysku.
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SEPARACIA LATOK

Separacné metddy sa vyuZzivaju v biotechnoldgiach, farmadcii, v toxikolégii, pri analyze
vzoriek potravin, Zivotného prostredia a v dalSich oblastiach. Medzi separacné metddy
zaradujeme elektroforetické, chromatografické, extrakéné, destilacné, solubilizacné,
filtracné a dalSie. Medzi ¢asto vyuZzivané metddy separdcie latok patria chromatografické
metddy. Chromatografia je fyzikdlno-chemickd metdda, v ktorej sa separované latky
distribuuju medzi dve fazy, z ktorych jedna je nepohybliva (stacionarna) a druha sa pohybuje
v definovanom smere (pohyblivd, mobilna).

Kazdy chromatograficky systém sa skladd z troch zakladnych prvkov:

I. nepohybliva (stacionarna) faza - jednotlivé zlozky z analyzovanej zmesi su putané
fyzikalnymi a/alebo chemickymi silami,

Il. pohyblivd (mobilnd) faza — undsa rozpustadlom zmes po staciondrnej faze
a k separacii latok zo zmesi dochddza na zaklade roznej afinity l1atok k nepohyblivej
(staciondarnej) a pohyblivej (mobilnej) faze a

[ll. samotné zlozky analyzovanej vzorky.

Podla skupenstva pohyblivej fdzy sa chromatografia rozdeluje na plynovud
chromatografiu  a kvapalinovd. Podla usporiadania chromatografického systému
chromatografiu delime na koldénovu, tenkovrstvovd a papierovd. Podla mechanizmu
separacie delime chromatografiu na adsorpénu, rozdelovaciu, idnovymennu, gélovu
permeacnu a afinitnd chromatografiu.

Tenkovrstvova chromatografia (TLC, z anglického Thin-Layer Chromatography) sliuzi na
delenie zloziek zmesi na tenkej vrstve (staciondrna faza) pomocou kvapalnej fazy (mobilna
faza). Ako sorbenty sa vyuZiva silikagél, oxid hlinity, celuldza, polyamid a dalSie. Pri
chromatografickom vyvijani je zmes undsand mobilnou fazou po vrstve staciondrnej fazy,
pricom jednotlivé zloZzky zmesi interaguju so stacionarnou fazou réznou rychlostou, ¢im
dochadza k ich oddelovaniu. Prietok mobilnej fazy zabezpecuju kapilarne sily. Pri tomto type
chromatografie sa pouziva na charakterizaciu a identifikaciu latok tzv. retardaény (retencny)
faktor (R¢). Rf je pomer vzdialenosti undsanej latky od Startu (a) ku vzdialenosti cela
rozpustadla od Startu (b), teda Rf = a/b. Analyzované vzorky nanasame na Start
chromatogramu v podobe roztoku vo vhodnom rozpustadle, ktoré by malo byt prchavé, aby
sa lahko odparilo z povrchu staciondrnej fazy. Koncentrdcia vzorky sa voli podla potrebného
mnoZstva latky, ktord sa ma na chromatogram naniest. Minimdalne mnozZstvo latky na Start
zavisi od medze stanovenia. Maximalne mnoZstvo nanesenej latky je dané rozpustnostou
latky v mobilnej faze, vpripade volby nevhodnej kocnentricie mobze dochadzat
k chvostovaniu vzorky na stacionarnej faze, ¢o sa prejavi pruh tiahnucim sa od Startu.
Nanasanie vzorky sa realizuje pomocou pipety. Jemne ju priloZime na Start a roztok nechame
vsiaknut do vrstvy, resp. papiera tak, aby sa utvoril kriZok s priemerom asi 5 mm, max. 1 cm.
Po odpareni rozpustadla zvycajne nanasanie niekolkokrat opakujeme, aby sme dosiahnu
dostatocny objem vzorky. Jednotlivé vzorky sa nandasaju na Start vo vzdialenosti 1,5-2,5 cm
medzi sebou a Start je zvyCajne vo vzdialenosti 1 cm od okraja.
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Obrazok 5: Chromatogram s vyvyinutymi vzorkami A a B so zndzornenim vzdialenosti unasanej latky
od startu (a) pre latku A (a,) a pre latku B (ab) ku vzdialenosti ¢ela rozpustadla od Startu (b) .

Vyvijanie sa robi v SirSich a nizsSich komorach, pripadne vo vacsSich kadickach v mierne
Sikmej polohe pod uhlom 20 ° tak, aby spodny koniec dosky zasahoval do mobilnej fazy.
Komora sa prikryje sklenenou doskou alebo Petriho miskou. Nedostato¢né nasytenie komory
parami rozpustadla ma za nasledok okrajovy efekt. Rad skvrn tej istej latky nanesenych vedla
seba sa javi ako prehnutd Ciara vydutd smerom k Startu. Tento efekt sa da odstranit
dokladnejsSim nasytenim komory, napr. prilepenim filtraéného papiera, ktory zasahuje do
mobilnej fazy a k stenam komory. Po skonceni vyvijania sa vyberie chromatogram z komory,
oznaci sa ¢elo mobilnej fazy a chromatogram sa vysusi vo vodorovnej polohe do vyprchania
zvyskov rozpustadla. Detekcia sa moéze vykonat niekolkymi spésobmi ato pomocou (i)
priameho pozorovania Skvin farebnych latok viditelnych pri beznom svetle (napr. rastlinné
farbivd), (i) pozorovanie latok absorbujucich UV Ziarenie, zvaésa pri 256 nm, zalozené na
adsorbentoch obsahujucich floureskujucu zlozku, kedy po oziareni UV svetlom dochadza
k zhasaniu fluorescencie stacionarnej fazy, ¢o sa prejavi ako tmavé skrvny na fluoreskujucom
podklade, (iii) prirodzena fluorescencia latok detegovana pri UV Ziareni (366 nm) (niektoré
alkaloidy, polyfenoly, terpenoidy), (iv) Specifické farbenie vizualizaciou postrekom
Specifickymi ¢inidlami, ktoré so separovanou latkou tvoria farebné produkty, (v) izotopové
techniky zaloZzené na detekcii rddioaktivne znacenych latok pomocou rengenovych fimov
a podobnych radioizotopovych metdd a (vi) bioautografia detegujlca pritomnost latky na
zaklade jej biologickej aktivity (napr. identifikacia antioxidantov pomocou stabilného radikalu
DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) a podobne.

TLC mozZno rozdelit podla charakteru nepohyblivej fazy do troch skupin na adsorpcnd
TLC, konvecnu rozdelovaciu a rozdelovaciu chromatografiu s obratenymi fazami. Konvecna
TLC sa podla realizacie rozdeluje na horizontadlne alebo vertikdlne usporiadanie
chromatografickej vrstvy.
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Kontrolné otazky

Ako sa rozdeluju vahy liSiace sa vazivostou?

Na ¢o sluzia predvazky?

Uvedte rozdiel medzi odmernym valcom a odmernom bankou.
Na ¢o sluzia byrety?

Na ¢o sluzia automatické pipety?

Aky maéd by ste pouzili pri pipetovani 27 ul roztoku? Vysvetlite.
Na ¢o sluzia v laboratoriu odmerné banky?

Ako by ste charakterizovali chromatografiu?

© 00NV A WDNRE

Ktoré tri zakladné prvky tvoria chromatograficky systém?
10. Ako by ste vypocitali retardaény (retecny) faktor pri chromatografii?
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MODELOVE ORGANIZMY

Modelovy organizmus je nehumdnny druh, ktory je podrobne Studovany s cielom
porozumenia konkrétneho biologického javu s ocakdvanim, Ze objavy uskutoinené v
modelovom organizme poskytnud prehlad o fungovani aj inych Zivych organizmov. Stidium
modelovych organizmov umozZnilo vyznamné objavy v genetike, bunkovej bioldgii, fyzioldgii,
¢i medicine. Vhodny modelovy organizmus ma vadésSinou vlastnosti, ktoré zabezpecuju
dostupnost dostatocne reprezentativnych vysledkov vrozumnom casovom horizonte.
Modelové organizmy maju dobre zndmy a dobre charakterizovatelny povod a vyznacuju sa
modelovych organizmov patri: i) ekonomickd nenaroc¢nost jeho vyuZivania (ekonomicka
nenarocnost pri chove ¢i pestovani dostatocného poctu jedincov), ii) vhodnost pre Studium
skimaného problému, iii) schopnost dostato¢ne a detailne preskimat ho (dopredu
vypracované a dostupné experimentdlne techniky, sekvenovany a popisany gendm a
podobne) a iv) vhodnost pre techniky génového inZinierstva.

Spomedzi virusov sU vhodnymi modelovymi organizmami A-baktériofag, T4-baktériofag,
virus tabakovej mozaiky alebo SV40 (opici leukemicky virus Simian). Spomedzi
prokaryotickych organizmov st ako modelové organizmy najpouzivanejSie baktérie patriace
medzi druhy Escherichia coli (gramnegativna baktéria), Bacillus subtillis (grampozitivna
baktéria) ako vhodny modelovy organizmus na Studium sporulacie, pripadne Mycoplasma
genitalium (parazitujuca baktéria) na studium minimalneho gendmu dostato¢ného pre Zivot.
Z eukaryotickych modelovych organizmov su slizovky (Dictyostelium, ¢elad Dictyosteliidae)
vhodny ndstroj uréeny na Studovanie cytokinézy (delenie cytoplazmy pri bunkovom deleni),
pohyblivosti buniek, fagocytézy (proces vyuzivany bunkami sluZiaci k pohlcovaniu velkych
pevnych castic z okolitého prostredia), chemotaxie (pohyb organizmu v odozve na chemicky
stimul), tvorby Struktdr, bunkovej diferenciacie, signdlnych transdukénych drah,
medzibunkovej komunikacie, vyvoja mnohobunkového organizmu z jednotlivych buniek
a podobne. Kvasinka pivna (Saccharomyces cerevisiae, ¢elad Saccharomycetaceae) sa
pouZziva na skvasovanie sladu pri vyrobe piva, na vyrobu pekarenskych kvasnic, na vyrobu
liehu a vitaminov skupiny B. Ako modelovy organizmus sa vyuZiva na studium bunkového
a zivotného cyklu kvasiniek, vyskum interakcii medzi proteinmi pomocou kvasinkového
dvojhybridového systému a jeho modifikacii, na studium ludskych ochoreni a na mnozstvo
réznych genetickych a molekuldrno-biologickych studii.

Z rastlin medzi najznamejSie modelové organizmy patri jednoznaéne ardbkovka Thalova
(Arabidopsis thaliana), ktord nachadza vyuZitie v celom spektre odborov experimentdlnej
biolégie rastlin, v anatémii a fyzioldgii rastlin zacinajuc a konciac v molekularnej bioldgii
rastlin. Ardbkovka Thalova je rastlina z ¢elade kapustovité (Brassicaceae). Je to jednorocna
alebo ozimna bylina dorastajuca do vysky 5 — 30 cm. Ako modelovy organizmus pre genetiku
bola tato rastlina vybrana preto, lebo je nenaro¢na a ma kratky Zivotny cyklus. Jej gendm v
haploidnom stave obsahuje priblizne 142 miliénov parov baz. Ma priblizne 25 000 génov, o
zhruba o tretinu menej ako ¢lovek. Ich teloméry obsahuju sekvenciu TTTAGGG. V roku 2000
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sa stala prvou rastlinou so zndmym (osekvenovanym) gendmom. Okrem toho napr. tabak
(Nicotiana benthamiana), hrach (Pisum sativum L.), pSenica (Triticum spp.) alebo kukurica
(Zea mays L.) su celosvetovo Studované modelové rastliny.

Spomedzi bezstavovcov je hadatko obycajné (Caenorhabditis elegans, celad
Rhabditidae) vhodny modelovy organizmus na studium genetiky vyvoja a predstavuje prvy
mnohobunkovy organizmus s osekvenovanym gendmom. Nezmar (Hydra spp., celad
Hydridae) je nastroj na studium regeneracie. Drozofila obycajna (Drosophila melanogaster,
celad Drosophilidae) predstavuje vhodny modelovy organizmus predovsetkym pre
molekuldrnu a evoluénu bioldgiu, genetiku a neurovedy. Jej gendm sa vyznacuje az 60 %
zhodou s fudskym gendmom. Za vyskum s drozofilou (hlavne D. melanogaster, ale aj s inymi
druhmi) pouzitom ako modelovy organizmus bolo udelenych doposial Sest Nobelovych cien.

Mys domaca (Mus musculus, ¢elad Muridae) apotkan (Rattus norvegicus, celad
Muridae) patria medzi najvyznamnejsSich zastupcov modelovych organizmov spomedzi
stavovcov. VyuZivaju sa v biomedicine a genetike, ale aj v inych biologickych vedach. Okrem
nich taktiez moréa domace (Cavia porcellus, ¢elad Caviidae), kralik domaci (Oryctolagus
cuniculus domesticus, ¢elad Leporidae), pes domaci (Canis lupus f. familiaris, ¢elfad Canidae)
alebo Simpanzy (Pan spp., ¢elad Hominidae) su vhodné ndstroje na pozorovania a Studium
zakonitosti Zivych organizmov.

Pozorovanim modelovych organizmov vhodnymi vedeckymi postupmi a metédami sa
zhromazduju o nich poznatky, ktoré sliZia na rozvijanie vedomosti. K vedeckym metddam
patri pozorovanie, ktoré vychadza z pasivneho pozorovania uréitého predmetu alebo javu za
prirodzenych podmienok, do ktorych nie je zasahované. Ak aktivne zasahujeme do
podmienok, hovorime o druhej vedeckej metdde ateda experimente (pokuse). Pri
experimente dochadza k zmene vybraného parametra, pripadne je mozné nastavit celkom
nové podmienky asledovat zmenu spravania biologického systému vodéi prirodzenym
podmienkam. Pred uskutocnenim pokusu na zaklade pozorovania urcitého javu je vhodné
vyslovit domnienku (hypotézu), ktora sa zvycajne tyka jedného javu alebo malej skupiny
javov. Pokial je mozné nami vyslovenu hypotézu otestovat pomocou vedeckych metdd, teda
spominaného pozorovania a experimentu, hovorime o vedeckej hypotéze, ktoru na zaklade
vysledkov vyvraciame alebo potvrdzujeme. V sticasnosti je snahou skor vyvracat pravdivost
urcitej vyslovenej hypotézy, pretoze jedno potvrdenie eSte neznamena jej vSeobecnu
platnost, avsak jej vyvratenie uz znamena jej vaine spochybnenie. Pokial sa vSak hypotézu
nepodarilo vyvratit viacerymi opakovanymi pozorovaniami a nastavenymi experimentami,
hovorime uz o vedeckom zakone. Vedecky zdkon je v su¢asnom stave poznatkov pravdiva
hypotéza, ktord vyjadruje vzajomny vztah medzi veli¢inami. Tento vztah sa zvycajne da
opisat matematicky, prikladom mdzu byt Archimedov zdkon alebo Lambert - Beerov zakon.
Suhrn overenych vedeckych hypotéz a zakonov sa nazyva vedecka tedria. Vedecka tedria sa
zaobera vysvetlovanim sprdvania sa urcitych javov, na rozdiel od vedeckého zakona, ktory
len popisuje ako sa urcité javy za konkrétnych podmienok spravaju. Vedeckd tedria je suhrn
poznatkov o urcitom jave v prirode overenych mnozZstvom experimentov.
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Uloha &. 1: Zistovanie kli¢ivosti malych semien

Teoreticky uvod: Ziskanie rastlinného materidlu na dalSie experimenty je mozné dvoma
spdsobmi: 1) priamo z prirody, co ma nedostatky, pretoZe materidl nie je presne definovany
a nie su definované podmienky dopestovania a 2) materidl si vypestujeme v laboratériu za
konstantnych, definovanych podmienok. Na vypestovanie rastlin pouzivame semena.
Semeno predstavuje ukonéené ontogenetické (vyvin rastliny od zaciatku klicenia semena po
vytvorenie novych semien) Stadium rastliny vo viac-menej latentnom stave. NajdélezitejSie
endogénne faktory vplyvajuce na kli¢enie su dobre vyzreté embryo v semene, dostatocne
vysusené semeno, dostatocne rozruSené obaly semien za Ucelom priepustnosti pre molekuly
vody aplyny a odstranenie inhibitorov klicenia. Takymi inhibitormi méZe byt napr.
fytohormdny kyselina abscisovd aamygdalin, ktoré umelo odstrafiujeme exstirpdciou
(odstranenie endospermu). V endosperme sa zvycajne vyskytuju inhibitory. Medzi exogénne
faktory ovplyviiujuce klicenie patria voda, kyslik, teplota asvetlo. Hydratacia semien je
nevyhnutna na nastartovanie biochemickych procesov suvisiacich s klicenim. Dostatocny
pristup kyslika ku kliciacim semendm je limitujucim faktorom kli¢enia, pretoZze kliciace
semend intenzivne dychaju, aby ziskali energiu vo forme ATP (adenozintrifosfat,
makroergicka zlucenina) na Stiepenie latok zasobnych pletiv a na ich zabudovanie do
vyvijajuceho sa embrya. Vyvijajuce sa embryo pri kli¢eni je heterotrofné, teda odkazané na
Stiepenie latok pritomnych v zasobnych pletivach, pricom doéleZitd ulohu tu zohravaju
enzymy ako napr. amylazy (Stiepenie $krobu), lipazy (lipidy), proteinazy (proteiny). Casto je
v laboratdrnej praxi potrebna sterilizacia semien koéli patogénom, ktoré obsahuju na povrchu
a ktoré by mohli spbsobit kontaminaciu. Sterilizacia semien sa uskutocnuje roztokom
chlérnanu sodného, peroxidu vodika alebo inymi latkami, napr. na baze ortute.

Objekt: semena redkovky siatej (Raphanus sativus L.).
Pomacky: 3 Petriho misky (priemer 50 mm), pinzeta, filtracny papier.

Postup: Semend nechame napucat vo vode 3 hodiny. Potom vodu zlejeme asemena
preplachneme. Do 3 Petriho misiek vystrihneme 3 kruhy filtracného papiera, do kazdej misky
jeden, pricom papier vloZime do mensej (spodnej) misky avadcéSou (vrchnou) misku
prikryjeme. Filtracny papier navlhéime vodou tak, aby pri nakloneni misky ostala kvapka
vody na okraji. Do kazdej Petriho misky odpoéitame 100 semien redkovky a pomocou
pinzety ich umiestnime do Stvorca, na ktorého strane bude 7x2 semien. Dve zvy$né semena
umiestnime v skupinke na fubovolnd stranu (Obrazok 6). Na povrch misky do okraja
popiSeme datum a variant prostredia. Misky umiestnime nasledovne: a) v laboratériu na
svetlo, b) v laboratdriu v tme, c) v chladnicke. Pocas pokusu kontrolujeme vlhkost filtraéného
papiera a doplfiame vodu podla potreby.

Doba trvania: 50 min, kli¢enie 7 dni.
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Vysledok: Po 7 diioch vyhodnotime percento vyklicenych semien, opiseme vplyv faktorov
prostredia na habitus (celkovy vzhlad) klicencov, porovname vplyv svetla, tmy pri rovnakej
(laboratdrnej) teplote a chladu (4 — 8 °C) na percento vyklicenych semien.

Obrazok 6: Klicenie malych semien v Petriho miske. 1 — semena, 2 — navlhceny filtracny papier.

Uloha &. 2: Exstirpacia embryi zo semien

Teoreticky uvod: Pri niektorych pokusoch je nutné pouzivat embrya zbavené endospermu.
Takto upravené embrya sa pouzivaju napr. pri pokusoch sledujucich vplyv zasobnych latok na
klicenie embrya, pri druhoch semien, ktoré obsahuju v endosperme inhibitory klicenia, pri
zakladani pletivovych kultir in vitro a podobne. Endosperm predstavuje pletivo, ktoré
vyZivuje embryo v semene a je zasobaren |atok potrebnych pre prvé fazy vyvinu embrya pri
kliceni (hlavnou zasobnou latkou je Skrob, niekedy lipidy, v malej miere proteiny).

Objekt: semend kukurice siatej (Zea mays L.), hrachu siateho (Pisum sativum L.), pSenice
letnej (Triticum aestivum L.).

Pracovné pomocky: Petriho miska, skalpel, pinzeta, filtrany papier.

Pracovny postup: Napucané (24 hodin) semena oplachneme vodou. Objasnime si vizudlne,
kde sa nachadza embryo vsemene acca 1 mm okolo stitku (sucast embrya) narezeme
endosperm. Tlakom na endosperm $titok odstranime. Stitok jemne docistime od zvy$kov
endospermu, oplachneme destilovanou vodou a polovicu takto pripravenych semien dame
klicit na vlhky filtraény papier v Petriho miske v laboratériu na svetle. Druhl polovicu
vyuZijeme na Ulohu ¢&. 3.

Doba trvania: 45 min., klicenie 7 dni.

Vysledky: Po 7 drioch vyhodnotime percento vyklicenych semien zbavenych endospermu
a opisSeme vplyv rozdielneho vodného prostredia na percento vyklicenych semien ana
habitus klicencov.
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Uloha &. 3: Priprava Zivného roztoku podla Knopa

Teoreticky uvod: Pri dlhodobom kultivovani rastlin nestaci rastliny kultivovat len vo vode,
ale je potrebny Zivny roztok obsahujuci zdkladné biogénne prvky, pripadne pri dlhsej
kultivacii i mikroelementy astopové prvky. Zivnych roztokov existuje mnoZstvo
a pomenované su zvycajne podla autorov, ktori ich prvi pripravili a popisali. Knopov Zivny
roztok patri k naj¢astejSie pouzivanym a velmi ¢asto sa vyuZiva v hydroponickych kultdrach.
Hydropdnia je pestovanie rastlin bez pédy v Zivhom roztoku. Tento typ pestovania je
vyndlezom Egyptanov a jeho vyhodou je rychlejsi rast rastlin a ich rychlejsie zakorerovanie,
mensia nachylnost rastlin k chorobam a presna kontrola skladby Zivin.

Pracovné pomacky: odmerné valce, pipety, kadicky, sklend tyc¢inka, odmernd banka 1 1.

Pracovny postup: Pripravime si 10 % zasobné roztoky, z ktorych do odmernej banky
s objemom 1 | napipetujeme nasledovné mnoistvd na objem 1 | Zivného roztoku podla
Knopa.

8 ml 10 % (w/v) Ca(NOs)2
2 ml 10 % (w/v) KH2PO4
2 ml 10 % (w/v) MgS0a

2 ml 10 % (w/v) KNO3

1 ml 10 % (w/v) KCl

0,1 ml 10 % (w/v) FeCls

Roztoky postupne priddvame do 900 ml destilovanej vody v odmernej banke. Po pridani
roztokov doplnime objem banky po rysku destilovanou vodou. Polovicu exstirpovanych
semien (Uloha ¢&. 2) nasadime na filtratny papier so Zivnym roztokom podla Knopa
a nechame klicit v laboratdriu na svetle.

Doba trvania: 30 min, klicenie 7 dni.

Vysledky: Po 7 drioch vyhodnotime percento vyklicenych semien, opiseme vplyv rozdielneho
vodného prostredia na percento vyklicenych semien a na habitus klicencov.

Kontrolné otazky

Aké charakteristiky musi spitiat modelovy organizmus?

Vymenujte aspon troch zastupcov modelovych organizmov zo skupiny virusov.
Aky je vyznam vyuzivania drozofily ako modelového organizmu?

Ako by ste popisali modelovy organizmus Arabidopsis thaliana?

Aké modelové organizmy by ste si vybrali na studium procesov bunkového delenia?
Ako by ste definovali hypotézu?

Co je to vedecky zakon?

Vymenujte endogénne faktory ovplyvnujuce klicenie rastlin.

© O NV A WN e

Co méze spdsobit inhibiciu klicenia embrya?
10. Aky je vyznam kyslika pri kliceni embrya?
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Zaujimavost

Za pracu s drozofilami bolo udelenych Sest Nobelovych cien. Ako prvy ju ziskal Thomas
Hunt Morgan, ktory potvrdil, Ze gény sa nachddzaju na chromozémoch ako ,kordlky na
Snurke” a Ze niektoré gény sa dedia spolu. Hermann Joseph Muller vystavil drozofily
rontgenovym lucom, sparil ich a pozoroval pocet mutacii u potomkov. Jeho objav naznacil
priciny mutdcii a preukazal, Ze rontgenové Ziarenie spésobuje mutacie génov a Ze bunky
vajicok a spermii su obzvlast nachylné na tieto genetické mutacie. Za tento objav mu bola
udelena Nobelova cena. Nositelia Nobelovej ceny z roku 1995 Edward B. Lewis, Christiane
Nisslein-Volhard a Eric F. Wieschaus poufZili drozofilu na pochopenie genetickej kontroly
embryondlneho vyvoja. V roku 2004 ziskali Nobelovu cenu Richard Axel a Linda Buck. Objavili
velkud rodinu 1 000 génov (3 % vsetkych nasich génov), ktoré kéduju asi 1 000 r6znych typov
cuchovych receptorov nachadzajucich sa v konkrétnych bunkach vo vnutri nosa, pricom ako
modelovy organizmus vyuzili okrem mysi, potkanov aj drozofily. Vroku 2011 Jules A.
Hoffmann dostal Nobelovu cenu za svoj vyskum aktivacie vrodenej imunity. Drozofily ako
modelové organizmy boli vyuZité na sledovanie vrodenej imunity, ktord poskytuje vieobecnu
ochranu pred beznymi patogénmi. V roku 2017 Jeffrey Hall, Michael Rosbash a Michael
Young ziskali Nobelovu cenu za pracu na molekuldarnych mechanizmoch, ktoré riadia
cirkadidnne rytmy, pricom praca bola vykonand do zna¢nej miery experimentami na
drozofilach.
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RASTLINY AKO MODELOVE ORGANIZMY

STATISTICKE HODNOTENIE BIOLOGICKEHO MATERIALU

Kazdy Zivy organizmus sa vyznacuje tym, Ze sa vo svojich detailoch odliSuje od vSetkych
ostatnych organizmov toho istého taxénu. Je to zdkladna ¢rta vietkého Zivého a nazyva sa
premenlivost, Cize variabilita. Variabilita sa prejavuje v kvantite (vySka, hribka, hmotnost,
pocet a podobne) iv kvalite (pritomnost alebo nepritomnost) rozlicnych biochemickych,
cytologickych, anatomickych i morfologickych znakov. Z tohto zdanlivo vyplyva, Ze sprdvnu
a presnu informdciu o uréitom vybranom apozorovanom znaku mozZeme ziskat iba
premeranim vSetkych jedincov daného taxénu v celej jeho populdcii. To je ndrocné a ¢asto
neuskutocnitelné, preto sa z populdcie, ktora sa v Statistickom zmysle definuje ako mnozstvo
jedincov (objektov), ktoré chceme pozorovat, vyberda vzorka. Vzorka predstavuje cast
populdcie, na ktorej sa robia konkrétne merania. Predpokladom presnosti a spravnosti
vysledkov pozorovani je dostatocna ,velkost” a reprezentativnost vzorky, dostatoény pocet
pozorovanych jedincov. Prislusny znak sa teda Studuje vo viacerych opakovaniach pokusu.
Vysledkom pozorovani je mnozstvo zakladnych, od seba navzajom sa odlisSnych, udajov. Ak
ich chceme Uspesne vyuZit a pokus spravne interpretovat, musime ich Statisticky spracovat.
Statistickym spracovanim biologického materidlu sa zaoberd vednd disciplina nazvana
biologickd Statistika alebo biometrika. Biometrika sa zaobera exaktnym hodnotenim
viacerych hodnét ziskanych pri pozorovani, resp. pokusoch s biologickym materidlom.
Pomocou biometriky sa redukuje velké mnozstvo zdkladnych uUdajov pokusu, vylucuje sa
vplyv nekontrolovatelnych faktorov a odstranuju sa chyby vzniknuté variabilitou organizmov.
V sucasnosti sa na spracovanie jednotlivych Statistickych Udajov vyuZivaju pocitace
a $pecialne softvéry, o velmi urychluje spracovanie vysledkov. Casto je viak dostacujuci aj
program Excell, ktory je Standartnou sucastou balicka Macrosoft Office alebo Office 365.

Pozorované znaky v hodnotenom subore, vo vybranej vzorke (napr. pocet vyklicenych
rastlin, di?ka nadzemnej Casti vykli¢enej rastliny, dizka korefia a podobne) predstavuju
Statisticky subor a jednotlivé hodnoty Statistického siboru nazyvame Statistické premenné
a oznacujeme ich xn (X1, X2, X3, ..... Xn). Rozdiely v hodnotdch jednotlivych Statistickych
premennych su spdsobené premenlivostou (variabilitou) biologického materialu. Najvyssia
minimum a maximum. Prostredny c¢len suboru je median (Med(x) alebo X). Median (stredna
hodnota (znaku)) rozdeluje postupnost podla velkosti usporiadanych vysledkov na dve
rovnako pocetné polovice. Zjednodusene by sa dalo povedat, Ze polovica hodnét je mensia
nez median a druhd polovica hodn6t je vacésia ako medidn. Realita je vSak komplikovanejsia
a suvisi stym, Ci je pocet prvkov parny alebo nepdrny. Na najdenie medidnu vybraného
suboru stadi hodnoty usporiadat podla velkosti a zobrat hodnotu, ktora sa nachadza v strede
zoznamu. Parna postupnost hodndt vsak nema "prvok uprostred". V tomto pripade sa to
rieSi tak, Ze sa vezmu oba prvky, ktoré su takto uprostred a medianom bude ich aritmeticky
priemer. Vyhodou vyuZzitia medianu je, Ze jeho vysledok nie je ovplyvneny, tak ako v pripade
vyuZitia aritmetického priemeru, nejakymi extrémami v meranych hodnotach. Hodnota,
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ktora je v subore najviac zastupena, sa nazyva modus (D). AvSak najcastejSie pouZivanou
hodnotou, ktorou sa charakterizuje Statisticky subor, a predstavuje najlepsi odhad
najpravdepodobnejsej hodnoty meranej veliciny, je aritmeticky priemer (X). Je to hodnota
ziskana vypoctom a nemusi sa vZdy vyskytnut v Statistickom subore. Aritmeticky priemer (x)
sa vypocita zlomkom, kde v Citateli je sucet vSetkych Statistickych premennych (x),
v menovateli je ich pocet (n).

_ 2™
X =
n
Aritmeticky priemer (X ) je dolezitou charakteristikou suboru, ale nedokonale

charakterizuje cely subor. Ind hodnotu aritmetického priemeru totiz vypocitame, ak
pouzijeme dve Statistické premenné ainu v pripade, ak pouZijeme do vypoctu 10, 15, 20
aviac premennych. Na presnejSiu charakteristiku potrebujeme teda vyjadrit rozptyl
jednotlivych statistickych premennych okolo aritmetického priemeru, na ¢o slizi smerodajna
odchylka. Oznacuje sa symbolom s, hoci sa v literatire moéZieme stretndt aj s nymi
oznaceniami (napr. o).

n—1

Vyznam a pojem smerodajnej odchylky (s) je najlepSie vysvetlitelny na idedlnej
premenlivosti znaku. ldealny priebeh premenlivosti sa podobd Gaussovej krivke, ktorej
hovorime krivka normalneho rozdelenia. Smerodajna odchylka (s) je vzdialenost inflexnych
bodov krivky od jej osi simernosti, kde sa nachadza priemer. V tomto idedlnom pripade sa
rovna medidan (X) priemeru (X). Priemernd hodnota (X) sa najCastejSie vyskytuje
v Statistickom subore, predstavuje teda aj jeho modus (D) (Obrazok 7).

+5
B e

|

|

|

: ; \ ! !

3s 2s 1s 0 1s 2s 3s
| | | ! J
[ : e 68,26 % —» ; [
: pe————— 95,45% e :
e 99, 73% i

Obrazok 7: Idealny priebeh premenlivosti podla Gaussovej krivky.
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Ako je vidiet z Obrazku 6, smerodajna odchylka (s) ma vzdy kladnu a zaporna hodnotu
(%). Vrozpati -3s az do +3s sa nachadzaju prakticky vSetky hodnoty Gaussovej krivky, teda
leZzia tu vSetky pripady premenlivosti. Smerodajnd odchylka (s) takto spolahlivo
charakterizuje cely Statisticky sdbor. Na vypocet smerodajnej odchylky (s) potrebujeme
vypocitat varianciu (V). V Citateli je sucet Stvorcov rozdielov jednotlivych Statistickych
premennych (x) a priemeru (X) a v menovateli hodnota N, ktord sa nazyva pocet stupriov
volnosti.
I(x— %)?

N
Pri vypocte ako prvé vypoclitame rozdiely jednotlivych Statistickych premennych

V =

a priemeru x —X. Umocnime rozdiely jednotlivych Statistickych premennych od priemeru na
druhd (x — X)?. Hodnoty spocitame. Na vypocitanie variancie delime sumu $tvorcov odchylok
poctom stupriov volnosti N. Pocet stupnov volnosti N = n — 1, kde n je pocet merani.
Variancia vychadza totiz z hodnot diferencie. Diferenciu vsak moéZeme dostat len vtom
pripade, ak mame minimalne dve hodnoty. Pri dvoch hodnotdch mame teda jednu
diferenciu, pri troch hodnotach dve a podobne.

-

Ako dalSiu potrebni hodnotu vypocitame stredni chybu priemeru (s;). Tato
charakterizuje presnost zisteného aritmetického priemeru (x). Kazdy priemer je vypocitany
z urCitého, pocetne obmedzeného Statistického suboru (N). Keby sme vzali iny, pocetne
obmedzeny Statisticky subor toho istého materidlu, dostali by sme priemer, ktory by bol
velmi blizko prvému priemeru, ale predsa trochu odlisny. Sledovanim velkého poctu
Statistickych suborov by sme dostali aritmetické priemery (x), ktorych hodnoty by sa
pohybovali vuréitom rozpati. Toto rozpatie by bolo charakterizované prislusnou
smerodajnou odchylkou (s), ktora sa nazyva stredna chyba priemeru (sz). V rozpati
trojndsobku strednej chyby priemeru lezia vSetky existujuce hodnoty priemeru jednotlivych
Statistickych suborov, preto presne vymedzuju hodnotu zistovaného priemeru. Vzorec na
vypocet strednej chyby priemeru (sg) je:

e

S
Vn Vn

Sf:

Uloha &. 1: Vypocet zakladnych statistickych premennych

Teoreticky Gvod: Statistickym spracovanim nameranych dat porovname vplyv podmienok
nakliCovania rastlinnych semien (svetlo, tma, teplo, chlad, vyZiva) na Uspesnost klicenia
a kvalitu nadzemnej a podzemnej ¢asti naklicenych rastlin.

Objekt: Petriho misky so semenami nakliCovanymi pred 7 diami.
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Pracovné pomocky: laboratérny zapisnik, pero, ceruzka, pravitko, skalpel.

Pracovny postup: Na laboratérny stol vyberieme jednotlivé Petriho misky, ktoré sme si
pripravili v predchddzajicom tyZdni. Na meranie budeme mat k dispozicii po jednej Petriho
miske so 100 semenami naklicovanymi v tme (uzatvorena skritka v laboratérnej miestnosti
bez pristupu svetla), na svetle (na laboratérnej polici), v chlade (chladnicka s teplotou cca 4
°C) apo dvoch Petriho miskdch s exstirpovanymi semenami naklicovanymi vo vode
a v Knopovom zZivnom roztoku. V kazdej Petriho miske vypoclitame pocet vyklicenych semien.
Zaroven zistime najvacsiu a najmensiu dizku koreria a nadzemnej (zelenej) &asti vyklicenych
rastlin v kazdom variante. Ndsledne si vyselektujeme ndhodne 25 rastlin z kazdého variantu,
kde budeme merat dizku koreria a dizku nadzemnej ¢asti. Namerané Udaje z tychto dvoch
znakov zapiSeme do tabulky a Statisticky vyhodnotime. Tabulku zostavime podla vzoru
nasledovne (Tabulka 1):
Tabulka 1: Vypocet zadkladnych Statistickych hodnot.

n diZka nadzemnych &asti v cm (x) (x-x)  (x—x)?
1
2
n
2 2

Doba trvania: 90 min.

Vysledky: Statisticky vyhodnotime namerané déata aporovname jednotlivé hodnotené
varianty. Zaznamename v kazdom variante krajné hodnoty, medidan, modus, aritmeticky
priemer, smerodajnu odchylku a strednu chybu priemeru.

Kontrolné otazky

1. Ako by ste charakterizovali premenlivost biologického suboru?
Na ¢o sluzi biometrika?

w N

Ako by ste charakterizovali v Statistike znak? Uvedte lubovolny priklad sledovaného
znaku.

Co je Gaussova krivka?

Aky je rozdiel medzi medidanom a aritmetickym priemerom?

Ako by ste vypocitali smerodajnu odchylku?

Ako by ste vypocitali a na ¢o slluzi stredna chyba priemeru?

Definujte pocet stupnov volnosti.

O e N ;A

Aké statistické hodnoty povaZujete za najdéleZitejSie z hfadiska hodnotenia suboru?
10. Aky je vyznam pouzivania Knopovho roztoku a ¢im sa liSi od beznej destilovanej vody?
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Zaujimavost

Nahoda nie je pojem vysostne matematicky, ale nachddza praktickd aplikaciu v
informatike, kde sa vdaka nej mozu vyriesit zdanlivo neriesitelné problémy. Typicky problém
v informatike je matematicky formulovatelny a pozostava z nekonecného mnoistva
konkrétnych pripadov problému. Ulohou je najst taky algoritmus, ktory riesi kazdy z tychto
pripadov. Mnohé problémy vSak pomocou sucasnych vedomosti a vypoctovej techniky
nevieme vyriesit. Museli by sme ich odlozit na neskoér, nebyt nahody. Niekedy méze nahoda
viest k tomu, Ze vymenou urcitych prvkov v algoritme dostaneme rieSenie v priebehu
niekolkych sekiund aj na beZznom pocitaci. Uz starogrécky filozof Aristoteles povedal, Ze
»,nahoda je to, co moze byt takym, ale aj nie¢im inym; to, o mbZe nejakej veci patrit, ale aj
nepatrit“. Na mnozstvo klucovych vedeckych objavov sa prislo Uplnou ndhodou, ked vedci
skumali niec¢o Uplne iné. Napriklad LSD (dietylamid kyseliny lysergovej), sekundové lepidlo,
mikrovinna rdra, penicilin alebo nylon sa objavili Gplne nahodou. Svajéiarsky chemik Albert
Hofmann skdmal Specificky druh huby rodu Claviceps s ciefom vyrobit pre farmaceuticky
priemysel latku stimulujucu dychaci a obehovy systém. Syntetizoval za tymto ucelom
dietylamid kyseliny lysergovej, znamy pod nazvom LSD. Bol prvym ¢lovekom, ktory vyskusal
psychedelicky ucinok tejto latky pocas cesty domov na bicykli. Pre potvrdenie svojej
hypotézy uZil vedome na druhy den 250 mg LSD, pricom dalSie pokusy robil na sebe ina
kolegoch. Napisal viac ako 100 vedeckych ¢lankov a knih vratane ,LSD: Moje problémové
dieta”. Percy Spencer zase Uplnou ndhodou vdaka roztopenej ¢okolade dostal napad na
skondtruovanie mikrovinnej rury. To ho prinutilo uvaZovat, &i by sa energia z radiovych vin
dala vyuZit na varenie jedla. Znamy je aj pripad skotskeho bioléga a farmakoldga Alexandra
Fleminga, ktory nahodou objavil hubu Penicillium notatum, ktorej metabolit zabija baktérie
a to najma grampozitivne. V septembri 1928, pred odchodom na dovolenku, nechal ndhodne
lezat na stole misku s bakterialnou kultirou, konkrétne rodom Staphylococcus. Po navrate si
vSimol, Ze v miske vyrastla huba, okolo ktorej sa vytvoril kruh bez baktérii. Dokazy o prvej
kultidre, ktoré fotografoval, naznacovali, Ze pozoroval lyzu buniek baktérii. Ale niekedy opisal
kld€Cové pozorovanie ako priklad inhibicie alebo prevencie rastu baktérii v oblastiach
postihnutych hubou, ¢o potvrzdovala jasna inhibi¢nd zéna. Aj ked sa tieto dva ucinky
vyskytuju za celkom odlisSnych podmienok, Fleming pravdepodobne zabudol, ktoré
pozorovanie bolo skoér. Antibakteridlnu latku nazval penicilin podla huby, ktora ho
produkovala. Sdm si vSak vyznam svojho obaju neuvedomil. Az jeho kolegovia Howard Florey
a Ernst Chain zistili, Ze penicilin je moZné pouzit ako terapeuticky prostriedok na boj proti
velkému poctu bakteridlnych choréb. Za tento objav dostali spolu s Alexandrom Flemingom
v roku 1945 Nobelovu cenu.
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METABOLIZMUS RASTLIN

Rastliny sa vyznacuju autotrofnym (auto = samo, trofia = vyziva) sp6sobom Zivota.
Autotrofia je schopnost syntetizovat si potrebné organické latky, ktoré ziskavaji pomocou
asimildcie, z anorganickych latok. Primarnym produktom asimilacie su sacharidy. Paralelnymi
syntézami vznikaju lipidy, proteiny, ako aj katalytické a regulacné organické latky. Autotrofné
organizmy su preto producentami organickych Iatok. Energiu potrebnd pre tieto syntézy
ziskavaju zo svetla (fotoautotrofné organizmy, rastliny) alebo z exergonickych reakcii
(chemoautotrofné organizmy). Chemoautotrofné organizmy tvoria organické Iatky
z anorganickych latok, pricom vyuZivaji chemickd energiu, ktoru ziskavaju oxidaciou
jednoduchych anorganickych (sirovodik, vodika) alebo organickych (metan) Iatok. Sem patria
hlavne mikroorganizmy, ktoré nemaju asimila¢né farbiva. Zdrojom uhlika je CO,. Do tejto
skupiny zahfiiame niktrifikacné, denitrifikaéné, sirne baktérie, baktérie oxidujiuce vodik alebo
Zelezo. Heterotrofné organizmy vyuzivaju autotrofné na svoj Zivot. Podla druhu Zivin a
spésobu Zivota medzi heterotrofy patria Zivocichy, huby, clovek. Heterotrofia je sp6sob
vyZivy organizmov, kedy zakladné, vychodiskové organické latky musia ziskavat z potravy.

Rastlinny organizmus je tvoreny mnozstvom r6znych organickych a anorganickych latok.
Tie sa v rastlindch neustdle tvoria a zarovert menia v biochemickych reakcidch v zavislosti od
fyziologickych funkcii rastliny. Latky, ktoré vznikaju v rastline, hoci to vSeobecne plati pre
vsetky organizmy, je mozné rozdelit podla povodu vzniku v metabolickych procesoch na
primarne metabolity a sekundarne metabolity. Medzi primarne metabolity zaradujeme
sacharidy, proteiny, lipidy a nukleové kyseliny a k sekundarnym metabolitom patria latky,
ktoré su odvodené od primarnych metabolitov prostrednictvom réznych metabolickych drah
apre rastlinu nie su Zivotne doleZité, avSak rastlina ich potrebuje na prekonanie
nepriaznivych podmienok. Tvorba sekundarnych metabolitov je obvykle orgdnovo, pletivovo,
pripadne bunkovo Specifickd. Mnohé ztychto latok su pre rastlinu existenéne doélezité
(napriklad farbiva, koenzymy, bazy nukleovych kyselin, fytohormony). Chrania rastliny pred
biotickym (baktérie, huby, nematédy, hmyz alebo pastva zvieratami) a abiotickym (vyssia
teplota a vlhkost, tienenie, mechanické poskodenie alebo pritomnost tazkych kovov)
stresom. MnoZstvo z nich sa povaZuje za produkty detoxikaénych procesov, ktorymi sa
rastlina zbavuje reaktivnych odpadov metabolizmu, funkcia mnohych nie je jasna.

Z vyznamnych primarnych metabolitov rastliny méZzeme spomenut najma sacharidy ako
je celuldéza a lignin. Samozrejme vsak rastlinny amterial je komplexny a obsahuje velké
mnozZstvo primdarnych metabolitov, avSak pre ucely nasledujucich laboratéornych cviceni si
blizsSie popiSeme tieto dva polyméry. Oba tieto sacharidy tvoria vyznamnu zlozku rastlinného
materidlu, avSak percento ich zastlpenia je rozne v zavislosti od konkrétneho druhu rastliny.
Celuldza je rastlinny polysacharid, ktory je sucastou stien rastlinnych buniek. Makromolekula
celulézy obsahuje viac ako 1000 stavebnych jednotiek glukdzy. Na rozdiel od skrobu a
glykogénu je tu B-glykozidovd vazba. Vznikd retazec, ktory ma v prirodnom materidli
charakter dlhého nevetveného vldkna. Celuldza je hlavna stavebna latka rastlinnych buniek a
spolu s ligninom sa podiela na stavbe sekundarnych bunkovych stien. V niektorych pletivach
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sa tvori Cista celuldza (bavina), inde (napr. v dreve) je sprevadzana inymi latkami: ligninom,
hemicelulézou a Zivicami. Celuléza je najrozSirenejSim biopolymérom na zemi, rocne jej
vznikd aZ 1,5x10° ton. Celuléza je nerozpustna latka. Pri reakcii celuldzy s hydroxidom
sodnym a sirouhlikom, vznikd xantogenan celulézy — medziprodukt na vyrobu viskézového
hodvabu a celofanu. Celuléza sa pouZiva na vyrobu papiera, obalovych materidlov,
hygienickych potrieb a podobne. Je hlavnou Zivinou pre bylinoZravcov a najrozsirenejsia
organicka latka na Zemi. Hemiceluldza patri medzi heteropolyméry a na rozdiel od celuldzy je
zlozend z r6znych monosacharidov ako je xyldza, mandza, galaktéza a dalSie. V zavisloslosti
od druhu rastliny sa meni aj dominantné zastupenie vybraného monosacharidy. Napriklad
rastliny patriace medzi makké drevo maju najviac zastupend mandzy a rastliny patriace
medzi tvrdé drevo naopak xylézu. Dal§imvyznamne zastlpenym primarnym metabolitom
v rastlinach, je lignin. Lignin je heteropolymér zloZeny z fenolovych (fenylpropanylovych)
jednotiek ato koniferylalkoholu, sinapylalkoholu a p-kumarylalkoholu. Tieto su kovalentne
spojené s polysacharidmi a proteinmi. SU to molekuly amorfné a opticky inaktivne. Hlavnymi
vazbami v molekule ligninu su éterové (-O-) a uhlik-uhlik vazby. Lignin prejavuje vysoky
stupen strukturalnej variability, ktory zavisi od rastlinnych druhov a pletiv a od typu bunky.
Sekunddrne metabolity rastlin mdZeme rozdelit podfa Struktdry na polyfenoly
(jednoduché fenoly, flavonoidy, fenolové kyseliny, taniny, stilbény), alkaloidy a terpény.
V ramci skupiny polyfenolovych latok tvori ich znaénu Cast skupina flavonoidov. Fenoly su
aromatické alkoholy, ktoré obsahuju -OH skupinu naviazand na aromatickom jadre.
Prirodzene sa vyskytuju v mnohych druhoch potravin a tiez v pridavnych latkach, ktoré
davaju potravinam farbu, chut a vénu. Medzi jednoduché fenoly bezne sa vyskytujuce
v rastlindch patri napriklad vanilin. Flavonoidy su fenolové latky, ktoré su v rastlinnej risi
velmi rozSirené a chrania rastliny pred Skodlivymi ¢initelmi. Zahriiaju skoro 4000 zndmych
derivatov. Vyznacuju sa priaznivym ucinkom na organizmus. Su aktivnhe vo vodnom aj v
lipofilnom prostredi. Medzi najvyznamnejSie flavonoidy patria: kaemferol, kvercetin,
hesperidin, rutin, antokyanidiny, katechin, fenylpropanoidy a iné. Vo vSeobecnosti sa
vyskytuju vSade tam, kde je viazany vitamin C. Taniny (triesloviny) su polyfenolové zluceniny,
ktoré rozdelujeme na hydrolyzovatelné alebo kondenzované taniny. Hydrolyzovatelné taniny
su komplexy polyfenolov, ktoré moéziu byt rozkladané pomocou zmeny pH alebo
enzymovou/neenzymovou hydrolyzou na mensie fragmenty, zvycajne sacharidy alebo
fenolové kyseliny. Hlavné pouzZitie taninov je vyroba koZe, kde sa taniny pouZivaju na
viazanie kolagénovych proteinov v kozi zvierat, ¢im sa koZa stava flexibilnejSou a menej
citlivou na mikrobialny utok. Alkaloidy patria medzi metabolity odvodené od aminokyselin.
Tvoria najpocetnejSiu skupinu sekundarnych metabolitov a pre ¢loveka a zvieratd su casto
velmi jedovaté. Spravidla ide o dusikaté zlicéeniny alkalickej povahy tvoriace vacsSinou soli s
organickymi kyselinami (Stavelovou, mliecnou, jabl¢nou, citrénovou, vinnou). Vadésina
alkaloidovych rastlin je znama svojou toxicitou, halucinogénnymi ucinkami, vyuZitim v
[udovej medicine i pre priemyselnu vyrobu liediv. V prirode sa vyskytuje tiez velky pocet
terpénov. V organizme moziu mat rozlicnd funkciu. Pritomnost kyslika najéastejsie v
alkoholovej, ale i aldehydovej, ketdnovej, esterovej, éterovej, laktonovej a fenolovej skupine,
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i poloha dvojitej vazby vplyvaji na charakter vone tychto latok. Podobne aj pritomnostou
dusika alebo siry ziskavaju osobitne vyraznu vonu. Linalol sa vyskytuje v kvetoch konvalinky,
v pomaranc¢ovom a v koriandrovom éterickom oleji. Geraniol sa nachddza v eukalyptovom a
v ruzovom oleji, kde sa vyskytuje spolu s citronelom. Z monocyklickych terpénov je
najdolezitejsi limonén. Tvori hlavnu zloZzku citrusovych éterickych olejov. Karvén ma voénu
ako rasca a nachddza sa v rasci, kopri a v terpentinovom oleji. Medzi rastlinné monoterpény
patria aj glykozidy i rastlinné hormdny ako je kyselina abscisova a gibereliny. Medzi
sekunddrne metabolity moZeme zaradit tieZz vitaminy, ktoré byvaji rozdelené do dvoch
skupin: na vitaminy rozpustné vo vode a vitaminy rozpustné v tukoch (A, D, E a K).

Uloha &. 1: Dokaz ligninu

Teoreticky uvod: Z kvalitativneho hladiska je lignin po celul6ze najrozSirenejSou organickou
zlu€eninou rastlinného pdévodu. Ma stavebnu funkciu. Tvori priblizne 25 % rastlinnej
biomasy, v pripade ihli¢énatych stromov az 50 %. V najva¢Som zastUpeni sa objavuje v
bunkovych stendch sekundarnych buniek, ktoré tvoria xylémové cievy a tracheidy. Ukladanie
ligninov poskytuje Strukturdlnu podporu a pevnost nadzemnym castiam vySSich
suchozemskych rastlin. Vdaka hydrofébnym vlastnostiam zabezpecuje lignin v xylémovych
cievach vodotesnost. Ligninové molekuly vznikaju polymerizaciou troch alkoholov - kyseliny
Skoricovej, monolignolov (fenylpropdnové jednotky) a to p-kumarylalkohol, koniferylalkohol
a sinapylalkohol. Tieto fenylpropanové jednotky reaguju s floroglucinom alebo anilinom
a v kyslom prostredi ddvaju charakteristické zafarbenie.

Objekt: zapalky, viacrocné konariky bazy Ciernej (Sambucus nigra L.), kanceldrsky papier,
filtraény papier.

Pracovné pomocky: kadicky, Petriho misky, sklena tycinka, pipeta, odberna banka, odmerny
valec, vodny kupel.

Chemikalie: 1 % (w/v) alkoholicky roztok floroglucinu, koncentrovand HCI, roztok
anilinhydrochloridu (1 ml anilinu sa zmieSa s 1 ml koncentrovanej HCl a doplni 8 ml
destilovanej vody).

Pracovny postup:

a) Zkonarika bazy &ernej pripravime pozdizny arieény rez. rezni plochu potrieme
floroglucinom a potom koncentrovanou HCI. Lignifikované bunkové steny sa zafarbia
cerveno az Cervenofialovo. Nelignifikované bunkové steny nachdadzajlice sa v strini
nedavaju farebnu reakciu.

b) Drievko zo zapalky ponorime na 30 sekund do roztoku floroglucinu. Potom drievko
prenesieme do HCl. Drievko sa ihned' zafarbi na ¢erveno. Druhé drievko ponorime do
roztoku anilinhydrochloridu. Drievko sa ihned’ zafarbi na zlatoZlto. Obidve reakcie su
dbékazom pritomnosti ligninu v dreve. Paralelne vykoname obidve skusky s drevenym
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kancelarskym papierom a filtratnym (celulézovym) papierom. Papier obsahujuci lignin
ddva pozitivnu reakciu, papier celulézovy nedava reakciu.

Doba trvania: 20 min.

Vysledky: Vyhodnotime pozorované reakcie a popiSeme, ktoré objekty obsahuju
lignifikované bunkové steny a aka je ich funkcia vo vzorke.

Uloha &. 2: Reakcie taninov (trieslovin)

Teoreticky uvod: Taniny (triesloviny) su zloZité organické zluceniny polyfenolového
charakteru, ktoré obsahuju pyrokatechol, pyrogalol alebo floroglucin. Spolo¢nym znakom
tychto vysokomolekuldrnych latok je schopnost zrazat proteiny nachadzajice sa v koizi.
Tymto procesom kozZa ziskava vhodné technologické vlastnosti, odolnost voci hnilobnym
rozkladnym procesom, strate ohybnosti a priliSnému napuciavaniu. Prave z tohto dévodu su
extrakty ztrieslovin vyuZivané iv lekarstve, zrdZzanim proteinov sliznic na nich vytvaraju
koagulaéné membrany, ¢im zniZuju drazdivost, inhibuju zapaly a podobne. Pre svoju zvieravu
horkd chut poskytuju rastline ochranu pred napadnutim réznymi Skodcami (napr. tvorba
halok). Obzvlast bohaté na triesloviny su rastlinné celade ako Rosaceae, Fabaceae,
Polygonaceae, Ericaceae. Z hladiska chemickej povahy su triesloviny réznorodé chemické
latky a preto aj ich dokazové reakcie su casto charakteristické pre celd skupinu a nie
dostatocne 3Specifické, preto je Casto potrebné uskutonit viaceré reakcie pre potvrdenie
pritomnosti taninov vo vzorkach.

Objekt: dubové halky (Quercus robur L.), oplodie pagaStana konského (Aesculus
hippocastanum L.), silny extrakt C¢ierneho alebo zeleného ¢aju.

Pomocky: kadic¢ky, skimavky, stojan na skimavky, pipeta, aparatura na filtrovanie, sklend
ty¢inka, vodny kupel, centrifiga, lakmusové papieriky, Petriho miska.

Chemikalie: 10 % (w/v) FeCls, nasyteny roztok AICls, roztok Zelatiny (1 g Zelatiny sa necha
napucat v 100 ml destilovanej vody, zahreje sa na 60 °C a prida sa 10 g NaCl, pH roztoku sa
upravi na 4,0), 1 % (w/v) AgNOs, 26 % NH40H, 10 % (wlv) octan olovnaty zasadity bezvody,
5 % (w/v) molybdénan amdénny v nasytenom roztoku AICls, 20 % (v/v) H2S04, KOH, Fehling |
(roztok pozostavajuci z 69,3 g siranu mednatého a 1 | destilovanej vody), Fehling Il (roztok
pozostdvajlci z 46 g vinanu sodno-draselného a 120 g hydroxidu sodného v 1 | destilovanej
vody).

Postup: 10 g nadrobno nasekaného rastlinného materidlu varime 10 min v 100 ml
destilovanej vody. Prefiltrujeme. Filtrat rozdelime na 6 Casti a urobime skdsky na pritomnost
trieslovin.

a) K5 ml trieslovinového extraktu priddame niekolko kvapiek 10 % (w/v) FeCls. Za
pritomnosti pyrokatecholovych trieslovin sa roztok zafarbi na Cienozeleno, za pritomnosti
pyrogalolovych trieslovin sa roztok zafarbi na ciernomodro. Toto zafarbenie dava
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komplexna zlicenina Zelezitého iénu s fenolovymi latkami. Reakcia je pozitivna aj za
pritomnosti fenolovych latok netrieslovinového pévodu.

b) K5 ml cireho trieslovinového extraktu opatrne prikvapkdme pripraveny Zelatinovy
roztok. Vyzraza sa Zltkastd zrazenina. Reakcia je Specificka pre triesloviny. Latky, ktoré
davaju negativnu reakciu, sa za triesloviny nepovazuju.

c) K5 ml trieslovinového extraktu pridéme 1 ml 1 % (w/v) AgNOs, niekolko kvapiek
hydroxidu aménneho a kratko povarime. Triesloviny sa vyzrazaju a suéasne sa vyzraza aj
Cierne koloidné striebro.

d) K5 ml trieslovinového extraktu priddme 3 ml 10 % (w/v) zasaditého octanu olovnatého.
Triesloviny sa v roztoku kvantitativne vyzrazaju vo forme bledej zrazeniny. Sucasne sa
vyzrazaju aj latky fenolovej povahy, ktoré mézu skreslit vysledok.

e) K5 ml trieslovinového extraktu pridame po kvapkach 5 % (w/v) roztok molybdénanu
amoénneho v nasytenom roztoku AlCls. ZIta zrazenina je d6kaz pritomnosti trieslovin.

f) K10 ml trieslovinového extraktu priddvame zasadity octan olovnaty do vytvorenia bielej
az bledo Zltej zrazeniny. Po vytvoreni zrazeniny obsah kadi¢ky kratko povarime.
Zrazeninu centrifugujeme, dekantujeme. 2-krat premyjeme vodou, priddme 5 ml 20 %
(v/v) HSOs4 a20 min hydrolyzujeme varom. Po vychladnuti roztok neutralizujeme
pridanim pevného KOH do slabo alkalickej reakcie. Priddme Fehlingov roztok (celkovy
objem 15 ml, pricom v rovnakom objeme zmieSame roztoky Fehling | a Fehling Il).
Vylucend cervend zrazenina Cu;O dokazuje, Ze v molekule triesloviny na nachdadza
redukujuci sacharid.

Doba trvania: 75 min.

Vysledky: PopiSeme princip kazdej dokazovej reakcie a ziskany vysledok. Zhodnotime, aké
pouZité objekty obsahuju triesloviny a naSe vysledky porovndame s udajmi publikovanymi
v literature.

Uloha &. 3: Dokaz pritomnosti vitaminu C

Teoreticky tGvod: Vitamin C (kyselina L-askorbova) patri medzi vitaminy rozpustné vo vode.
Jej sumadrny vzorec je CsHsgOs. Vyskytuje sa predovsetkym v ovoci a zelenine. Kyselina L-
askorbova je potrebnda na reguldciu metabolizmu aminokyselin, udrZiavanie pevnosti
cievnych stien (najma kapilar) a tkanivové dychanie. Podporuje vstrebavanie Zeleza,
stimuluje tvorbu bielych krviniek, vyvoj kosti, zubov a chrupaviek, podporuje rast a
odstranuje volné radikdly. Vyznamné mnozZstva obsahuju najma citrusové plodiny. Princip
dokazovej reakcie spociva v nakvapkani pripravenej olivovozelenej zmesi roztokov
hexakyanoZelezitanu draselného a chloridu Zelezitého do skimavky s roztokom kyseliny
askorbovej za vzniku modrého sfarbenia. Takd istu farebnu reakciu pozorujeme aj na reze
plodov ovocia (za pritomnosti vitaminu C). Uvedeny d6kaz vitaminu C je zaloZzeny na jeho
redukénych schopnostiach. Kyselina askorbova zredukuje hexakyanoZelezitan draselny na
hexakyanoZeleznatan draselny a ten utvori so Zelezitym kationom berlinsku modru
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(hexakyanoZeleznatoZelezitan draselny). Takto moZno polokvantitativne sledovat obsah
vitaminu C v jednotlivych druhoch ovocia a zeleniny (intenzita sfarbenia je relativne imerna
obsahu vitaminu C). Obsah vitaminu C v primdrnom zdroji zavisi od viacerych faktorov
vnutornych (napr. ontogeneticky stav rastlinného pletiva) a vonkajsich (napr. pritomnost
tazkych kovov, oxidacnych cinidiel). Na oxidaciu a nasledne znehodnotenie vitaminu C vplyva
pH, kyslik, kovy, teplota. Vitamin C je najstalejsi pri pH 3-4, ¢im je pH vyssie, tym sa vitamin C
rychlejSie znehodnoti. Kyslik znehodnocuje vitamin C predovSetkym v pritomnosti kovov
(predovsetkym Fe, Cu) ataktiez zvySovanim teploty sa zvySuje miera znehodnotenia
vitaminu C.

Objekt: citrénova Stava (Citrus x limon) alebo iny zdroj vitaminu C.
Pracovné pomocky: kadicka, kvapkadlo, skimavka, stojan na skiimavky.

Chemikalie: 1 % (w/v) roztok hexakyanoZelezitanu draselného, 1 % (w/v) roztok chloridu
Zelezitého, kyselina askorbova (Celaskon).

Pracovny postup: Najprv zmieSame rovnaké objemy (po 1 ml) roztoku hexakyanoZelezitanu
draselného a chloridu Zelezitého. Takto pripraveni zmes kvapneme na rozrezané plody
ovocia a pre porovnanie aj do skimavky s roztokom kyseliny askorbovej. Pozorujeme.

Doba trvania: 10 min.

Vysledky: Zaznamename pozorované farebné zmeny a vysvetlime.

Uloha &. 4: Redukéné vlastnosti vitaminu C

Teoreticky uvod: Vitamin C je kofaktorom viacerych enzymov v tele (o znamen3d, Ze bez
neho by tieto enzymy nemohli plnit svoju funkciu) a ma vyznamny vplyv na tvorbu kolagénu.
Ma silné redukéné vlastnosti, ktoré rastlina vyuZiva pri oxido-redukénych metabolickych
procesoch. Redukéné vlastnosti je mozné dokazat redukovanim roztoku AgNOs na
elementarne striebro vtme a chlade.

Objekt: Cerstva Stava z citrona (Citrus x limon).

Pracovné pomaocky: kadic¢ky, aparatura na filtrovanie, skimavky, stojan na skimavky, pipeta,
sklena tycinka, varny kupel.

Chemikalie: 1 % (w/Vv) kyselina L-askorbova, 1 % (w/v) kyselina citronova, 1 % (w/v) roztok
glukdzy, 1 % (w/v) AgNOs, 26 % NH4OH.

Pracovny postup: V prvom kroku si pripravime citrénovi stavu sposobom, Ze citron
vytla¢ime a ziskanu stavu prefiltrujeme. Polovicu Stavy odloZime a druhu polovicu 10 min
povarime v kadi¢ke. Po vare nechame vychladnut. Do skiimaviek napipetujeme nasledujice
roztoky v objeme 5 ml: destilovana voda (kontrola), kyselina L-askorbova, kyselina citrénova,
citrénova stava, povarena a vychladnuta citrénova stava, 2 ml roztoku glukdzy + par kvapiek
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NH4OH. Do kaZdej skumavky napipetujeme 3 ml 1 % (w/v) AgNOs a skumavky uloZime na
tmavé miesto. Vyhodnotime po 45 min.

Doba trvania: 75 min.

Vysledky: Po dobe inkubacie vyhodnotime dudlohu vizudlnym porovnanim mnoiZstva
vyredukovaného striebra, popiSeme a vysvetlime pozorované javy. Vyhodnotime, ktoré
zlozky citrénovej stavy redukuju roztok AgNOs.

Uloha ¢&. 5: Dokaz pritomnosti vitaminu A

Teoreticky uvod: Vitamin A je vSeobecny nazov pre latky s aktivitou vitaminu A, ktoré su
rozpustné v tukoch. Vyznacuje sa vysokou citlivostou na svetlo a na kyslik. Vitamin A sa ako
retinol vyskytuje v potravinach ZivociSneho pévodu (napr. olej z rybej pecene, pecienka,
mlieko a mlie¢ne vyrobky). Ako 3,4-dihydroretinol (vitamin A2) ho najdeme v morskych
rybach (napr. Zralok, platyz, makrela). Vo forme provitaminu (B-karotén) je vitamin
A pritomny v zelenine a ovoci (napr. mrkva, brokolica, melén, Salat, Spendt, marhula) a
v traviacom trakte ¢loveka sa meni na vitamin A len v mnoZstve potrebnom pre telo.
Provitamin A (chemicky B-karotén) patri do skupiny karoténov, ktoré sa v pritomnosti
kyseliny sirovej sfarbia modro alebo modrofialovo. Tento vitamin je dolezity pri redoxnych
procesoch v organizme, biochemickych dejoch videnia a podobne. Preto by ho mal byt v
potrave dostatok. Da sa to dosiahnut pravidelnou konzumaciou zdrojov beta-karoténu (napr.
mrkvy, paradajok a inych). Jeho nedostatok spo6sobuje poruchy zraku a rastu.

Objekt: zdroj vitaminu A, resp. jeho provitaminu B-karoténu (mrkva Daucus carota L., plod
ruze $ipovej Rosa canina L., vajeény Zitok a podobne).

Pracovné pomocky: skimavka, stojan, trecia miska, struhadlo, skalpel, kvapkadlo, Petriho
miska, hodinové sklicko.

Chemikalie: benzin technicky, koncentrovana (96 %) kyselina sirova, roztok beta-karoténu.

Pracovny postup: Objekt v mnozZstve 5 g nakrdjame najemno, prip. nastriuhame a vlozime do
skimavky. Prilejeme 3 ml benzinu. Dokladne pretrepeme a nechame 3 min stat. Z roztoku
nasledne kvapneme kvapku na Petriho misku alebo hodinové sklicko. Na druhd Petriho
misku kvapneme kvapku pripraveného roztoku B-karoténu. Ked sa benzin z Petriho misky
odpari po 2-3 min, prikvapneme do oboch roztokov s karoténmi kyselinu sirovd. Pozorujeme
farebnud zmenu vo forme modrého zafarbenia ako dokaz karoténu.

Doba trvania: 20 min.

Vysledky: Pozorujeme vyslednu farebni zmenu v oboch vzorkach. Porovname a vysvetlime
pri¢inu farebnej reakcie.
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Uloha &. 6: Stanovenie obsahu lipidov vo vzorke

Teoreticky uvod: Lipidy su po chemickej stranke estery vysSich karboxylovych kyselin a
alkoholov. Ich molekuly su pomerne chudobné na kyslik. Lipidy patria medzi primarne
metabolity. Nie su sice priamym produktom fotosyntézy, ale Uzko s nim suvisia. Acetyl-CoA
(acetylkoenzym A) je centrdlna molekula metabolizmu sacharidov, lipidov, proteinov
a dalSich latok. Vznikd v procese cyklu kyseliny citrénovej. Tvoria rozmanitu skupinu latok
(tuky, vosky, fosfolipidy, terpény a iné), ktorej spolo¢nou vlastnostou je ich rozpustnost v
organickych rozpustadlach a ciastocna rozpustnost, resp. Uplnd nerozpustnost vo vode.
Lipidy su nevyhnutné pre stavbu bunkovych Struktur, tkaniv a pletiv, si zdrojom energie pre
organizmus, ZivociSny organizmus chrania pred stratou tepla a mechanickym poskodenim,
zUcastnuju sa na stavbe nervovych buniek a obaluju nervové vldkna a vytvaraju prostredie, v
ktorom su rozpustné latky inak nerozpustné vo vode (niektoré vitaminy, hormédny, lieciva,
farbiva).

Objekt: zomleté olejnaté semena (sInecnica rocna, lan siaty, mak siaty a podobne).

Pracovné pomoacky: centrifugacné skimavky, stojan na skimavky, odmerny valec, pipeta,
destilatnda banka, korkovy podstavec, filtratna aparatira, analytické vahy, exsikator,
centrifldga, rotac¢nd odparka.

Chemikalie: n-hexan, siran sodny bezvody.

Pracovny postup: NavaZime do umelohmotnej centrifugacnej tuby 3 g pomletej vzorky,
hmotnost si zapiSeme (m). Ku vzorke priddme 20 ml n-hexdnu, uzatvorime, silno
pretrepeme. Extrahujeme 6-krat 20 sek v mikrovinnej rure. Po kaZzdej extrakcii vzorku silno
pretrepeme. Po poslednej extrakcii vzorku centrifugujeme (4200 otacok, 5 min). Supernatant
zlejeme do pripravenej banky. Ku vzorke, k peletu prilejeme 10 ml n-hexanu a extrakciu
opakujeme ako v pripade objemu 20 ml. K peletu prilejeme 8 ml n-hexdnu a opakujeme
extrakciu. Odvazime si prdzdnu destilacnd banku (mi) a pripravime si aparatiru na
filtrovanie, pricom na filtrany papier dame lyzicku siranu sodného bezvodého. Supernatant
zozbierany zo vsetkych extrakcii prefiltrujeme a premyjeme 2 x 3 ml hexanu (jedenkrat
preplachneme banku a jedenkrat filtraény papier) a prebyto¢né rozpustadlo odparime na
rotacnej odparke pri teplote 60 °C. Banku po odpareni vloZzime do exsikatora, kde vychladne
a taktiez nenasaje vzdusnu vihkost, ktora by ovplyvnila vysledok. Odvazime (m2). Namerané
hodnoty dosadime do vzorca a vypocitame podiel lipidov vo vzorke:

x (%) = (((m2-m1)/m)*100)*(100/susina)

kde x je mnoistvo lipidov vyjadrené v percentiach, m je hmotnost vzorky, m; prazdna
destilacna banka a m; odparok.

Doba trvania: 60 min.
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Vysledky: Vypocitame podiel lipidov vo vzorke a podla udajov z literatiry porovname
spravnost ziskaného vysledku.

Kontrolné otazky

Aky je rozdiel medzi sekundarnymi a primarnymi metabolitmi?
Vymenuijte priklady primarnych metabolitov.

Vymenuijte priklady sekundarnych metabolitov.

Popiste skupinu alkaloidov, chemicku podstatu a ich vyuzitie.
Aké vlastnosti maju flavonoidy?

Popiste zloZenie celuldzy.

Co je to lignin?

Ako rozdelujeme vitaminy z pohladu ich rozpustnosti?

O 00 NOU R WDNR

Aké su principy dokazovych reakcii trieslovin?
10. Ako dokazeme redukcné vlastnosti vitaminu C?

Zaujimavost

V risi rastlin je mozné najst nespocetné mnoiZstvo liecivych latok, ktoré sa vyznacuju
svojimi terapeutickymi u¢inkami a nachadzaju vyuzitie v ludovom liecitelstve. AvSak rovnako
je mozné najst v rastlinach mnoiZstvo jedov. Jedna z najjedovatejsich rastlin, ktora sa bezne
nachadza v okrasnych zahradach a dvoroch, je oleander obycajny (Nerium oleander), ktory
obsahuje mnozstvo toxinov alkaloidovej povahy (napr. oleandrin), ktoré sp6sobuju hnacku,
zvracanie, delirium az smrt. Avsak na prvom mieste v rebric¢ku jedovatych rastlin sa nachadza
tabak pre toxické alkaloidy ako nikotin a anabasin. Oralne pozitie tychto alkaloidov je Zivotu
nebezpecné.
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FOTOSYNTEZA V RASTLINACH

Fotosyntéza je jedinecny metabolicky proces Zivej prirody, v ktorom zelené (autotrofné)
organizmy i) transformuju energiu Ziarenia na energiu chemickych vazieb v ATP
(adenozintrifosfat, makroergicka zlicenina), ii) syntetizuju organické latky (glukdza) aiii)
vytvaraju Oz, od ktorého zavisi existencia Zivych organizmov, vratane ludskej populacie.
Pojem fotosyntéza pochadza z dvoch gréckych slov a to fotos = svetlo a synthessis = viazanie,
zlucovanie. Prave vdaka fotosyntéze je mozné udrzovat relativne stdle pomer dvoch plynov
v ovzdusi, O; a CO; atiez sa podiela na kolobehu uhlika v prirode. Je to jedna z formiem
asimilacie oxidu uhlicitého, ktora moéze mat rozlicny priebeh. Dany proces je mozné znazornit
rovnicou:

nCO; + 2nH,0 = (CH,0)n + nH20 + 2nX

kde X moze byt kyslik, sira alebo tiez mdéze chybat. Fotosyntéza predstavuje autotrofny
spbsob vyzZivy typicky pre zelené rastliny, ktoré obsahuju asimilacné farbiva (chlorofyly,
karotenoidy, fykobiliny). Fotosyntézu vsak méZu uskutocriovat aj riasy, cyanobaktérie
a niektoré rody baktérii (purpurové sirne baktérie, zelené sirne baktérie a dalsie).

Fotosyntézu mozZno charakterizovat ako subor fotofyzikdlnych (absorpcia energie
Ziarenia asimilacnymi pigmentami), fotochemickych (fotosynteticka fosforyldcia) a
biochemickych procesov (fixacia a redukcia CO, — Calvinov cyklus u C3 rastlin a Hatch-Slackov
cyklus u C4 rastlin) v rastlinnej bunke obsahujlicej asimilacné pigmenty. Pomocou tychto
pigmentov rastlina vytvara za ucasti energie Ziarenia z anorganickych latok (CO2 a H;0)
organické zluceniny (glukdza, CsH1206) za sucasného uvolnenia Oz. Hovorime o primarnych
metabolitoch (sacharidy, lipidy, proteiny), ktoré su potom zakladom pre syntézu
sekundarnych metabolitov. Fotosyntéza je proces nazyvany aj fotosynteticka asimilacia,
pretoze z jednoduchych latok (CO; a H,0) vznikaju zlozité latky (glukdza). Asimilacéné farbiva
predstavuju nielen zelené chlorofyly, ale aj zlto-oranzové karotenoidy a fykobiliny. Kazdé
z tychto pigmentov absorbuju ind Cast spektra viditelného svetla vo vinovom rozmedzi od
400 do 700 nm. Fotosynteticky aktivny je modrozeleny chlorofyl g, Zltozeleny b, tiez chlorofyl
¢ a d vyskytujuci sa v hnedych a ¢ervenych riasach, pricom existuje aj bakteriochlorofyl a a b,
chlorobiumchlorofyl. Procesy fotosyntézy mézeme rozdelit do dvoch faz: jedna zahfna
reakcie, ktoré prebiehaju len pri osvetleni (svetelnd faza fotosyntézy) a druha skupina
predstavuje reakcie, ktoré sa uskuto€nuju nezavisle od osvetlenia, aj za tmy (tmava faza
fotosyntézy, v niektorej literature sa stretneme aj s ozna¢enim temnotna faza).

Svetelna faza predstavuje primarne procesy, ktoré prebiehaju na membrane tylakoidov
v chloroplastoch, pricom energiu na asimilaciu oxidu uhli¢itého dodava slnecné svetlo.
Principom je premena tejto slneénej energie na energiu chemickych vazieb a uskutocriuje sa
v dvoch po sebe nasledujucich krokoch prostrednictvom fotosystému | all, ktoré sa
nachadzaju v eukaryotoch. Tieto sU suUstavami prenasacov a farbiv, ktorych vyznamnou
zlozkou je chlorofyl. Fotosystém | (P700) absorbuje svetelné Ziarenie s vinovou dizkou 700
nm. Fotosystém | prijima svetelné Ziarenie, nasledne chlorofyl fotosystému | prechadza do
excitovaného stavu a uvolfiuje elektréony, ktoré mozZu bud redukovat NADP*
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(nikotinamidadenindinukleotidfosfat) na NADPH + H* (redukovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu) alebo sa vratit spat. Cast ich energie sa vyuZije na
tvorbu ATP v procese cyklickej fosforylacie. Redukovand forma NADP sa potom vyuZiva
v tmavej faze fotosyntézy. Fotosystém Il (P680) absorbuje svetelné Ziarenie s vinovou dizkou
680 nm. Podobne ako fotosystém |, prijme svetelné Ziarenie, prejde do excitovaného stavu a
uvolni elektréony, ktoré prechddzaju na fotosystém | (resp. na chlorofyl fotosystému 1), kde
nahradia uvolnené elektrény. Elektronové nasytenie chlorofylu fotosystému Il zapri¢ifiuje
fotolyzu vody, pri ktorej sa uvolfiuje kyslik, protény a elektrény:

4H,0 > 40H +4H*
40H >4 (OH)+4¢e
4(0OH) > 2 H,0 + 0,

Z hydroxidového iénu OH™ sa odobera elektréon a vrati sa spat do chlorofylu (to uz iny
elektrén, ako ten, ktory sa z chlorofylu uvolnil na zaciatku fotosyntézy, preto hovorime o
necyklickej faze). OH™ sa pri odnimani elektrénu meni na OH" hydroxidovy radikal. Tento
radikal je vysoko reaktivna latka, ktord reaguje s dalSim radikalom a vznikd O,. Tento proces
sa oznacuje tieZz ako resyntéza vody, preto na pravej strane rovnice je voda.

Energia elektrénu pochddzajuca zjeho uvolnenia z chlorofylu sa vyuzZije na vznik
radikdlu H' z vodikového kationu, ktory zreaguje s NADP*, podla rovnice:

NADP* + 2 H* - NADPH + H*

A tak ako bolo pisané vyssie, NADPH + H* sa vyuZije v tmavej faze na redukciu O,. NADP*
funguje ako koenzym, nebielkovinova zlozka enzymu oxidoreduktaz (enzymy katalyzujuce
oxida¢no-redukéné procesy). Vysledkom svetelnej fazy fotosyntézy je vznik moakroergickej
zlu€eniny ATP, O; a redukovanej formy NADP — teda NADPH + H*.

Tmava faza fotosyntézy predstavuje sekunddrne procesy, ktoré nie su priamo zavislé od
osvetlenia a prebiehaju aj vtme. Ich podstatou je premena latok, teda CO; na glukdzu za
vyuzitia ATP a NADPH + H* zo svetelnej fazy na glukdézu. Nevyhnutné latky pre priebeh
tmavej fazy fotosyntézy su ATP, NADPH + H*, CO; a organicky substrat, na ktory sa viaze
(fixuje) CO,. Tmava faza prebieha mimo tylakoidov, v stréme chloroplastov. CO, sa moze
redukovat na organicky substrat dvoma sp6sobmi: i) Calvinov-Benssonov cyklom a ii) Hatch-
Slackov cyklom.

Calvinov-Benssonov cyklus mdzeme rozdelit na tri fazy — karboxylacnu, redukénu
aregeneracnu. V pripade Calvinov-Benssonovho cyklu je primarnym akceptorom CO;
molekula  RuBP  (ribuléza  1,5-bifosfat), pricom  katalyzdtorom  reakcie je
ribulézabisfosfatkarboxyldza (niekedy oznacovana ako Rubisco). Po naviazani CO; na RuBP
vznikd nestabilny 6-uhlikovy medziprodukt, ktory sa vzdpati hydrolyticky rozkladd na dve
molekuly 3-uhlikovej kyseliny 3-fosfoglycerovej (PGA), preto sa rastliny s tymto
mechanizmom fixacie oxidu uhli¢itého nazyvaju C3 rastliny. Uhlik je fixovany vsetkymi

47



Laboratdrne cvicenia z bioldgie Il.

bunkami mezofylovych listov. Patri sem vacsina rastlin mierneho pasma (napr. obilniny),

Hatch-Slackov cyklus je typicky pre C4 rastliny (bezné krmoviny ako kukurica, cirok,
cukrova trstina), ktoré patria medzi velmi produktivne rastliny fixujuce oxid ubhlicity.
Nazyvaju sa tak preto, lebo produkuju v tmavej faze fotosyntézy namiesto PGA, 4-uhlikovu
kyselinu oxaloctovu. Vtomto pripade sa molekula CO; viaZe na substrat fosfoenolpyruvat
(PEP) za ucasti fosfoenolpyruvatkarboxylazy (Pepkaza), ktory sa po fixacii meni na oxalacetat
so Styrmi molekulami uhlika. Tato kyselina je nestala a meni sa redukciou na kyselinu jabléna
alebo amindciou na kyselinu asparagovu.

Okrem C3 a C4 rastlin pozname este CAM fotosyntézu. Pomenovana je na pocest celade
Crassulaceae, v ktorej bola prvykrat zdokumentovana. Tento typ fotosyntézy je
prispésobenim nizkej dostupnosti vody a vyskytuje sa v orchideach a sukulentnych druhoch
rastlin rastucich v suchych oblastiach. V rastlindch su prieduchy v listoch zatvorené pocas
denného svetla, aby sa zniZila evapotranspiracia, a otvorené su v noci, aby zachytili CO,,
ktory viazu na kyselinu oxaloctovu, pricom z nej vznikd kyselina jabléna akumulujica sa vo
vakuolach. Cez den sa tato kyselina dekarboxyluje a uvolneny CO; vstupuje do Calvinovho
cyklu. Pri svetle sa uplatfiuju obidva karboxylaéné systémy — teda aj C3 aj C4.

Metdody vyuZivané pri Stadiu fotosyntézy a respirdcie mozno principidlne rozdelit do
Styroch skupin: 1) biochemické, 2) gravimetrické, 3) gazometrické a 4) iné. Biochemické
metddy su zalozené na fotolyze vody pomocou Hillovej reakcie dokazujucej, Ze kyslik
uvolneny z fotosyntézy pochadza z vody a nie CO; alebo na karboxyla¢nej aktivite ribuléza-
1,5-bisfosfatkarboxylazy (Rubisco). Hillova reakcia sa sleduje na izolovanych chloroplastoch,
kde akceptorom elektronov z fotosytému Il nie je fotosystém |, ale synteticky pripraveny
akceptor, napr. DIP (dichlérfenollindolfenol). Po redukcii tohto syntetického akceptora
elektrénov dochadza k farebnym zmenam, ktoré sa stanovia spektrofotometricky.
Karboxylaéna aktivita Rubisco sa stanovuje meranim radioaktivity uhlika pomocou
scintilaéného pristroja. Principom gravimetrickych metéd je stanovenie Cistej fotosyntézy, t.j.

rozdielu medzi celkovou fotosyntetickou produkciou suSiny a spotrebou asimilatov za
sucasne prebiehajucej respirdcie, napr. metdda stanovenia prirastku hmotnosti vyrezov
pletiv listov (segmenty, terciky) exponovanych vzdy v rovnakom prostredi. Gazometrické
metddy su zamerané na meranie zmien poklesu koncentracie CO; (napr. infraervenym
plynovym analyzatorom — IRGA) v prostredi obklopujucom rastlinny materidl. Do 4. skupiny
metdd stanovenia fotosyntézy patria metdéda dokazu produkcie O, vo fotosyntéze,

stanovenie Skrobu a chlorofylov v listoch rastlin a metdda rastovej analyzy stanovujuca

prirastok rastlinnej biomasy za urcity ¢asovy interval. Kazdd z uvedenych metdéd ma svoje
prednosti a nedostatky.

Uloha &. 1: Extrakcia listovych farbiv

Teoreticky Gvod: V listoch zelenych rastlin sa nachadza viacero farbiv, ktoré sa ztucastnuju
procesu fotosyntézy a aj inych procesov regulovanych svetlom. Najzndmejsim farbivom je
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zeleny chlorofyl. Dalsie farbiva su napr. derivaty chlorofylov a karotenoidy. Pozndme dva
druhy chlorofylu v rastlinach - chlorofyl a a chlorofyl b. Chlorofyl a sa dd od chlorofylu b
rozlisit na zdklade spektralnych vlastnosti. Karotenoidné farbivd si odvodené od a- a B-
karoténov zavedenim molekuly kyslika (xantofyly). B-karotén je najpocetnejSie zastupenym
karotenoidom v zelenych listoch rastlin. Dal$imi kartotenoidmi st a-karotén a lykopén,
xantofyly (napr. lutein, violaxantin). Hlavnou ulohou karotenoidov je absorpcia svetla
a ochrana fotosyntetického aparatu pred nadmernym Ziarenim. Karotenoidy, ktoré su Zltej,
oranzovej, Cervenej alebo fialovej farby absorbuju slnecné Ziarenie a energiu prendsaju na
chlorofyly.

Objekt: zelené listy (napr. mladé listy travy, pupavy a podobne).

Laboratérne pomocky: trecia miska, noznice, laboratérna lyzi¢ka, kadicka, odmerny valec,
pipeta, aparatura na filtrovanie.

Chemikalie: morsky piesok, uhli¢itan vapenaty, siran sodny bezvody, 80 % (v/v) aceton.

Pracovny postup: Odvazime 1,5 g Cerstvych zelenych listov a rozstrihdame ich na malé kusky.
Tieto rozotrieme s lyZickou morského piesku a lyZi¢ckou uhli¢itanu vapenatého a 10 ml 80 %
(v/v) acetonu. Zmes prefiltrujeme do kadicky, pricom na filtraény papier dame lyZi¢ku siranu
sodného bezvodého. Zvysok v trecej miske premyjeme 20 ml aceténu. Filtrat prelejeme do
odmerného valca a doplnime na objem 50 ml. Extrakt listovych farbiv pouzZijeme na dalSiu
analyzu.

Doba trvania: 25 min.

Vysledky: PopiSeme vlastnosti extraktu pri jeho pozorovani volnym okom proti svetlu
a vysvetlime dévody volby pouZitého extrakéného Cinidla.

Uloha &. 2: Stanovenie fotosyntetickych pigmentov spektrofotometricky

Teoreticky uvod: Pri spektrofotometrickom stanoveni mnoZstva chlorofylov (chlorofyl a,
chlorofyl b) v listoch rastlin ide o stanovenie absorbancie chlorofylového extraktu v oblasti
vinovych diZok, pri ktorych je absorbancia chlorofylovych komponentov maximalna.
Absorpéné maximum pre chlorofyl av 80 % (v/v) acetéone je 664 nm a pre chlorofyl b tiez
v 80 % (v/v) acetdne je to 648 nm.

Objekt: extrakt listovych farbiv ziskany v Glohe €. 1.
Pracovné pomocky: spektrofotometer, sklena kyveta, sklena pipeta.

Pracovny postup: Extrakt listovych farbiv premieSame a prelejeme do kyvety tak, aby objem
tvoril dve tretiny kyvety. Zmeriame absorbanciu vzorky pomocou spektrofotometra pri
vinovych dizkach 470 nm, 646 nm a 663 nm. Nezabudnime odmerat absorbanciu slepého
pokusu (80 % acetdn) pri kazdej vinovej dizke. Vidy uskutoénime 4 merania pri kaidej
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vinovej dizke. Obsah fotosyntetickych pigmentov vypoditame dosadenim absorbancie do
nasledovnych rovnic:

Cchlorofyl a-= 12,21 X A663 - 2,81 X A646*V/1000*FW (mg/g FW),
Cchirooofyl b = 20,13 X Agas — 5,03 X A663*V/1000*FW (mg/g FW),
Ckarotenoidy = [(1000 x As70 — 3,27 x cchl a — 104 x cchl b)/229] *V/1000*FW (mg/g FW)

kde V je objem rozpustadla, ktory sme pouZili na extrakciu farbiv zo zelenych listov (50 ml),
FW je Cerstva hmotnost zelenych listov (z angl. fresh weight).

Doba trvania: 30 min.

Vysledky: Vyhodnotime obsah jednotlivych listovych plastidovych pigmentov v analyzovanej
vzorke. Z nameranych hodnét stanovime priemernud hodnotu a tiez vypocitame smerodajnu
odchylku a porovname ju s publikovanymi udajmi.

Uloha &. 3: Chlorofyl pri fotosyntéze

Teoreticky uvod: Asimilacné organy rastlin, ktorymi sa listy, obsahuju velké mnoZstvo
chlorofylu. Niektoré rastliny sa vyznacuju abnormalitami pri tvorbe tychto asimilacnych
pigmentov. Abnormality moézu byt genetického povodu alebo spbsobené virusovou
infekciou. Listy, ktoré nie su suvisle zelené, nazyvame panaSované. PanaSované listy
obsahuju biele, ZIté, pripadne jemne zelené miesta a tieto miesta suU bez chlorofylov. Bez
chlorofylu neprebieha vrastlinach fotosyntéza, nedochadza ktvorbe primdarnych
metabolitov ako su sacharidy. Preto je reakcia tychto bezchlorofylovych miest listu
s Lugolovym roztokom negativna, ¢o dokazuje potrebu chlorofylu pri fotosyntéze.

Objekt: panasované listy (napr. izbové rastliny ako brectan (Hedera), fikus (Ficus benjamina),
zelenec (Chlorophytum comosum) alebo vonkajsie ako hosta (Hosta), ostrice (Carex) a brslen
Fortuneov (Euonymus fortunei)).

Pracovné pomacky: pinzeta, skalpel, kadi¢ka, vodny kupel, Petriho miska.

Chemikalie: 96 % etanol, Lugolov roztok (20 g jodidu draselného rozpustime v 20 ml
destilovanej vody apriddme 10 g krystalického jédu. Prelejeme do odmernej banky
a doplnime do 100 ml destilovanou vodou, v ktorej sme rozpustili 5 g octanu sodného).

Pracovny postup: Panasované listy odrezeme a po dobu 1 min varime vo vriacej vode na
ulahaéenie prechodu Lugolovho roztoku do listu. Nasledne listy extrahujeme po dobu 3 min
v hordcom etanole zohriatom na 50 °C, aby sme vyplavili chlorofyly. V dalSom kroku listy
nasledne prenesieme do Petriho misky s Lugolovym roztokom. Casti listu, ktoré su pdvodne
zelené sa zafarbia na hnedo, lebo obsahuju nizsie sacharidy (dextriny). Panasované casti listu
zostavaju jasnozlté, pretoze neddjde k reakcii Lugolovho rozotoku so Skrobom.

50



Laboratdrne cvicenia z bioldgie Il.

Doba trvania: 20 min.

Vysledky: PopiSeme reakciu list a jeho pigmentovania na pritomnost Lugolovho roztoku.
Vysvetlime.

Uloha &. 4: Stanovenie obsahu celkovych sacharidov vo vzorke

Teoreticky uvod: Sacharidy su vyznamnou zloZzkou rastlin. Ako primdrne metabolity vznikaju
v procese fotosyntézy, teda pocas fixacie CO, zatmosféry. Vyznam sacharidov je
v organizme klucovy, slizia predovsetkym ako zdroj energie, maju stavebnu fukciu a su
prekurzorom pre syntézu inych organickych latok. Mnozstvo sacharidov v rastline je mozné
stanovit napr. spektrofotometricky alebo gravimetricky. Glykolizidovad vazba v molekule
sacharidu vznika spojenimpoloacetdlovej -OH skupiny jednej molekuly monosacharidu s
niektorou z -OH skupin druhej molekuly sacharidu. Na zaklade tejto vazby rozdelujeme
sacharidy na redukujuce (maju asponn jednu volnd poloacetdlovd skupinu, napr.
monosacharidy glukéza, maltdza) a neredukujice (ani jedna poloacetdlova —OH skupina nie
je volnd, vietky su zapojené do vazby sacharidu, napr. disacharid sacharéza).

Objekt: jablko, hruska, pripadne iné ovocie.

Pracovné pomdcky: navaZovacia miska, noZznice (alebo struhadlo), delena pipeta, filtracny
papier, kadi¢ka, odmerna banka, teplomer, Erlenmeyerova banka, odmerny valec, vodny
kidpel, susiaren, trecia miska.

Chemikalie: morsky piesok, 20 % (w/v) vodny roztok hexakyanoZeleznatanu draselného
Ka[Fe(CN)s], 20 % (w/v) vodny roztok siranu zino¢natého ZnSO4, koncentrovana HCI, 30 %
(w/v) roztok NaOH, Fehling | (je roztok pozostavajuci z 69,3 g siranu mednatého a1l |
destilovanej vody), Fehling Il (roztok pozostavajuci z 46 g vinanu sodno-draselného a 120 g
hydroxidu sodného doplnime do objemu 1 | destilovanou vodou), roztok fenolftaleinu,
etanol, dietyléter.

Pracovny postup: Jemne nakrajanu alebo nastrdhanu vzorku navazime v hmotnosti 20 g a
dokladne v trecej miske homogenizujeme. Pre lepSie rozrusenie bunkovych stien pouzijeme
morsky piesok (1 lyzi¢ka). Vzorku vlozime do 100 ml odmernej banky a priddme 1 ml roztoku
kyanozZeleznatanu draselného a za staleho mieSania 1,7 ml roztoku siranu zino¢natého.
Obsah banky doplnime po znacku vodou, premieSame dokladne a prefiltrujeme cez skladany
filtrany papier. Z filtratu odpipetujeme 50 ml do odmernej banky s objemom 100 ml,
priddme 5 ml koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej a zahrievame (5 min.) pri teplote 67-
70 °C. Obsah banky ochladime pod tectcu vodou a zneutralizujeme 5 ml 30 % (w/v) roztoku
NaOH. Obsah banky opat ochladime a po znacku doplnime vodou. Premiesame. Do
Erlenmayerovej banky sobjemom 250 ml (alebo do kadicky) odpipetujeme 25 ml
Fehlingovho roztoku | a rovnaké mnoistvo Fehlingovho roztoku Il. Priddme 25 ml
zinvertovaného roztoku, 30 ml destilovanej vody a privedieme do varu, ktory udrZzujeme 2
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min. Obsah banky ochladime v studenej vode. Tekutina nad vrstvou vyzrazaného oxidu
medného musi byt modra. Prefiltrujeme obsah nadoby cez vopred odvazeny filtracny papier.
Filtrany papier premyjeme 2 x 10 ml horucej destilovanej vody, potom 2 x 10 ml etanolu a 2
x 10 ml dietyléteru. Produkt (sediment na filtratnom papieri) vysusime pri teplote 105 °C.
Filtracny papier so sedimentom dame vychladnut do exikatora a po vychladnuti odvazime.
Vypocitame mnoZstvo sacharidov vo vzorke podla vztahu:

a. 0,95
X (%) = m 100

kde x je mnoiZstvo sacharidov v percentach, a je hmotnost produktu v g (t.j. hmotnost
produktu ziskana rozdielom hmotnosti filtracného papiera po filtracii a vysuseni a pred
filtraciou) a n je pévodna hmotnost vzorky v g.

Doba trvania: 50 min.

Vysledky: Stanovime percentudlny podiel sacharidov vo vzorke a podla dostupne;j literatury
zhodnotime ziskany vysledok.

Uloha &. 5: Ddkaz §krobu v listoch

Teoreticky tvod: Skrob je polysacharid zloZzeny z monoméru glukdzy. Je lahko dokazatelnym
stabilnym produktom fotosyntézy. Dokdzeme ho Lugolovym roztokom. Lugolov roztok
reaguje so Skrobom za vzniku modrého zafarbenia, s dextrinmi za vzniku ¢ervenohnedého
zafarbenia a s glukézou nevytvara Ziadnu farbu. Zakryté miesta, na ktoré svetlo na liste
nedopadne, neobsahuju skrob, pretozZe v tychto Castiach neprebieha fotosyntéza, sacharidy
sa nevytvaraju. Reakcia s Lugolovym roztokom je preto negativna.

Objekt: akékolvek zelené listy (napr. list izbovej rastliny, list zo stromu, bylinky) chranené
niekolko dni pred svetlom.

Pracovné pomocky: kadicky, vodny kupel, pinzeta, Petriho miska, filtracny papier.
Chemikalie: 96 % etanol, Lugolov roztok.

Pracovny postup: Dopredu pripravené listy ponorime na 1 min do vriacej vody, ¢im list
usmrtime. Z vody prelozime list do etanolu s teplotou 40 - 50 °C na dobu 5 min, ¢im z listu
odstranime fotosyntetizujuce pigmenty, hlavne chlorofyly. List nasledne ponorime do
Lugolovho roztoku. Skrob vytvoreny na osvetlenych miestach listu reaguje s Lugolovym
roztokom a ddva modré zafarbenie, nizSie sacharidy (dextriny) cervenohnedé zafarbenie.
Neosvetlené miesta na liste zostdvaju jasnozlté.

Doba trvania: 20 min.
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Vysledky: PopiSeme pozorovany jav vplyvom Lugolovho roztoku a vysvetlime. PopiSeme
vztah skrobu a zelenych farbiv chlorofylov k procesu fotosyntézy.

Kontrolné otazky

Aky je rozdiel medzi autotrofiou a heterotrofiou?

Aky je rozdiel medzi rastlinami a Zivocichmi z hladiska tvorby organickych latok?
Aky je princip chemosyntézy?

Vymenujte niekolko predstavitelov baktérii a spdsob ich produkcie organickych latok.
Popiste princip fotosyntézy.

Co je nevyhnutné pre priebeh fotosyntézy?

Aké farbiva sa zUcastnuju procesu fotosyntézy?

Aké produkty vznikaju v svetlej a aké v tmavej faze fotosyntézy?

O 0N A WNPRE

Popiste rozdiel medzi C3, C4 a CAM rastlinami.
10. Aké metddy studia fotosyntézy v rastlinnej biolégii poznate?

Zaujimavost

Svetlo je nevyhnutnou suc¢astou Zivota na Zemi. Svetelné Ziarenie pohana biochemické
procesy fotosyntézy, pri ktorych rastliny vytvdraju z vody a oxidu uhli¢itého sacharidy a
kyslik. Nevyhnutné pre tieto procesy su chloroplasty. Vdaka svojej zloZitej Strukture
zachytavaju v listoch energiu foténov z Cervenej a modrej Casti spektra a vyuZivaju ju na
oddelenie proténov a elektronov v molekuldch vody. NeZiaduce ultrafialové Ziarenie zo Sinka
moze byt pre bunky skodlivé a tak obsahuju bunky listov aj pigmenty, ktoré vndtorné vrstvy
buniek chrania. Inou formou ochrany listov pred nadbytoénym Ziarenim je ich schopnost
skldnania sa, aby zmiernili hrozbu spdlenia. Eukalyptus (Eucalyptus) napriklad zvesi pri
poludniajSom prilis intenzivnom slnecnom Ziareni listy kolmo nadol. Na druhej strane kutikula
na povrchu listu chrani vnitorné bunky listu od nadmerného vyparovania vody, ktora je pre
Zivot stromov a ich proces fotosyntézy nevyhnutnd. Svetelnd energia sa premiena na
chemicku energiu a pritom sa uvolfiuje kyslik. Uhlik z oxidu uhli¢itého sa nasledne bud' fixuje
do jednoduchych sacharidov (monosacharidov) ako je glukdza a fruktéza alebo sa vo forme
Skrobu uklada ako zdsobnd energia v semendch, korefioch, ¢i hluzdch. Pocas slnecného dna
tak dospely buk nadycha priblizne 35 000 litrov vzduchu, z ¢oho sam spotrebuje 10 000
litrov. Vyprodukuje zaroven 12 kg monosacharidov a 13 kg kyslika. V noci potom stromy
zuzitkuju nahromadenu energiu k produkcii dalSich organickych latok. Vdaka dusiku v
korenfioch sa transformuju monosacharidy na aminokyseliny a nasledne na liecivé ¢i jedovaté
alkaloidy, fenolové zluéeniny, lipidy a dalSie dolezité latky.
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RASTLINNE PIGMENTY

Farebnl pestrost prirody okolo nas sp6sobuju rastlinné pigmenty. Su to zloZité
organické latky schopné absorbovat vinové dizky elektromagnetického Ziarenia vo viditelnej
oblasti. Vynimkou je biela farba kvetov, ktora nie je spésobend farbivom, ale pritomnostou
vzduchu v interceluldrnych priestoroch. Rastlinné pigmenty su pre existenciu rastlin, a tym aj
pre existenciu Zivota na Zemi, mimoriadne déleZité. Ich primdrny vyznam spociva vo
fotosyntéze. Zohrdvaju tiez délezitu ulohu pri opelovani, slizia ako ochrana pred
negativnymi Ucinkami ultrafialového Ziarenia (fotodestrukcia), absorbuju teplo, ¢im chrania
citlivé generativne orgdny rastliny pred prehriatim. Komeréne sa rastlinné pigmenty
vyuZivaju v potravinarskom, farmaceutickom a kozmetickom priemysle.

Rastlinné farbiva sa delia z dvoch hladisk, podla rozpustnosti a z chemického hladiska.
Podla rozpustnosti rozozndvame hydrochrémy (rozpustné vo vode nachadzajuce sa vo
vakuolach) a lipochrémy (rozpustné v tukoch a organickych rozpustadlach a nachadzaju sa
v plastidoch). Z chemického hladiska rastlinné pigmenty delime na chinénové, indolové,
pyranové, karotenoidné a pyrolové farbiva.

Chinénové farbiva su najrozSirenejSou skupinou prirodnych farbiv, ale k celkovému
sfarbeniu prispievaju menej, lebo sa vyskytuju v korenoch a kére stromov a €asto su prekryté
inymi farbivami. Vynimkou je pestré sfarbenie hub (Fungi) a liSajnikov (Lichenes). Z chemickej
stranky vznikaju z fenolov, ktorych hydroxylova skupina sa viaze glykozidovou vazbou na
sacharid. Sp6sobuju aj tmavnutie poranenych ¢asti rastlin, na jesel menia farbu listov,
niektorych druhov hrusiek na tmavozelenu az Ciernu (zmena chinénu na hydrochinén).

Indolové farbiva maju ako zdklad indol. Z tejto skupiny farbiv je najznamejsie indigo z
Indigofera ssp., ktoré sa vyuzivalo u? v staroveku. Dalej sem patria betalainy z rodu Beta ssp.
Indolové farbiva spbsobuju sfarbenie kvetov mnohych kaktusov. Nachadzaju sa tiez v
klobuku muchotravky cervenej (Amanita muscaria L.) a v bulve repy cviklovej (Beta vulgaris
subsp. vulgaris L.).

Pyranové farbiva predstavuju velmi pestrd skupinu zvacsa hydrochromovych farbiv,
ktoré sa vyskytuju v glykozidickej forme a s dvoma pyrolovymi jadrami. Davaju zIté, Cervené,
fialové alebo modré sfarbenie. Vyskytuji sa v kvetoch, plodoch a listoch. Najznamejsia je
skupina flavonoidov (najma antokydny) a tiez skupina chalkénov. Flavonoidy su zvacsa Zltej
farby (flavus = Zlty), typické su pre Celade Astraceae a Viciaceae, znamych ich je viac ako 400.
Antokyany su ich oxidované formy. Ich farebna skala je od modrej cez fialovu az ¢ervenu. Do
znacnej miery zavisi farebny prejav antokyanov od pH prostredia. Ich ndzvy suvisia s
rastlinami, v ktorych sa vyskytuju: pelargonin, petunidin, malvidin a podobne.

Karotenoidné farbiva patria medzi velmi rozsirené rastlinné pigmenty (asi 270) v Sirokej
farebnej skale od Zltej, oranzovej az po Cervenud. Su to tetraterpény. Vo svojich molekulach
maju najcastejsie 40 uhlikovych atémov a ich konstitu¢nou jednotkou je molekula izoprénu.
Ich farba je vyvolana systémom vacsieho mnozstva konjugovanych dvojitych vazieb (11 a
viac). Tieto farbivd sa nazyvaju polyénové. Su lipofilné, rozpustaju sa v tukoch a v
nepoldrnych rozpustadlach. Rozdeluju sa na primarne a sekundarne. Primarne karotenoidy
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sU viazané na proteiny a nachadzaju sa v chloroplastoch ako sucast fotosystémov.
Sekundarne karotenoidy sa nachadzaju v chromoplastoch. Su sucéastou kvetov, plodov,
starntcich vegetativnych organov a tiel parazitickych rastlin. Ich pritomnost v listoch vynika
hlavne na jesen, kedy sa chlorofyly, dovtedy prekryvajuce karotenoidy, rozkladaju.
Karotenoidy je tiez mozné rozdelit na dve hlavné skupiny, ato bezkyslikaté karotény a
kyslikaté xantofyly. Karotény dostali ndzov podla toho, Ze boli izolované (1831) z korena
mrkvy obycajnej (Daucus carota L.). Existuje a-, B- ay-karotén, ktoré sa od seba liSia
Struktirnym usporiadanim na konci molekuly. Najcastejsi je B-karotén, (CaoHes). Od a-
karoténu sa liSi len rozdielnou polohou dvojitej vazby v jednom z kruhov (iénové jadrad). y-
karotén ma polyenovy retazec na jednom konci otvoreny ako karotén lykopén — Cervené
farbivo plodov rajciaka jedlého (Lycopersicon esculentum L.) a meldéna cukrového (Melo
sativus L.). Toto farbivo ma retazec otvoreny na obidvoch koncoch. Z hladiska vyZivy ¢loveka
ma vyznam B-karotén, ktory je prekurzorom vitaminu A. Xantofyly maju ako najrozsirenejsie
farbivo Zlty lutein (CaoHs602), derivat a-karoténu s hydroxylovou skupinou na a- a B-ionovom
jadre. Sprevadza chlorofyl vo vsetkych zelenych castiach rastlin, nachadza sa v kvetoch a
plodoch. Medzi xantofyly patri rovnako aj Zlty zeaxantin, ktory sa nachddza napr. v zrnach
kukurice siatej (Zea mays L.), violaxantin v zelenych riasach (Chlorophyta) a v asimilaénych
organoch vsetkych vyssich rastlin. Sucastou tejto skupiny farbiv si aj B-kryptoxantin,
anteroxantin, neoxantin a taxaxantin, ktoré byvaju sucastou fotosystémov, dalej cerveny
rodoxantiin nachadzajuci sa v listoch niektorych druhov vyssich rastlin, hlavne v okrasnych
drevinach. Podobnu struktdru maju aj ¢ervené farbiva kapsantin a kapsorubin v perikarpe
plodov papriky ro¢nej (Capsicum annuum L.). Vyznam karotenoidov v poslednej dobe rastie,
pretoze maju dokazané antioxidacné ucinky, ¢o pOsobi preventivno-terapeuticky na zdravie
¢loveka. Spolu s vitaminom C su tieto latky jedny z najsledovanejsich vyskumnych objektov
z hladiska vychytavania volnych radikalov.

Medzi pyrolové farbiva patria chlorofyly a fykobiliny. Chlorofyly su najdélezitejSie
fotosynteticky aktivne pigmenty rastlin. Vyskytuju sa vo vSetkych autotrofnych organizmoch,
s vynimkou pigmentov baktérii. Molekula chlorofylu ma cyklickd porfyrinovu sStruktdru s 10
dvojitymi vazbami, tvorenu 4 pyrolovymi jadrami, ktoré su spojené metinovymi mostikmi. V
centre sa nachadza atém horéika. Po jeho odstraneni vznikd feofytin. Dalej je v chlorofyle
cyklopentanové jadro, ktoré obsahuje karboxylovl skupinu viazanu esterickou vazbou s
metanolom. Druhy alkoholovy komponent (fytol) tvori v molekule chlorofylu ,,chvost” a je
estericky spojeny s kyselinou propiénovou na IV. jadre. Na pyrole | je vinylova skupina.
Rozdiel medzi chlorofylom a (CssH720sNsMg) a chlorofylom b (CssH700sNaMg) je v tom, Ze
chlorofyl a ma na Il. pyrole metylovu skupinu, zatial ¢o chlorofyl b aldehydickd (Obrazok 8).

Obidva chlorofyly sa od seba liSia rozpustnostou a absorpénym spektrom. Obidva
pigmenty maju absorpéné maximum v modrofialovej ¢asti spektra s vrcholmi pri 430 nm a
455 nm. Druhé absorpcéné vrcholy su v cervenej casti spektra, pri 664 nm a 648 nm.
Absorpéné maxima tychto pigmentov stcasne poukazuju na fotosynteticky najucinnejsiu ¢ast
spektra. Porfyrinova Struktura chlorofylov je dominantnou Strukturou celého radu dalsich
biologicky vysoko aktivnych latok nazyvanych hémy: ¢erveného krvného farbiva hemoglobin
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obsahujuceho Zelezo, cerveného farbiva nitrogénnych baktérii leghemoglobinu
obsahujuceho molybdén, c¢erveného myoglobinu vo svalovych bunkdach, oxido-redukéného
enzymu cytochromu obsahujuceho Zelezo. Vsetky molekuly maju vyznam pri prenose kyslika
a elektrénov v biologickych Strukturach.

X Y

HsC

3 CH;
a X CH=CH, Y:CHs;
b X:CH=CH; Y:CHO
¢ X CHO Y: CH;3

H3C\“\‘.ﬂ.s CHs

CH; CHs CHs
HaC SN g OCHs
2

Obrazok 8: Rozdiel medzi chlorofylmi nachadzajuci sa v rastlinach z pohladu ich Struktury.
Pismena a, b, c predstavuju rézne funkéné skupiny na pozicii X a Y.

Uloha &. 1: Oddelenie chlorofylu od karotenoidov pomocou rozpustadiel

Teoreticky Uvod: Z Cerstvého rastlinného materialu sa farbiva plastidov najlepsSie extrahuju
polarnymi rozpustadlami (etylalkohol, acetdén). Nepolarnymi rozpudstadlami (hexan,
petroléter) mozeme kvantitativne extrahovat karotény. Chlorofyly a xantofyly sa
nepolarnymi rozpustadlami neextrahujd, resp. extrahuju len velmi tazko. Je to spdsobené
tym, Ze chlorofyly a xantofyly su v plastidoch viazané vo forme lipoproteinovych komplexov,
ktoré apolarne rozpustadla nerozrusuju. Polarne rozpustadla naproti tomu rozrusuju vsetky
lipoproteinové komplexy. Najznamejsim xantofylom je lutein, nachddzajuci sa v listoch a v
niektorych druhoch rias: Rhodophyceae. Xantofyl violaxantin sa nachdadza v hnedych riasach.
Benzin, ktory sa oddeli od alkoholu, viaze na seba chlorofyly a ab, ktoré sp6sobuju
zafarbenie roztoku na zeleno. Spodnd alkoholova vrstva je v odtiefoch Zltej, pripadne
okrovej a je spbsobend pritomnostou karoténu a xantofylov.

Objekt: zelené listy travy (50-100 g), zelené listy stromov (50-100 g).

Pomocky: trecia miska, noznice (alebo skalpel), lyzicka, kadicky, stojan na skumavky,
skimavky, vrchndk na skimavky.

Chemikalie: morsky piesok, 96 % (v/v) etanol, benzin.

Pracovny postup: Z rastlinného materidlu pripravime alkoholovy extrakt plastidovych farbiv.
Zelené listy v mnoiZstve 10 g rozreZzeme na drobné kisky a homogenizujeme v trecej miske za
pritomnosti malého mnoZstva morského piesku a asi 10 ml Cistého liehu (96 % EtOH).
Homogenat aj s rastlinnym materialom splachneme do 50 ml kadicky a premyjeme 10 ml
etanolu. Do jednej skimavky napipetujeme 3 ml alkoholového extraktu plastidovych farbiv a
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rovnaky objem (3 ml) benzinu. Skimavku dobre uzavrieme, pretrepeme, potom priddme
niekolko kvapiek destilovanej vody a nechame ustat. Do druhej skiimavky napipetujeme 6 ml
alkoholového extraktu plastidovych farbiv, priddme niekolko kvapiek vody a tiez nechdme
ustat. V prvej skimavke pozorujeme oddelenie chlorofylov od karotenoidov a druhu
skimavku pouZijeme na porovnanie. Do skimavky ¢. 3 napipetujeme 6 ml alkoholového
extraktu a tato skimavka sluzi ako kontrola.

Doba trvania: 45 min.

Vysledky: Porovnanim s kontrolou popiSeme vzniknuté farebné zmeny v skimavkach,
vysvetlime pri¢inu zmien a separované farbiva.

Uloha &. 2: Extrakcia antokyanov a zavislost ich zafarbenia od pH

Teoreticky Uvod: Extrakcia je difuzna separacna metdda, pri ktorej sa z kvapalnej alebo tuhej
zmesi oddeli vyZzadovana zlozka rozpustanim v extrakénom rozpustadle, ktoré sa s ostatnymi
zlozkami povodnej zmesi nemiesa alebo sa s nimi mieSa len obmedzene. Extrakcia z tuhych
latok sa nazyva niekedy aj vylihovanie. Vysledkom je vytvorenie dvoch faz: extrakt a rafinat.
Vodné roztoky antokyanov menia farbu v zavislosti od pH roztoku. Vzhladom k tejto
skutoénosti sa oznacuju ako prirodzené indikatory pH prostredia. V neutrdlnom prostredi je
ich farba medzi fialovou a modrou. V kyslom prostredi, kedy dochadza k zvySovaniu
koncentracie idnov H*, sa ich zafarbenie postupne meni od fialovej cez Cervenu aZ na
jasnocervenu. V zdsaditom prostredi pri zvySovani koncentracie idnov OH™ pozorujeme
zmenu zafarbenia antokydanov od modrej cez zelenu az po zltu.

Objekt: listy kapusty cervenej (Brassica oleracea cv. capitata L.), plody vtacieho zobu
(Ligustrum vulgare L.), plody brusnice ¢ucoriedkovej (Vaccinium myrtillus L.), pripadne iné
plody fialovej alebo purpurovej farby.

Pracovné pomocky: Petriho miska, trecia miska, skalpel, kadicky, odmerny valec, vodny
kdpel, aparatira na filtrovanie, skimavky, pipeta, stojan na skimavky, lakmusové papieriky.

Chemikalie: 10 % (w/v) NaOH, 10 % (v/v) HCI.

Pracovny postup: Listy Cervenej kapusty, pripadne plody (vtacieho zobu, brusnice
Cucoriedkovej a podobne) v mnozstve 10 g rozrezeme na drobné kusky, viozime do kadicky s
25 ml destilovanej vody a zahrejeme do varu aihned odstavime. Varom sa z rastlinného
materidlu extrahuju vo vode rozpustné antokydnové farbiva. Z roztoku potom filtraciou
odstranime zvysky rastlinného materidlu. Do skimavky napipetujeme 5 ml filtratu
a zmeriame pH. Kfiltrdtu priddme niekolko kvapiek roztoku HCI, zmeriame pH a zaroven
pozorujeme farebné zmeny. Potom priddme do skdmavky niekolko kvapiek NaOH,
pozorujeme farebné zmeny a zaznamename pH. Do druhej skimavky priddme k 5 ml filtratu
po kvapkach roztok NaOH, pozorujeme farebné zmeny a zaznamename pH roztoku.

Doba trvania: 30 min.
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Vysledky: ZapiSeme a vysvetlime, aké farebné zmeny antokyanov sme sledovali v zavislosti
od pH prostredia. PopiSeme, ¢i je zmena zafarbenia proces reverzibilny alebo ireverzibilny.

Uloha ¢. 3: Chromatografické delenie antokyanov a flavonoidov pomocou papierovej

chromatografie

Teoreticky uvod: Chromatografia sa vyuZiva ako rychla a jednoduchd metdéda najma na
kvalitativne posudenie zloZenia zmesi, sledovanie priebehu reakcii a porovnavanie
Standardov. Tuto metddu je mozné pouZit aj na kvantitativne rozdelenie malych mnoizstiev
zmesi, ktorych jednotlivé zlozky maju dostatocne rozdielne R (retardacné, retencné)
hodnoty. Stacionarnou fazou je kvapalina zakotvenda na chromatografickom papieri a
mobilnou fazou organické rozpustadlo alebo zmes rozpustadiel (napr. butanol, pentan,
aceton), ktoré sa pohybuju vdaka kapilarnym sildam (vzlinanie).

Objekt: roztok antokyanov z Ulohy €. 1, pripadne fialové alebo ZIté kvety fialky sirotky (Viola
maxima L.), slezu lie¢ivého (Malva alcea L.), pripadne kvety pelargdnie (Pelargonium spp.).

Pracovné pomocky: kadicka, dve velké Petriho misky, mald Petriho miska, UV lampa,
chromatograficky papier, skalpel, kadicka, pipeta.

Chemikalie: 2 M HCI, 0,5 M HCI, butanol.

Pracovny postup: Korunné Ilupienky kvetov zalejeme v malej kadicke minimdalnym
mnozstvom 0,5 M HCl a nechame 45 min extrahovat. Vyextrahované farbivo nanesieme do
velkej Petriho misky (11 cm). Priemer Skvrny nesmie byt vacsi ako 1 cm, pricom farbivo
nanasame vo viacerych vrstvach akazdu nechame zaschnuat. Stred chromatografického
papiera previtame skalpelom ado otvoru zasunieme maly papierovy valcek ako knot
s dizkou cca 2 cm. Vyvijaciu sdstavu si pripravime zmie$anim rovnakého objemu 2 M HCl
a butanolu. Oba roztoky dobre premiesame a nechame stat, kym sa neoddelia dve fazy.
Hornu butanolovu vrstvu pouZijeme ako mobilnd fazu a vlejeme ju do malej Petriho misky,
ktoru vloZime do stredu velkej Petriho misky. Dolnd vodnu fazu pouzZijeme na nasytenie
chromatografickej komory, vlejeme ju opatrne do velkej Petriho misky okolo malej misky
s mobilnou fazou. Kruhovy papier s nanesenou vzorkou vloZzime medzi dve velké Petriho
misky s kn6tom ponorenym do mobilnej fazy. Vyvijanim sa vytvoria pocetné koncentrické
kruhy antokyanov a flavonoidov, ktoré moéZeme dobre pozorovat oZiarenim vysuseného
chromatografického papiera UV svetlom (vinova dizka cca 300 — 400 nm).

Doba trvania: 75 min.

Vysledky: PopiSeme spbsob separacie antokyanov a vzniknuté Skvrny ako vysledok
papierovej chromatografie.
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Uloha &. 4: Chromatografia karotenoidov na tenkej vrstve

Teoreticky uvod: Karotenoidy su rastlinné farbiva rozpustné v tukoch, v prirode hojne
zastupené vo vsetkych rastlinnych druhoch, obvykle sfarbené na Zlto, oranZovo a ¢erveno. Z
chemického hladiska je mozné karotenoidy zaradit do skupiny terpenoidov, to znamena
latok odvodenych od izoprénovych podjednotiek. Extrakt z papriky ro¢nej (Capsicum annum
L.) obsahuje 37 az 54 pigmentov, pocet zavisi na spésobe izolacie. Vacsina z nich je na baze
karotenoidov. Hlavnym pigmentom papriky je ¢erveny kapsantin a kapsorubin, Zlto-oranzovy
B-karotén a Zlty lutein a xantofyly. Karotenoidy z rdznych rastlinnych substratov sa
chromatograficky separuji v nepolarnej zmesi heptdnu a dietyléteru. Pohyblivost
jednotlivych molekul zavisi na ich polarite, tzn. predovSetkym na pocte hydroxy- skupin.

Objekt: extrakt karotenoidov (napr. extrakt zo suSenej papriky Cervenej alebo v lekarni
kdpeného B-karoténu).

Pracovné pomocky: Erlenmeyerova banka, aparatura na filtrovanie, odparovacia banka,
filtracny papier, silikagél (Silufolova platna), kadicky, pipety, odmerny valec, mikrokapilara,
velka Petriho miska, ceruzka, fén.

Chemikalie: dietyléter, heptan.

Pracovny postup: 0,5 g cervenej suSenej papriky, paradajky, mrkvy alebo kukurice
extrahujeme spolu s 15 ml dietyléteru v 50 ml Erlenmeyerovej banke v pritomnosti 0,5 — 1,0
g bezvodého siranu horecnatého pri obéasnom premiesani. Nasledne roztok prefiltrujeme a
prebyto¢né rozpustadlo odparime na rotacnej vakuovej odparke. Takmer suchy odparok
rozpustime v 1 ml zmesi 15 % (v/v) dietyléter - 85 % (v/v) heptén. Pri analyze karotenoidov
pouzijeme silikagél (Silufolova platfia) ako staciondrnu fazu a zmes dietyléter : heptan
zmieSané v pomere 1:6 (v/v) ako mobilnu fazu (vyvijacia zmes). Nadobu na vyvijanie TLC
platni pripravime tak, Zze do 250 ml kadi¢ky vlozime predsuseny a na laboratdrnu teplotu
ochladeny filtracny papier, ktory umiestnime po obvode celej kadicky. Nasledne priddme
vyvijaciu zmes max. do vysky 5 mm a kadicku zakryjeme sklenenou Petriho miskou. Extrakt
karotenoidov nandsame na predsusenu (aktivovanu) platiu s rozmermi 5 x 10 cm
mikrokapilarou v podobe Skvin s maximdlnym priemerom 5 mm a to 1 cm od spodného
okraja platne, kde si opatrne ceruzkou naznacime Startovaciu liniu. Po odpareni rozpustadla
z nanesenych vzoriek opatrne umiestnime platinu do vyvijacej nadoby, ktoru nasledne
prikryjeme sklenenou Petriho miskou. Pocas vyvijania pozorujeme priebeh separicie a po
dosiahnuti Cela rozpustadla vo vzdialenosti cca 1 cm od horného okraja platne platriu
vytiahneme a ceruzkou oznacime celo rozpustadla. Platiu vysusime fénom. Nasledne
vizualizujeme Skvrny pri viditelnom svetle a pri 280 a 360 nm. Pocas vizualizacie pozorované
Skvrny zakruzkujeme ceruzkou. Vyvinutu TLC platfiu prekreslime do zoSita a do tabulky
uvedieme Rf pozorovanych sSkvin a ich farbu pri r6znom type osvetlenia. R¢ hodnoty
vypocitame ako podiel vzdialenosti stredu Skvrny od Startu (a) a vzdialenosti ¢ela mobilnej
fazy od Startu (b):
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Rf=a/b

Rt je funkciou adsorbénej schopnosti staciondrnej fazy a pre danu latku zavisi od systému, v
ktorom je merany, t.j. od teploty, druhu adsorbentu a od zloZenia mobilnej fazy.

Doba trvania: 35 min.

Vysledky: Chromotogram vyhodnotime, zapiSeme vsetky Rf hodnoty Skvin pri viditelnom
svetle a pri UV svetle pri vinovych dizkach 280 a 360 nm.

Uloha &. 5: Extrakcia listovych farbiv

Teoreticky Uvod: V listoch zelenych rastlin sa nachddza viacero farbiv, ktoré sa zucastnuju
procesu fotosyntézy a aj inych procesov regulovanych svetlom. Najzndmejsim farbivom je
zeleny chlorofyl. Dalsie farbiva si napr. derivaty chlorofylov a karotenoidy. Pozndme dva
druhy chlorofylu - chlorofyl a a chlorofyl b. Chlorofyl a sa da od chlorofylu b rozlisit na
zaklade spektralnych vlastnosti. Karotenoidné farbiva su odvodené od alfa- a beta-karoténov
zavedenim molekuly kyslika (xantofyly). Beta-karotén je najpocetnejSie zastUpenym
karotenoidomv zelenych listoch rastlin. Dal$imi kartotenoidmi su alfa-karotén a lykopén,
xantofyly su napr. lutein, violaxantin. Hlavnou ulohou karotenoidov je absorpcia svetla.
Karotenoidy absorbuju energiu v modrej oblasti spektra a prenasaju ju na chlorofyly.
Extrakty zelenych farbiv pouzijeme v dalSich experimentoch na delenie plastidovych farbiv
kapildarnou analyzou, papierovou chromatografiou a tenkovrstvovou chromatografiou a na
hydrolyzu chlorofylu na feofytin.

Objekt: zelené listy.

Pracovné pomocky: trecia miska, noZnice, laboratérna lyzi¢ka, kadicka, odmerny valec,
pipeta, aparatura na filtrovanie.

Chemikalie: morsky piesok, uhli¢itan vapenaty, siran sodny bezvody, 80 % (v/v) acetén.

Pracovny postup: Odvazime 1,5 g Cerstvych zelenych listov a rozstrihdme ich na malé kusky.
Tieto rozotrieme s lyZzickou morského piesku a lyZickou uhli¢itanu vapenatého a 10 ml 80 %
aceténu. Zmes prefiltrujeme do kadicky, pricom na filtracny papier dame lyzicku siranu
sodného bezvodého. ZvySok v trecej miske premyjeme 20 ml acetdnu. Filtrat prelejeme do
odmerného valca a doplnime na objem 50 ml. Extrakt listovych farbiv pouzijeme na dalSie,
nizsie uvedené analyzy.

Doba trvania: 25 min.

Vysledky: PopiSeme vlastnosti extraktu pri jeho pozorovani volnym okom proti svetlu
a vysvetlime spOsob extrakcie v danom rozpustadle.
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Uloha &. 6: Delenie plastidovych farbiv kapildrnou analyzou

Teoreticky uvod: Delenie Iatok na zaklade kapilarnej analyzy sa od chromatografického
delenia odlisuje tym, Ze pri kapildrnej analyze vzlina po papieri roztok latky a nie Cisté
rozpustadlo ako pri chromatografii. Pri chromatografickom deleni roztok latky nanesieme na
papier a papierom nechame pretekat' alebo vzlinat Cisté rozpustadlo.

Objekt: aceténovy extrakt listovych farbiv.
Pracovné pomocky: Petriho misky, kadicky, odmerna banka, odmerny valec, velka kadicka.
Chemikalie: metanol, petroléter.

Pracovny postup: Extrakt listovych farbiv nalejeme do Petriho misky a do nej ponorime pas
filtratného chromatografického papiera Siroky 2 cm a dlhy 20 cm. Pds papiera zavesime na
odmernu banku alebo odmerny valec. Vedla Petriho misky poloZzime mald kadi¢ku s 10 ml
roztoku zmesi petroléter:metanol (1:1; v/v). Vsetko prikryjeme velkou kadickou, aby delenie
prebiehalo v atmosfére nasytenej parami rozpustadla. Farbivd z roztoku budu vzlinat
papierom a rozdelia sa do pasov. Ked' rozpustadlo dosiahne vzdialenost 1 cm od vrchného
okraja, delenie ukoncéime. Papier vysusime fénom alebo na vzduchu a vyhodnotime.
Najvyssie vystupi rozpustadlo, Zlty pas patri karotenoidom a pod nimi s chlorofyly.

Doba trvania: 25 min.

Vysledky: Popiseme, aké rozne rastlinné farbivd sa ndm podarilo extrahovat v extrakte
listovych farbiv a akou farbou sa prejavili na chromatografickom papieri. PopiSeme ich
vyznam v rastlinnom organizme.

Uloha &. 7: Delenie plastidovych farbiv pomocou papierovej chromatografie

Teoreticky Gvod: Postupne od Cela vyvijacej zmesi by sme v zavislosti od pouzitej vyvijacej
zmesi mohli detegovat nasledovné farbiva: beta-karotén, lutein, zeaxantin, chlorofyl g,
chlorofyl b avmieste nanesenia vzorky by mohli byt pozorovatelné vyseparované
chlorofyliny.

Objekt: aceténovy extrakt listovych farbiv.
Pomocky: Petriho misky, kadicky, odmerny valec, pipety, chromatograficky papier.

Chemikalie: metanol, petroléter, benzin, benzén, chloroform, acetdn, izopropanol, toluén,
hexan.

Postup: Pripravime si pasy chromatografického papiera dlhé 15 cm a Siroké 6 cm. 1 cm od
okraja si nakreslime ceruzkou Startovaciu Ciaru, na ktord nanesieme vo viacerych vrstvach
extrakt listovych farbiv v dizke $kvrny cca 2 cm. Déle7ité je, aby sme vzorku nanasali tak, aby
bol cely 2 cm pas priblizne rovnako Siroky vsade. Po naneseni vzorky nechame papier vyvijat
v niektorej z nasledovnych vyvijacich zmesi: i) benzin:benzén:chloroform:acetoén:izopropanol
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(50:35:10:0,5:0,17;  v/v/v/v/v), i) toluén:hexdn:metanol  (400:3:3;  v/v/Wv), il
petroléter:izopropanol (99:1; v/v), iv) petroléter:chloroform (3:1; v/v) alebo V)
toluén:benzén:metanol (200:1:1; v/v/v). Zmes nalejeme do vacSej kadicky (objem 250 —
600 ml) do vysky maximalne 0,8 mm. VloZime papier tak, aby Startovacia Ciara bola nad
vyvijacou zmesou a nebola v nej ponorend. Kadi¢ku rychlo po vloZeni papiera uzatvorime
velkou Petriho miskou. Separdciu uskutociujeme vtme uloZenim kadi¢ky do skrinky
v laboratériu alebo kadi¢cku obalime alobalom, pripadne inym svetlo-nepriepustnym
materidlom. Ked rozpustadlo dosiahne vzdialenost 1 cm od vrchného okraja papiera, delenie
ukoncime. Papier vytiahneme, vysusime fénom alebo na vzduchu a vyhodnotime.

Doba trvania: 45 min.

Vysledky: PopiSeme, aké rbzne rastlinné farbivd sa nam podarilo separovat v extrakte
listovych farbiv a akej sa javili farby na chromatografickom papieri. PopiSeme ich vyznam
v rastlinnom organizme.

Uloha &. 8: Delenie plastidovych farbiv pomocou tenkovrstvovej chromatografie

Teoreticky uvod: Pomocou TLC mdézZeme rozdelit zmes plastidovych farbiv vdaka tomu, Ze
maju réznu afinitu k polarnemu povrchu silikagélu a su rézne rozpustné v nepoldrnom
organickom rozpustadle (mobilna faza). Nepolarne zliceniny dobre rozpustné v nepolarnom
rozpustadle prejdu na platnicke vacsiu vzdialenost ako polarne zliceniny, ktoré sa pevnejsie
viazu na silikagél a pohybuju sa teda pomalsie. Tabulka 2 znazornuje poradie (vzhladom na
Startovaciu liniu) a farebny prejav jednotlivych farbiv.

Tabulka 2: Poradie farbiv na tenkej vrstve silikagélu zoradenych od najvyssej hodnoty Rt (B-karotén)

evve

Farbivo Farba Rozpustadlo
B-karotén OranZovocervena Hexan
Chlorofyl a Modrozelend Acetdn
Chlorofyl b ZelenoZlta Acetdn
Lutein Zlt4 Etanol
Violaxantin Svetlozltd Etanol
Neoxantin SvetloZlta Etanol

Objekt: acetdnovy extrakt rastlinnych listovych farbiv.

Pracovné pomacky: silikagélové platnicky, kadicka, pipeta, odmerny valec, pravitko, ceruzka,
Petriho miska, teplovzdusny fén.

Chemikalie: hexan, aceton.

Pracovny postup: Pripravime si vyvijaciu zmes (hexan : acetén v pomere 65 : 35; v/v) a do
kadicky s objemom 250-400 ml nalejeme zmes do vysky cca 1 cm. Na silikagélovu platnicku s
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rozmerom 2 x 18 cm si vo vzdialenosti 1 cm od spodného okraja urobime Startovaciu liniu.
Do jej stredu nanesieme aceténovy roztok listovych farbiv. Sirka nanesenej vrstvy nesmie byt
vacsia ako 1 cm. Naneseny extrakt farbiv vysusime volne na vzduchu alebo pomocou fénu.
Platni¢ku vloZzime do kadicky s vyvijacou zmesou, kadi¢ku uzavrieme Petriho miskou a
nechame separovat. Vyvinuté Skvrny by mali byt v poradi: neoxantin, violaxantin, lutein,
chlorofyl b, chlorofyl a a beta-karotén, pricom poradie je od uvedené od najnizsej hodnoty Rt
po najvysSiu. Pozorujeme pri dennom svetle i pri UV. Vypoclitame R¢ pre jednotlivé
separované farbiva.

Doba trvania: 30 min.

Vysledky: PopiSeme jednotlivé vyseparované farbivd, ich farebny prejav, Rf avyznam
v rastlinnom organizme.

Uloha ¢&. 9: Hydrolyza chlorofylu na feofytin

Teoreticky uvod: V kyslom prostredi sa z chlorofylu odsStepuje horcik, pricom dochadza
k zmene zafarbenia chlorofylu zo zelenej farby do hneda.

Objekt: acetdénovy extrakt listovych farbiv.
Pracovné pomacky: skimavka, pipeta, kvapkadlo.
Chemikalie: koncentrovand HCI.

Pracovny postup: Do skimavky nalejeme 5 ml acetéonového roztoku listovych farbiv.
Kvapneme do roztoku niekolko kvapiek koncentrovanej HCl a niekolko kvapiek destilovanej
vody. Po premiesani roztoku sa zelena farba pévodného roztoku zmeni na olivovohnedu, ¢o
je sposobené vznikom feotytinu, pricom dochdadza k odstiepeniu horcika.

Doba trvania: 10 min.

Vysledky: PopiSeme a vysvetlime pozorovany jav hydrolyzy chlorofylovych farbiv.

Uloha &. 10: Delenie chlorofylu a karotenoidov papierovou chromatografiou, frontdlna
analyza

Teoreticky uvod: Pri tomto spOsobe separacie sluzi vzorka sucasne aj ako mobilna faza a
preto sa kontinualne privadza do systému alebo je kontinualne sucastou systému. Ako prva
pri separacii zatne zo systému vychadzat najmenej sorbovana zlozka, neskor sa v eluate
objavi aj dalSia zlozka, ktord ma vacsiu afinitu k sorbentu, po Case zlozka s eSte vacsSou
afinitou k sorbentu az sa nakoniec separuje eluat s obsahom vsetkych zloziek. V tomto stave
sa posledny eludt zloZenim vyrovnal pritekajucej vzorke, chromatograficky systém je
nasyteny, dalSia separacia zloZiek nie je mozna. Frontalna analyza sa nepouziva velmi Casto
v analytickej praxi. Dévodom je, Ze touto technikou mozno ziskat v ¢istom stave len prvu
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elujucu sa zloZku a po kazdej analyze je potrebné napln koldny regenerovat alebo ju vymenit.
Tato chromatograficka technika sa vyuziva na kontrolu technickych procesov a pri vyskume
sorpénych procesov. V nasom pripade ide o dokumentéciu jednej z moznosti, ako separovat
rastlinné pigmenty. Na filtracnom papieri pozorujeme tri priuzky reprezentujlce tri zakladné
listové pigmenty: najvyssSie je Zlty pruh tvoreny kyslikatymi karotenoidmi, pod nim zeleny

evve

Objekt: acetdnovy extrakt listovych farbiv.

Pracovné pomocky: stojan na skumavky, skimavky (20 mm x 180 mm), pasik filtraného
papiera, pipeta (5 ml).

Pracovny postup: Do skimavky napipetujeme 3 ml vyextrahovaného chlorofylu z ulohy ¢. 4.
Do extraktu vloZzime pdsik filtratného papiera (Siroky a dlhy tak, aby sa do skimavky vmestil).
Po 20 minutach filtraény papier vyberieme a nechdme uschndt. Pozorujeme rozdelenie
chlorofylov na filtraénom papieri.

Doba trvania: 30 min.

Vysledky: PopiSeme, aké rozne rastlinné farbivda sa ndm podarilo separovat v extrakte
listovych farbiv a akej sa javili farby na chromatografickom papieri. PopiSeme ich vyznam
v rastlinnom organizme.

Kontrolné otazky

Aky je rozdiel medzi hydrochrémami a lipochromami?

Ako rozdelujeme z chemického hladiska prirodné farbiva?

Popiste pyrolové farbiva.

Vymenujte aspon dve farbiva zo skupiny xantofylov.

Do akej skupiny zaraduje antokyany?

Ako pH vplyva na flavonoidné farbiva?

Ako mbzeme rozdelit karotenoidy a preco su doélezité pre rastliny?
Co je extrakcia?

© 0N h WNR

Ako by ste vypocitali retardacny (retencny) faktor?
10. Ako by ste uskutocnili tenkovrstvovu chromatografiu katorenoidov?

Zaujimavost

Viete, Ze svetlom je moiné ovplyvnit rastlinu vjej kvitnuti? Staci, ak pouiZijete
tmavocervené svetlo. Rastliny vnimaju svetlo inak ako fudské oko. Ide hlavne o rozdielnu
spektrélnu citlivost. Ludské oko je najcitlivejsie na vinové dizky priblizne uprostred spektra
viditelného Ziarenia, rastliny maju naopak najvyssiu citlivost v oblastiach krajného
viditelného spektra, teda v modrej (s maximom asi 450 nm) a ¢ervenej (s maximom asi 660
nm) casti spektra viditelného Ziarenia. Rastliny reagujiu na pomer energie v roznych
farebnych spektrach svetla, a tak je mozné ovplyvnit faktory rastu (tvar, spravny rast),
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nutricny obsah, chut plodu a rychlost kvitnutia. Zatial, co modré svetlo rastlina vyuZiva k
distribucii rastovych horménov a prispésobuje svoj tvar (mnozstvo listov) k intenzite a smeru
Ziarenia, ¢ervené svetlo vyuZiva rastlina k fotosyntéze a k rastu stonky (tzv. natahovanie sa za
sinkom). Cervené svetlo tie? reguluje kvitnutie a kli¢enie semien.
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RASTLINNE REGULATORY RASTU A VYVINU

Fytohormoény alebo reguldtory rastu avyvinu rastlin, rastlinné rastové hormdny su
latky, ktoré urcitym spbésobom ovplyviuju rast avyvin rastlin. Na fyziologické procesy
rastliny mézu vplyvat pozitivne (stimuldtory rastu) alebo negativne (inhibitory rastu). Toto
rozdelenie je vSeobecné, pretoZe ta ista latka v optimalnych koncentraciach méze pésobit
stimulacne a vo vysSich koncentraciach urcity proces inhibuje.

V rastlinach sa fytohormény vyskytuju v nizkych koncentracidch. Miesta ich vzniku
a ucinku su rozdielne. Ich transport sa uskutocnuje pomocou vodivych drah rastliny. Maju
Siroké spektrum ucinku, kazdy fytohormdén méze ovplyvriovat celkom rozdielne procesy.
Velmi délezitd je ich funkcia v endogénnej reguldcii metabolizmu, ktora je spojend s rastom,
vyvinom a morfogenézou. Zucastiuju sa aj pri regulacii metabolizmu orgdnov, ktoré uz rast
a vyvin ukoncili. Velmi délezitu ulohu zohravaju v korelaciach medzi jednotlivymi organmi
v ramci celistvosti rastlinného organizmu.

Klasické delenie fytohormdénov je na stimulatory a inhibitory. Okrem menovanych
skupin fytohormdénov su zndme aj iné latky s preukdzatelnymi regulaécnymi ucinkami
v rastlinach (kyselina jasmonova, kyselina fazeova, kyselina kukurbitova a iné).

Medzi stimuldtory patria auxiny, gibereliny a cytokininy. Auxiny sa tvoria vo
vrcholovych meristémoch, smer ich pridenia v cievnych zvazkoch je bazipetalny (tvoriaci sa
na vrchole) alebo akropetdlny (postupujuci smerom zdola k vrcholu organu. Nativne auxiny
su zchemickej stranky kyselina [-indolyloctovd (IAA) a prekurzorom jej tvorby je
aminokyselina tryptofan. Fyziologické ucinky auxinov su réznorodé. Tie najvyznamnejsie su
napriklad apikalna dominancia, predlZovanie buniek, polarita, tvorba adventivnych koreriov,
partenokarpia, ¢innost kambia, transport vody, kvitnutie dlhodennych rastlin, zabrariovanie
opaddavaniu listov, fototropizmus a geotropizmus. Synteticky pripravené latky auxinoveho
typu sa nazyvaju auxinoidy. Niektoré z nich maju silnejSie Ucéinky ako nativne. Do skupiny
auxinoidov patria kyselina a-naftyloctovda (NAA) alebo 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D).
Pouzivaju sa napriklad pri zakorefovani odrezkov drevin. Spolu s cytokininmi su zdkladnou
zlozkou v médiach pre pletivové in vitro kultdry. Gibereliny su terpenocidné zluceniny
(cyklické diterpény) a neexistuju ich syntetické analdgy. Oznacuju sa ako GA1, GA, a GAsa je
znamych priblizne 125 giberelinov v prirode. Gibereliny sa tvoria hlavne v mladych pletivach,
ako su najmladsie listky, v apexe vyhonu, v korefioch a v semendch. Ich p6sobenie je spojené
predovsetkym s rastom stonky (stimuluji bunkové delenie a predlZovaci rast) apo ich
aplikacii dosahuju rastliny vyraznejsi vyssi vzrast. Okrem toho stimuluju bunkové delenie
a predlzovaci rast, stimuluju delenie buniek v kambiu, partenokarpiu (vyvin plodov bez
oplodnenia), narusaju dormaciu pucikov a semien a aktivizuji enzymy endospermu pri
kliceni. Cytokininy sa tvoria v koreni, odkial sa xylémovym tokom spolu s vodou dostavaju do
ostatnych casti rastlin, floémovym tokom sa mozu vracat spat do korenov. Z chemickej
stranky su to rozkladné produkty DNA, hlavne derivaty adeninu. Nativnym cytokininom je
zeatin, dihydrozeatin a IPA (6-y, y-izopentenyladenin). Tieto formy nativnych cytokininov sa
nachadzaju v endosperme suchych a kli¢iacich semien obilnin a strukovin, v listoch, korefioch
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a vyvijajucich sa plodoch. Hlavny fyziologicky ucinok cytokininov je pri deleni buniek
(cytokinesis — delenie) a ich predlzovani. Rusia apikalnu dominanciu a tym napomahaju rastu
bocnych pucikov a vyhonkov. Spomaluju starnutie listov a pletiv tym, Ze stimuluju tvorbu
RNA a proteinov a spomaluju degradaciu chlorofylov. Co sa tyka syntetickych analdgov,
najznamejSie su kinetin (6-furfurylaminopurin, ktory vznikd autokldvovanim kvasiniek
v kyslom prostredi) alebo BAP (6-benzylaminopurin).

K inhibitorom zaradujeme kyselinu abcisovu, fenolové latky a etylén. Kyselina abcisova
(ABA) je latka vSeobecne rozsirena v rastlinach, mikroorganizmoch a nachadza sa aj v pode.
Z chemického hladiska je to latka terpenoidného charakteru odvodena metabolickymi
dradhami od kyseliny mavalénovej, podobne ako gibereliny. Fyziologické procesy ABA su
v mnohych ohladoch v protiklade s latkami, ktoré zaradujeme medzi stimulatory. Znamy je
predovsetkym antagonisticky vztah medzi ABA a giberelinmi. Hlavny vyznam ABA spociva
v navodzovani dormancie pucikov, semien a hliz. Rovnako sposobuje opadavanie listov
a plodov. Silne potldca predlzovaci rast buniek atym, Ze potlaca syntézu RNA, spOsobuje
starnutie buniek. Fenolové latky patria medzi nativne inhibitory. Patria medzi ne napriklad
kyselina salicylova, Skoricova a p-kumarovd a od nich odvodené derivaty ako su kumarin
alebo skopoletin. Ich uc¢inok spociva v oxidativnom odburavani IAA tak, Ze podporuju ¢innost
IAA-oxiddzy. Tym spdsobuju inhibiciu predlZovacieho rastu, dormanciu pucikov, hluz
a semien. Etylén je plyn s chemickou Strukturou CH,=CH;, ktory produkuju vsetky rastuce
pletiva, najma vsak dozrievajuce plody rastlin. Fyziologické pOsobenie etylénu je inhibicia
polarneho transportu auxinov, ¢o spobsobuje opaddvanie listov, a inhibuje regeneraciu
odrezkov. NajznamejsSie vyuZitie etylénu je dozrievanie dovazanych nezrelych plodov
exotického ovocia a urychlovanie dozrievania niektorych typov semien, tiez indukcia
kvitnutia niektorych druhov rastlin.

Klasicky test stanovenia fytohormdnov je biotest. Je to metdda, pomocou ktorej mbze
byt biologicky aktivna latka na zaklade jej ucinku na Zivy systém dokazand alebo
kvantitativne stanovena. Ide o reakcie rastlinnych organov, v ktorych sa tieto latky
nachadzaju vo zvySenom mnozZstve a na ktoré tieto organy Specificky a velmi citlivo reaguju.
Na zaciatku vyskumu umozniuju biotesty identifikaciu sledovanej skupiny fytohormdnov a su
pomockou pri izolacii Cistého preparatu. V niektorych pripadoch su jedinym nastrojom na
identifikaciu fytohormodnu, obzvlast ak nie je znama Struktdra aktivnej latky. Na zaciatku
chemického vyskumu su totiz obycajné chemické metddy identifikdcie madlo citlivé
a Specifické. Biotesty su vsak zatazené viacerymi analytickymi chybami. Ich uskutoénenie trva
prilis dlho, su nielen casovo, ale aj technicky narocné. Metdédy plynovej a kvapalinovej
chromatografie su ich nahradami aumoziuju kvalitativne ikvantitativne stanovenie
minimalnych koncentrdcii reguldtorov rastu. Najnovsie sa vyuZivaji na stanovenie aj
minimdlneho mnoZstva fytohormoénov RIA testy (Radio imuno assay). Prvym rastlinnym
organom, ktory sa na tento ucel pouiZil, bola koleoptila jednokli¢nolistovych rastlin.
Odstranenie vrcholu koleoptily zastavilo rast tohto orgadnu a porusilo jej fototropicku
a geotropicku citlivost. Ukazalo sa, Ze vrchol koleoptily produkuje latku, ktora sa transportuje
z miesta tvorby na miesto ucinku a vyvoldva prislusny fototropicky alebo geotropicky efekt.
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Koleoptila a najma jej subapikalna cast, ktora sa vyznacuje predlZovacim rastom zavislym od
pritomnosti kyseliny B-indolyloctovej, sa stala zakladom pre biotesty v rastlinnej fyziolégii.
Neskor sa pouzivanie biotestov rozsirilo aj o dalSie orgdny rastlin, v niektorych pripadoch sa
pouZivaju celé rastliny. PoutZitie rastliny alebo rastlinného organu v biotestoch predpoklada
minimdlne mnoZstvo nativnej latky v materidli, ktory sa pouZiva v biologickom teste a jeho
vysoku citlivost na analyzované vzorky. V pripade giberelinov sa biotestami vyuZiva ich
schopnost predlZovacieho rastu zakrpatenych mutantov. PouZiva sa trpasli¢i hrach (Pisum
sativum L.) odroda Pionier, ktory sa po nakliceni rozreze na polovicu a kultivuje v réznych
koncentraciach giberelinov. Podobny je biotest s klicencami Salatu siateho (Lactuca sativa
L.), kde sa obdobne meraju prirastky hypokotylov. Cytokininy stanovujeme biotestami
zaloZzenymi na ich schopnosti stimulovat delenie buniek. Najznamejsi je biotest na
stanovenie hmotnostnych prirastkov klicnych listov redkovky (Raphanus sativus L.). Tiez sa
pouzivaju biotesty sledujuce rast kalusovych kultir tabaku, séje, mrkvy. V biotestoch sa na
stanovenie cytokininov tiez vyuZiva ich schopnost zabrarnovat rozkladu chlorofylu alebo
schopnost vo zvysenej miere v tme tvorit antokyany, pripadne betacyaniny.

Uloha &. 1: Kalibraéna krivka stanovenia giberelinu pomocou biotestu

Teoreticky uvod: Semend Salatu siateho (Lactuca sativa L.), podobne ako napr. semend
rumanceka kamilkového (Matricaria chamomilla L.), vyZzaduju na kli¢enie svetlo. Svetelny
impulz mozno nahradit taktiez posobenim rastového regulatora, kyseliny giberelovej. Ako
kontrolu pri sledovani vplyvu rastového reguldtora pouzZijeme v experimente semen3, pri
ktorych sme kli¢cenie indukovali svetlom.

Objekt: semena saldtu siateho (Lactuca sativa L.).
Pracovné pomacky: Petriho misky, filtracny papier.
Chemikalie: roztoky GAs (koncentracia 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 50,0 mg/I)

Pracovny postup: 50 suchych semien Salatu vlozime do Petriho misky s filtracnym papierom
na dne sroztokmi s réznym obsahom kyseliny giberelovej a vodou ako kontrolou. Semena
namocené v roztoku kyseliny giberelovej nechame kli¢it v absolitnej tme pri teplote 25 °C.
Kontrolu osvetlime prvych 6 hodin pri napucani a potom ju vlozime do termostatu k Petriho
miskam s roztokmi kyseliny giberelovej. O 48 hodin po vysiati vyhodnocujeme percenta
kli¢enia, pricom ako kontrolu pouZijeme semend, kde sme klicenie indukovali svetlom.

Doba trvania: 60 min nasadzanie + klicenie 48 hod + 60 min vyhodnotenie.

Vysledky: Vyhodnotime jednotlivé varianty a porovname s kontrolou. Vysledky zapiSeme do
tabulky a vyhodnotime graficky.
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Uloha & 2: Cytokininovy biotest — testovanie schopnosti cytokininov oddalovat

senescenciu listov

Teoreticky uvod: Fytohormdny zo skupiny cytokininov reguluji velké mnoZstvo procesov
pocas rastu a vyvinu rastlin. Jednym z ich Ucinkov je aj schopnost cytokininov oddialit
senescenciu (starnutie) listov v tme. Tma urychluje proces rozkladu chlorofylu a dochadza k
volnym okom pozorovatelnému Zltnutiu, t.j. starnutiu listov. Cytokininovy biotest je zaloZzeny
na schopnosti cytokininov tento senescenény proces spomalit. Dnes je predstava
mechanizmu tohto Ucinku zaloZena na spomaleni dychania, ako aj degradacnych procesov
veducich k rozkladu chlorofylu. Rozklad fotosyntetickych pigmentov vedie k nefunkénosti
fotosyntetického apardtu a tym obmedzenému prisunu energie z procesov fotosyntézy. V
praxi sa mozu tieto poznatky vyuzit napriklad pri skladovani brokolice.

Objekt: terciky z mladych listov travy alebo obilnin.

Pomocky: skimavky so zabrusom alebo so zatkou s objemom do 10 ml, laboratérny stojan
na skimavky, hodinové sklicko, lievik, skalpel, automatické pipety a $picky, sklend pipeta,
noznice, pinzeta, vahy, trecia miska, lyZicka, odsavacia banka, lievik na podtlakovu filtraciu,
filtracny papier, odmerny valec.

Chemikalie: benzyladenin, 0,1 M NaOH, 0,1 M HCI, destilovana voda.

Postup: Pripravime si roztoky cytokininu benzyladeninu (BA). Navazime potrebné mnozstvo
BA (priblizne 1 mg) na hodinové sklicko, presni hmotnost si zapiSeme. Podla navazky
vypocitame objem rozpustadla nevyhnutného na pripravu zdsobného roztoku s molaritou
0,05 mM. KedZ7e ide o latku, ktord ma v destilovanej vode obmedzenu rozpustnost, je
potrebné BA najprv rozpustit v200 ul 0,1 M NaOH. Roztoky rozpustadiel a vyslednych
roztokov musia byt Cire, nesmu obsahovat zakal ani zrazeninu. Roztok kvantitativne
prelejeme pomocou lievika do sklenenej skimavky so zdbrusom. Zvysky rozpusteného BA z
hodinového sklicka a lievika kvantitativne vymyjeme vypocitanym objemom destilovanej
vody. Dbame na Uplné rozpustenie BA, nasledne roztok zneutralizujeme 200 pl 0,1 M HCI
(rovnaky objem ako NaOH) na pozadovanu koncentrdciu 0,05 mM. Rovnakym sp6sobom si
pripravime roztok BA s koncentraciou 0,5 uM BA. Do 3 oznacenych sklenenych skimaviek s
uzaverom (popis ma obsahovat meno, datum a typ inkubac¢ného roztoku) napipetujeme 1mil
destilovanej vody, 1ml 0,05 mM BA a 1ml 0,5 uM BA. Pripravené listy upravime ziletkou tak,
aby mali dizku 7 cm a $irku 1 cm, pri¢om zreZene spodné ¢asti listov a nechame listovu ¢epel.
Trojicu Cepeli odvazime, ich hmotnost zapiSeme a v tejto pripravenej trojici ponorime bazami
do prislusného inkubaéného roztoku. Skimavky s pokusnym materidlom uzavrieme a pri
laboratdrnej teplote inkubujeme 7 dni v tme.

Z toho istého rastlinného materiadlu odoberieme zaroven listy na extrakciu chlorofylu. Na
stanovenie obsahu fotosyntetickych pigmentov (chlorofylu a, chlorofylu b a karotenoidov)
odvazime 80 mg listov. V trecej miske listy zhomogenizujeme s vyuzitim zmesi morského
piesku, uhli¢itanu horec¢natého (0,5 g) a cca 5 ml 80 % (v/v) acetonu. Rozotierame 2 min.
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Vzniknutd homogénnu zmes dekantujeme filtraciou za podtlaku do skimavky, ktora bude
umiestnend v odsdvacej banke. 80 % acetdonom zmyjeme vSetok pigment do odsavacej
banky. Filtrat doplnime 80 % (v/v) aceténom do 10 ml. Vysledny extrakt prenesieme do
kyvety a zmeriame absorbanciu vzorky pomocou spektrofotometra pri vinovych dizkach 470,
646 a 663 nm.

Cehlorofyla = 12,21 X A3 — 2,81 X Asac*V/1000*FW (mg/g FW),

Cchirooofyl b = 20,13 X Aea6 — 5,03 X A663*V/1000*FW (mg/g FW),
Ckarotenoidy = [(1000 x Aa70 — 3,27 x cchl a — 104 x cchl b)/229] *V/1000*FW (mg/g FW)

kde V je objem rozpustadla, ktory sme poufZili na extrakciu farbiv zo zelenych listov (10 ml),
FW je Cerstva hmotnost zelenych listov (z angl. fresh weight).

Po tyZdni inkubdcie: Vyhodnotime inkubované listové ¢epele namocené v destilovanej vode
a roztokoch srozdielnou koncentraciou BA. Rastlinny materidl z kazdej varianty pokusu
vysusime na filtraCnom papieri a odvazime trojicu. Hmotnost si zapisSeme. Listy z kazdého
variantu analyzujeme ndsledne na obsah fotosyntetickych pigmentov. Pracujeme podla
postupu vysSie. Navazime si zkazdého variantu 80 mg, hmotnost si zapiSeme.
Homogenizujeme vtrecej miske, filtrujeme a spektrofotometricky stanovime obsah
pigmentov pre kazdy variant.

Doba trvania: 90 min + 80 min.

Vysledky: Ziskané data z analyzy hmotnosti a obsahu pigmentov vo vstupnom materiali a vo
vzorkach inkubovanych vyhodnotime a navzdjom porovname. Data vynesieme do grafu. Graf
bude zobrazovat vztah zmeny obsahu chlorofylu od koncentracie pridaného cytokininu
a rovnako zmeny v hmotnosti. Odévodnime ziskané vysledky a stanovené zavery.

Kontrolné otazky

Co st to fytohormdny a aka je ich funkcia?

Ako rozdelujeme fytohormény?

Popiste funkciu giberelinov.

Popiste funkciu cytokininov.

Popiste funkciu auxinov.

V ¢om spociva uloha etylénu v rastlinach?
Ktory horman by ste pouzili na klicenie semien?
Na o sluzi kyselina abcisova?

O 0N A WNPR

Aky je vyznam vyuzitia biotestov v biologickych vedach?
10. Ako by ste stanovili obsah fotosyntetizujucich pigmentov?
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Zaujimavost

Pri velkom mnoZstve rastlinnych druhov pozorujeme tzv. arbuskuldrnu mykorizu. Je to
symbidza rastlin s niektorymi druhmi hub, pri ktorej hyfy hdb prenikaju do korenovych
buniek rastliny. Takato symbidza je pre rastlinu vyhodnd, pretoZe huba dodava rastline
z p6dy vodu a mineralne latky, ku ktorym by sa korene inak nedostali a rastlina na druhej
strane poskytuje hube sacharidy a iné organické Ziviny. Rastlina vS8ak musi svojho partnera
drzat na uzde a teda kontrolovat, aby sa hubové hufy nerozrastali v korefioch rastliny viac,
ako je nutné. Inak by spolunaZivanie rastline Skodilo. Viaceré vedecké timy Studuju
molekuldrne mechanizmy tohto spolunazivania a hladaju ndstroje, ktorymi rastlina
kontroluje atlmi rozvoj mykorizy. Vedci zistili, Ze okrem urcitych regulacnych proteinov
a prislusnych génov zohrdvaju vyznamnu ulohu v tychto procesoch rastlinné hormény zo
skupiny strigolaktonov. Tie su vylu¢ované z koreriov a stimuluju rast mykoriznych hub. Vedci
zistili, Ze strigolaktény su doleZité pre jemné vyladenie vztahov medzi rastlinou
a mykoriznymi hubami atak pomahaju zaistit, aby symbidza prinasala uZitok obom
partnerom. Strigolaktény s zndme od roku 1966, ale ako rastlinné hormony boli popisané az
v roku 2008. Od tej doby sa postupne zistuje, co vietko su schopné v rastlinach ovplyvriovat.
Strigolaktony maju napr. vyznam pre prijem fosforu rastlinami. Niektoré parazitické rastliny
ich vyuZivaju k napadnutiu svojich hostitefov. Parazity z rodu Striga tak napriklad vyrazne
znizuju urodu obilia v africkych krajindch. Potencial praktického vyuzitia maju strigolaktény
napr. v polnohospodarstve v boji proti parazitickym burinam, ktoré napadaju hospodarsky
vyznamné plodiny a tak sp6sobuju obrovské straty na urodach.
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ZAKLADNE ZLOZKY ZIVYCH ORGANIZMOV

Zivé organizmy obsahuju viacero latok, ktoré je mozné delit podla rozlidnych kritérii. Ak
je kritériom prislusnost latky do systému chemickych latok, rozdelujeme ich na anorganické
a organické latky. Organické latky su tvorené uhlikom a dalSimi biogénnymi prvkami
(biogénny = tvoriaci Zivd hmotu). Uhlik (lat. carboneum) patri medzi tzv. zakladné, alebo
primarne biogénne prvky, ktory tvori zakladny stavebny kamen vSetkych organickych
zlucenin a tym aj vSetkych Zivych organizmov. Zluc¢eniny uhlika su zakladnou stavebnou
jednotkou primarnych metabolitov, medzi ktoré patria sacharidy, proteiny, lipidy a nukleové
kyseliny. Primdrny metabolizmus je pre Zivy organizmus Zivotne dolezity. Organické latky
moéZeme rozdelit na nizkomolekulové a vysokomolekulové. Medzi nizkomolekulové
organické latky patri zluceniny sliziace ako zdroj energie (sacharidy a lipidy), zakladné zlozky
biologicky dbélezitych makromolekul (aminokyseliny, nukleotidy), zli¢eniny, ktoré sa
zUcastnuju regulacénych a informacnych procesov (vitaminy, hormony, koenzymy) a zliceniny
s osobitnou funkciou (glykozidy, éterické oleje). Medzi vysokomolekulové organické latky
patria polysacharidy (glykany), proteiny vratane enzymov a nukleové kyseliny. Anorganické
latky su jednoduchsie zlUceniny biogénnych prvkov, ktoré sa v bunke mdzZu nachadzat
viazané vo forme soli (chloridy, fluoridy, uhli¢itany, fosforecnany a pod.), sucast enzymov
(zelezo v hemoglobine) alebo ako volné i6ny (Na*, Ca?*). Zastupenie latok v Zivych
organizmoch zdavisi od mnohych kritérii, akymi su vyvinové Stadium organizmu, typ bunky,
vonkajsie prostredie, konkrétny druh organizmu a dalSie.

Anorganické latky sa zvyCajne dalej rozdeluju na vodu, popol a plyny. Voda ma pre Zivé
organizmy, aj pre rastliny zasadny vyznam. Ak sa z nich odstrani susenim, vznikne susina,
ktora sa sklada z organickych a anorganickych latok. Susinu ziskavame dékladnym vysusenim
materidlu. Spdsob susenia zavisi od materidlu, od ucelu dalSieho pouzitia susiny a od
vlastnosti latok, ktoré sa maju stanovit v susine. DIhSie posobenie tepl6t vyssich (okolo 100
°C) moze vyvolat karamelizovanie sacharidov alebo sacharidy mézu chemicky reagovat
s aminokyselinami. Pri prili$ nizkych teplotach (okolo 40 °C) a pomalom suseni mézu nastat
zmeny v zloZeni organickych latok ndasledkom enzymatickej aktivity. Ak chceme v susine
zachovat latky citlivé na oxidaciu vzdusnym kyslikom, materidl vysusujeme v prude inertného
plynu N2. Material, v ktorom by sa mohli termicky rozkladat niektoré latky, vysusujeme vo
vakuovej susiarni pri nizSich teplotach, dosusenie do konstantnej hmotnosti robime pri
teplote 105 °C v elektrickej susiarni. Konstantna hmotnost je hmotnost, ktord sa vazenim
trikrdt po sebe v aspon v 8 hodinovom intervale nemeni, pripadne sa meni iba v rozsahu *
0,1 mg. Ziskana suSina je vychodiskom pre analyzu rastlinného materidlu stanovenim
nespalitelného zvysku (popola), jeho jednotlivych zloZiek i mnohych organickych latok.
Castokrat pouzivame susinu ako vztahovl jednotku. Pri stanoveni latok v rastlinnom
materidli a pri porovnani obsahu latok alebo intenzity fyziologickych procesov musime tieto
vyjadrit vzhladom na nejakd, podla moznosti konstantnd hodnotu (vztaznu jednotku). Ako
vztazna jednotka sa v niektorych pripadoch pouZiva aj urcitd biologickd jednotka
(organizmus, organ, pletivo, plocha listu, bunka). PouZitie takejto biologickej jednotky naraza
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na mnohé problémy, ako napriklad problémy pri porovnani rastlin r6zneho vyvinového
Stadia, odbery vzorky v priebehu dria sréznym obsahom vody a podobne. Ako vztaina
jednotka sa preto odporuca a stéle CastejSie sa pouziva sucha hmotnost (susina). Stanovené
latky (primarne, sekundarne metabolity) najcastejSie vyjadrujeme vo vztahu k hmotnosti
susiny.

Spdlenim a vyZihanim Zivej hmoty, teda pri vyssSich teplotdch ako sa ziskava susina, sa
ziska popol (nespalitelny podiel). Popol obsahuje anorganické zluceniny, ktoré pri zihani
neprechadzaju do plynného skupenstva. SuSinu rastlin tvoria prevaine organické latky.
V priemere iba 5 % z celkového mnoZstva susiny pripada na popol. Popol, ktory dostaneme
spalovanim susiny, tvoria oxidy asoli rozlicnych prvkov. Niektoré z nich sa v rastlinach
nachdadzaju vo vacsich mnozstvach. Oznacuju sa ako makroelementy. Obsahovo sa pohybuju
od 0,1 a7z do 0,01 % (10— 102 %). Patri k nim predovietkym 10 esencidlnych biogénnych
prvkov: H, O, C, N, S, P, K, Mg, Ca, Fe, pricom C, O, H a N tvoria az 96 % Zivej hmoty.
K vedlajSim makroelementom patria prvky neesencidlne: Na, Al, Si, pripadne Cl a | Specifické
pre niektoré rastliny. Dokazatelné sui pomerne jednoduchymi analytickymi metddami.
Okrem vymenovanych prvkov sa v rastline nachadzaju eSte dalSie prvky v podstatne nizsich
mnozZstvach, ale pre metabolizmus rastliny maju velky vyznam. Oznacduju sa ako
mikroelementy. Ich obsah sa pohybuje od 103 do 10 %. Vzhladom na nizku koncentréciu je
ich stanovenie zlozitejSie, vyzZzaduje fyzikdlno-chemické metddy, pripadne Specidlne
mikroanalyzy. Do tejto skupiny prvkov patria: Cu, Zn, Mn, B, Co, Ba, Li a iné. Stopové prvky
nazyvame tie prvky, ktorych obsah v rastline je 10® % a menej. V rastlindach bola zatial
dokazana asi polovica prvkov z periodickej sustavy prvkov. Prevazna cCast susiny, unikajlca
spalovanim vo forme plynov, tvori spalitefny podiel. Spdlitelny podiel rastlinnej susiny tvoria
rozli¢né organické latky, v ktorych nachadzame pat zakladnych biogénnych prvkov: C, H, N,
O, S. Pritomnost tychto prvkov v rastlinnom materiali méZzeme dokazat suchou destilaciou,
pri ktorej vznika oxid uhli¢ity ako dékaz pritomnosti uhlika, voda ako dokaz vodika a kyslika,
amoniak ako dokaz pritomnosti dusika a sirovodik ako dbkaz siry. V spalitelnom podiele
rastliny ma najdolezitejSi vyznam dusik. Je zdkladnou stavebnou jednotkou mnohych
biologicky dolezitych molekul ako su proteiny, aminokyseliny, nukleotidy, nukleové kyseliny,
chlorofyl a iné molekuly. Rastliny su preto na nedostatok dusika obzvlast citlivé. Pri analyze
materidlu sa vztahuje obsah stanovenych latok na cCerstvld alebo suchi hmotnost. Uhlik je
zakladnym prvkom organickych latok, medzi ktoré patria proteiny, sacharidy, lipidy a
nukleové kyseliny. Stidiom chemickych vlastnosti uhlikatych zlG¢enin sa zaobera organicka
chémia.

Jednotlivé prvky v materiali sa dokazuju a stanovuju po mineralizacii (spalovani) vzorky.
Existuju dva sp6soby mineralizacie: 1) mineralizadcia mokrou cestou a 2) mineralizacia suchou
cestou. Mineralizdcia mokrou cestou sa uskutoénuje v pritomnosti koncertovanych
mineralnych kyselin (H2SO4, HNOs a iné) a katalyzatorov (soli Zn, Se a iné), kedy sa rastlinny
materiadl mineralizuje na prislusné soli. Mineralizacia suchou cestou predstavuje klasicku
metddu mineralizacie za sucha, t.j. Zihanie suSiny rastlinného materialu v porcelanovych
alebo platinovych téglikoch v plameni plynového kahana. Pri vacSich sériach vzoriek
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pracujeme v muflovych peciach s regulovanou teplotou. Pri spalovani rastlinného materidlu
sa nesmie prekrocit teplota 500 °C, aby nenastali vacsie straty prchavych zltéenin, napr. soli
Zn?*, ktoré lahko prchaju u? pri tejto teplote.

Popol méZeme zhodnotit tak kvalitativne ako aj kvantitativne. Kvalitativnou analyzou sa
presvedc¢ime o pritomnosti zakladnych biogénnych prvkov vo vzorke. Vaési vyznam ma vsak
kvantitativna analyza popola. Vysledky analyz pletiv alebo tkaniv mozno pouzZit ako doélezity
ukazovatel a meradlo na posudenie viacerych javov v Zivote organizmu. V prvom rade sa
stdva vychodiskom pre kontrolu prostredia a nasledne pre vytvorenie podmienok vhodného
prostredia a v pripade rastlin mineralnej vyzivy. V pripade pestovania rastlin ukazuje na stav
pristupnych Zivin v pode a casto napomaha objasnit celkom nepredvidatelne vysledky
polnych pokusov. Vysledky chemickych analyz maju velky vyznam pri uréovani spravnej
diagnézy ochorenia organizmu vyvolaného napr. aj nadbytkom alebo nedostatkom
vybranych prvkov v prostredi.

Uloha &. 1: Stanovenie percenta popola Zihanim v plameni

Teoreticky uvod: Pri spalovani rastlinného materidlu sa rozkladaju organické zliceniny.
Uhlik, vodik, kyslik a dusik unikaju vo forme tzv. spalitelného podielu ako oxidy. Ostatné
prvky zostdvaju ako oxidy, uhli¢itany, sirany, fosfore¢nany alebo chloridy v nespalitelnom
zvySku — popole.

Objekt: suchy rastlinny material (drevo, listy, kéra, semena).
Chemikalie: 10 % (v/v) HCI.
Pracovné pomocky: téglik, klieste, triangel, kahan, trojnozka, exsikator, platinovy drotik.

Pracovny postup: Porcelanovy téglik vymyjeme zriedenou HCI, vyzihame, ochladime
v exsikatore a odvadzime. Do odvazeného téglika navdzime 1 az 2 g susiny alebo suchého
materidlu. Téglik postavime Sikmo na triangel a opatrne Zihame v digestore. Dbame pri
#ihani, aby sudina nevzblkla svietivym plameriom, lebo pri prudkom horeni nastavaju straty
(silné pradenie vzduchu strhava material). Zihand sudinu obcas opatrne premie$ame
platinovym drétikom. Teplota spalovaného materialu nesmie prekrodit 500 °C, znamena to,
Ze téglik smie byt rozieraveny len do tmavocderveného Ziaru, aby sme predisli stratam
prchavych anorganickych latok. T4to teplota je vo vrchnej casti nesvietivého plamenia.
Ukoncenie zZihania (cca 45-60 min) pozndme podla jasno-sive]j farby popola. Téglik s popolom
ochladime v exsikatore a odvazime.

Percento popola vypocitame nasledne podla vzorca:

hmotnost popola
% popola = ———.100
hmotnost susiny

kde hmotnost susiny je rozdiel hmotnosti susiny s téglikom a hmotnosti prazdneho téglika

a hmotnost popola je rozdiel medzi hmotnostou téglika s popolom a hmotnost prazdneho
téglika.
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Doba trvania: 2 hod.

Vysledky: Najmenej ztroch opakovani vypocitame priemer, smerodajni odchylku
a stanovime percento popola, ktory vztahujeme vidy na susinu aj v pripade pouZitia suchého
materialu. Hodnoty ziskané z jednotlivych ¢asti rastliny zoradime do tabulky a porovname.

Uloha &. 2: Dokaz katiénov v rastlinnom popole

Teoreticky uvod: Nespdlitelny podiel (popol) rozpustime vo vode alebo v zriedenej HCI
v zavislosti od toho, aky katidén v popoli budeme dokazovat. Jednotlivé prvky v roztoku
dokazujeme jednoduchymi analytickymi reakciami.

Objekt: popol z rastlinného materialu z Ulohy ¢&. 1.

Chemikalie: 5 % (wlv) dusitan sodno-kobaltity, 5 % (wlv) hexakyanoZeleznatan draselny, 5 %
(wlv) rodanid aménny, 10 % (wlv) uhli¢itan aménny, 5 % (wlv) hydrogénfosforec¢nan disodny,
50 % (v/v) HCl, 5 % (wlv) stavelan aménny, 10 % (v/v) kyselina octova, Kalion (0,2 g
dipikrylaminu rozpustime v 2 ml 10 % (wlv) uhli¢itanu sodného a priddame 15 ml vody, roztok
prefiltrujeme), roztok Magnezon | (4-(4-Nitrophenylazo)-resorcinol) na dokaz horcika (1 ml
Magnezonu | rozpustime v 100 ml 8 % (wlv) NaOH), 0,1 M NH4OH.

Pracovné pomdcky: kadicka, skumavky, stojan na skdmavky, aparatura na filtrovanie,
filtracny papier.

Pracovny postup: Na navlhéeny filtracny papier v lieviku nasypeme lyzicku popola,
premyjeme ho malym mnozZstvom horucej destilovanej vody a filtrat zachytdvame do
kadicky. Vo filtrate uskuto¢nime ddkaz draslika.

Dokaz draslika:

a) Filtrat zneutralizujeme, priddme niekolko kvapiek roztoku dusitanu sodno-kobaltitého. Za
pritomnosti draslika v roztoku vznikne Zlty zdkal od vzniknutého hexanitrokobaltitanu
draselného. Reakcia prebieha podla rovnice:

3 K"+ [Co(NO2)s]> = K3[Co(NO)e]

b) Kvapku zfiltrdtu prenesieme na filtratny papier a pridéme kvapku Kalionu. Filtracny
papier vysusime a ponorime do 0,1 M NH4OH. Filtracny papier oZltne, ale v pripade, Ze sa
vo filtrate nachadza draslik, na mieste nanesenia skimaného roztoku zostane cervena
Skvrna.

Dokaz Zeleza:

Na filter prisypeme malé mnoistvo popola (Uloha €. 1) a premyjeme zriedenou HCI. Filtrat
rozdelime na Styri Casti, pricom prvé dve skimavky vyuZijeme na dokaz Zeleza (pricom
dokazové reakcie a) a b) dokazuju pritomnost trojmocného Zeleza atak si vyberieme len
jednu z nich) a dalSie dve na dokaz horcika:
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a)

b)

Do skumavky priddme niekolko kvapiek roztoku hexakyanoZeleznatanu draselného.
Vznikd modré sfarbenie (berlinska modrd) ako dbékaz pritomnosti trojmocného Zeleza.
Reakcia prebieha podla rovnice:

4 Fe3* + 3 Ka[Fe(CN)es] = Feas[Fe(CN)e]s + 12 K*

Do skumavky priddme roztok rodanidu draselného, cervené sfarbenie dokazuje
pritomnost trojmocného Zeleza. Reakcia prebieha podla rovnice:

2 Fe3* + 6(SCN)" >Fe[Fe(SCN)g]

Do skumavky k filtrdtu priddme po kvapkach roztok hexakyanoZeleznatanu draselného
a ako dokaz pritomnosti dvojmocného Zeleza vznikd vyrazne tmavomodra zrazenina
feroferikyanidu, tzv. Turnbullova modra. Reakcia prebieha nasledovne:

FeSO4 + K4[Fe(CN)s] & KFe[Fe(CN)g] + K2SO4

Dokaz horcika:

a)

b)

K filtratu v tretej skumavke priddme vodny roztok amoniaku do alkalickej reakcie
a potom vyzrdzame vapnik pridavkom uhli¢itanu aménneho. Vzniknutd bohatu bielu
zrazeninu odfiltrujeme. Kfiltrdtu priddme niekolko kvapiek hydrogénfosforecnanu
disodného. Vznikne biely zdkal ako doékaz pritomnosti horecnatych idnov. Reakcia
prebehne podla rovnice:

NHz* + Mg?* + HPO4> = NHsMgPO4 + H*

Horéik mb6zeme dokazat aj pomocou roztoku Magnezon |. Ak ku kvapke filtratu pridame
2 kvapky roztoku Magnezon |, tak za pritomnosti horcika vznikne modré zafarbenie.

Dokaz vapnika:

Zrazeninu na filtri (CaCOs) premyjeme zriedenou kyselinou octovou. Vo filtrate dokdazeme

vapnik $tavelanom aménnym, vo forme bielej zrazeniny stavelanu vapenatého.

Schéma delenia popola:

Dékaz vapnika <:| Zrazenina ‘k

‘ Popol ‘
Zriedend HCIl lPrem',.rt'le hordcou vodou
Filtraény kolaé ‘Hﬁ l—/, Filtraény kaoldé
Filtrat ‘ ‘ Filtrat ‘
Pridavok amoniaku + @
uhligitanu amdnneho
Dokaz jeleza Dékaz draslika

Filtrat

Ddkaz horéika
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Doba trvania: 2 hodiny.

Vysledky: PopiSeme, ktoré kationy sme dokazali v nasej vzorke popola, aké chemické reakcie
pri dokaze prebiehali a aky produkt je ich vysledkom.

Uloha &. 3: Dokaz aniénov v rastlinnom popole

Objekt: rastlinny popol z Ulohy ¢&. 2.

Chemikalie: 5 % (w/v) chlorid barnaty, 1 % (w/v) dusi¢nan strieborny, 10 % (v/v) kyselina
dusi¢nad, 5 % (w/v) hydroxid barnaty, hydroxid aménny.

Pracovné pomocky: ako v Ulohe ¢. 3.

Pracovny postup: Na malé mnoZstvo popola (na Spicku Spachtle) na filtrachom papieri
priddme zopar kvapiek riedenej kyseliny dusi¢nej. Pozorujeme pritom Sumenie a vznik
neprijemného zapachu. Sumenie je dokaz pritomnosti uhli¢itanov, zadpach vznika rozkladom
sulfidov a uvolfiovanim sirovodika:

CO3% + 2 H* & H,CO3 (H,0 + CO,)
S+ 2 H* > H,S

Do6kaz oxidu uhli¢itého:

Na sklenenu ty¢inku naberieme kvapku 5 % (w/v) roztoku hydroxidu barnatého a podriime
tesne nad Sumiacim popolom. Kvapka sa zakali vzniknutym uhli¢éitanom barnatym. Reakcia
prebieha podla rovnice:

CO3?% + Ba?* =>BaCO0s (s)
Do6kaz siranu:

Kysly filtrdt rozdelime na dve casti. K prvej casti priddme roztok chloridu barnatého. V
pritomnosti siranov vznika biela zrazenina siranu barnatého, ktora sa nerozpusta v zriedene;j
HNOs a HCI. Reakcia prebieha podla rovnice:

S04% + Ba?* = BaS0;4 (s)

K druhej &asti roztoku priddme niekolko kvapiek dusicnanu strieborného. V pritomnosti
chloridov vznikd v roztoku biela zrazenina chloridu strieborného. Chlorid strieborny sa
v zriedenom roztoku amoniaku lahko rozpusta za vzniku aminokomplexu striebra. Reakcia
prebieha nasledovne:

Cl+ Ag* = AgCl (s)

AgCl + 2 NHs* = [Ag(NH3)2]* - CI+ 2 H*

Doba trvania: 30 min.
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Vysledky: PopiSeme, ktoré anidony sme dokazali v nasej vzorke popola aaké chemické
reakcie pri dokaze prebiehali a aky produkt je ich vysledkom.

Uloha ¢&. 4: Dokaz fosforeénanov

Teoreticky uvod: Fosfor dokdZzeme v rastlinnom popole pomocou reakcie s molybdénanom
amonnym  a kyselinou dusi¢nou. V pritomnosti fosforu vznika Zlty produkt, konkrétne
molybdatofosfore¢nan amdnny.

Objekt: rastlinny popol z Ulohy €. 1.
Chemikalie: 10 % (w/v) molybdénan aménny, koncentrovana HNOs.
Pracovné pomacky: skimavka, stojan, lyzicka, pipeta, filtracnd aparatura, varny kupel.

Pracovny postup: Do skimavky nasypeme za lyZicku popola a nalejeme 5 ml destilovanej
vody. Minltu dobkladne pretrepavame. Prefiltrujeme akfiltratu priddme 1 ml
koncentrovanej HNOs a 2 ml roztoku molybdénanu aménneho. Pomaly zahrejeme. Vytvori sa
citrénovo Zzlta zrazenina vo forme molybdatofosfore¢nanu aménneho (NHa):P(Mo03010)s,
ktora je dokazom pritomnosti fosforu v popoli.

7 PO43' +12 (NH4)6|V|07024 +72H" —» 7 (NH4)6PO4 -12 |V|OO3 + 51 NH4+ + 36 H0

Doba trvania: 10 min.

Vysledky: ZapiSeme vysledok reakcie a vysvetlime princip vzniku zrazeniny a priebehu
dokazovej reakcie.

Uloha ¢&. 5: Dokaz vodika, kyslika, siry, dusika a uhlika

Objekt: zrna psenice letnej (Triticum aestivum L.).

Chemikalie: 5 % (w/v) hydroxid barnaty, Nesslerov roztok (4,55 g Hgl, a 3,5 g Kl rozpustime
za stdleho mieSania v malom mnoistve vody, priddme 11,2 g KOH a doplnime na 100 ml
prevarenou destilovanou vodou).

Pracovné pomocky: plynovy kahan, olovnaty papier (filtracny papier nasyteny roztokom
octanu olovnatého a nasledne vysuseny v susiarni), kobaltnaty papier (filtracny papier
nasyteny roztokom chloridu kobaltnatého a nasledne vysuseny v susSiarni), 3 premyvacky
(250 ml), skimavka z tazko tavitelného skla, gumové hadicky, previtané zatky, kahan, sklené
rarky.

Pracovny postup: 5 g pSeni¢nych zfn nasypeme do skumavky. Skimavku uzavrieme zatkou
s otvorom na sklenu rurku. Rudrku pripojime na sustavu troch premyvaciek spojenych za
sebou podla Obrazku 9. Skimavku so semenami zahrejeme nad plynovym kahanom. V prvej
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premyvacke (A) umiestnime kobaltnaty a olovnaty papier, v druhej (B) Nesslerov roztok
v takom objeme, aby bola sklenena rurka v premyvacke ponorend do hibky cca 2 cm
avtretej (C) roztok hydroxidu barnatého vobjeme podobnom ako v premyvacke (B).
Skimavku so semenami zahrejeme nad plynovym kahanom.

Obrazok 9: Aparatura na suchu destilaciu rastlinnej vzorky.

Do6kaz vodika a kyslika

Modry kobaltnaty papier sa sfarbuje do cervena, ¢o je dékazom pritomnosti vody (vodika
a kyslika) vo vzorke rastliny. Bezvody chlorid kobaltnaty je modry, hydratovany je ruzovy az

cerveny.
CoClz + nH20 = CoCl; - nH20
Débkaz siry
Olovnaty papier sa sfarbuje do Cierna od sulfidu olovnatého, ¢o predstavuje dokaz siry.

(CH3CO0),Pb + HzS = 2 CH3COOH + PbS (s)

Do6kaz dusika

V Zltom Nesslerovom roztoku vznikd cervena zrazenina jodidu oxoamidoortutnatého, ¢o je
dlkaz pritomnosti dusika v rastline.

2 KoHgla + NHs + 3 KOH = [Hg20(NH)2]* I (s) + 7 KI + 2 H20
Do6kaz uhlika

Roztok hydroxidu barnatého v poslednej premyvacke sa za pritomnosti par CO, zakaluje od
vznikajuceho BaCOs. Bez pritomnosti oxidu uhli¢itého reakcia neprebieha, takZe je to dokaz
pritomnosti uhlika.

Ba(OH); + CO; = BaCOs (s) + H,0
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Doba trvania: 2 hod.

Vysledky: ZapiSeme priebeh jednotlivych d6kazovych reakcii suchej destilacie, ziskané
produkty a ich farebny prejav.

Kontrolné otazky

1. Ako by ste charakterizovali popol a ¢o obsahuje?

2. Vymenujte makroelementy a mikroelementy v Zivom organizme.

3. Popiste princip suchej destilacie vyuZity na stanovenie pritomnosti vodika, kyslika, siry,
dusika a uhlika.

Uvedte rozdiel medzi spalitefnym a nespalitefnym podielom.

Ktorych zlGéenin je v Zivych organizmoch sucastou dusik?

Ako by ste dokazali pritomnost fosfore¢nanov vo vzorke?

Ako by ste dokazali pritomnost Zeleza, horcika a vapnika vo vzorke?

Ako by ste dokazali pritomnost uhlika vo vzorke?

Ako by ste dokdzali pritomnost siry vo vzorke?

10. Vymenujte sp6soby mineralizacie rastlinného materialu a kratko ich popiste.

© 0N U, A

Zaujimavost

Rastliny moézu byt zaujimavo vyuZité aj pri ziskavani kovov zrud ainych pevnych
materidlov. Tento proces sa oznaCuje terminom biomining - tazba kovov pomocou
biologického systému (teda nielen rastlin, ale aj prokaryotov a inych eukaryotov) bez zataze
na zZivotné prostredie. Nenapadna praslicka rolnd (Equisetum arvense L.) tiez podla literatury
patri medzi akumuldtory zlata. AvSak v sucasnosti existuju vaine pochybnosti o platnosti
metddy pouZitej v $tudii dokazujucej pritomnost vysokej koncentracie zlata v praslicke. Na
rozdiel od praslicky viak schopnost akumulovat zlato z rudy bola popisand pre kapustu
sitinovu (Brassica juncea) a kukuricu siatu (Zea mays L.). Obe rastliny mali schopnost rast na
hromade oxidovanej rudy obsahujucej 0,6 g/t zlata a absorbovat mobilizované zlato po
oSetreni kyanidom a tiokyanatom. B. juncea vykazovala najlepsiu schopnost akumulovat
zlato, pri¢om po preduprave kyanidom sodnym poskytla v priemere 39 mg/kg. Laboratdrne a
sklenikové dbkazy preto naznacujq, ze ziskanie jedného kg zlata rastlinami z jedného hektara
pody je redlnym uspechom pre rudy s obsahom najmenej 2 g/t zlata. Niektoré rastliny mozu
byt aj indikatorom pritomnosti kovu v pode. Napriklad Aster venustum, Astragalus albulus
a dalSie druhy rodu Astragalus sa povaZzuju za indikatory selénu, ktoré nepriamo indikuju
uran (spojeny so selénom v karnotitovych rudach na Coloradskej plosine).
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VODA

NajdélezitejSou anorganickou zluceninou kazdej bunky je voda, ktora tvori 60 az 90 % (v
priemere 65 %) hmotnosti bunky. Jej Uloha je nezastupitelnd v mnohych procesoch. Je
priebeh chemickych reakcii (aktivator chemickych reakcii), rozvadza rozpustené latky do
buniek, tkaniv a pletiv, podmienuje fyzikdlne procesy ako je difuzia a osmdza, ma
termoregulaént funkciu a fotolyza vody je sucastou fotosyntézy.

Obsah vody v bunke nie je stdla hodnota. Zavisi predovsetkym od dvoch faktorov: 1.
ontogenetického Stadia (napr. mladé rastliny maju vyssi obsah vody, starnutim sa zniZuje
obsah vody anarastd obsah susiny) a 2. typu bunky alebo organu, v ktorom susinu
stanovujeme (napr. v pripade rastlin najmenej vody obsahuju suché semena, dalej drevnaté
Casti rastlin, stonky, listy, kvety, najvyssi obsah vody maju duzinaté plody rastlin).

Jedinecné funkcie vody vyplyvaju zjej vlastnosti. Stechiometricky je molekula vody
tvorena pomerom H:0 2:1. Jej molekulovda hmotnost je 17,008 a atémové jadra H* + H*
zvieraju s atémovym jadrom O uhol asi 105°. Molekula vody nesie celkovo neutralny
elektricky naboj, ale parcidlne + a — ndboje su na nej nesymetricky rozlozené a preto ma
dipdlovy charakter. Je to teda molekula polarna, ¢o ju robi vynikajucim polarnym
rozpustadlom pre rézne polarne latky. Voda z nich odoberd iény aobaluje ich svojimi
molekulami, teda ich hydratuje. Vytvaranie hydratacnych obalov z molekul vody s celkovo
neutralnym nabojom okolo i6nov so silne + alebo — ndbojmi umoziuje v pletivach rastlin
transport tychto iénov (napriklad mineralnych Zivin) i na velké vzdialenosti bez toho, aby
predcasne zreagovali. V molekule vody na strane kyslika zostdvaju neobsadené dva pary
elektronov, takze parcidalny ndboj na tejto strane je elektro-negativnejsSi a moze
elektrostatickymi silami pritahovat kladné vodikové naboje inych molekul vody, ¢im vznikaju
vodikové vazby.

Schopnost vody vytvarat vodikové vazby podmieriuje jej termdlne, kohézne a adhézne
vlastnosti, ktoré su vyznamné pre Zivot rastlin. Kohézia odraza mnohondsobnu pritazlivost
medzi molekulami vody extenzivnym vytvaranim vodikovych vazieb a zabezpecuje sudrinost
(pevnost v tahu) vodného stipca vo vodivych drahach rastliny. Roztrhnutie vodného stipca je
jav oznacCovany ako kavitacia. Adhézia je obdobna vlastnost ako kohézia a hovori
o priputavani molekul vody k pevnej faze (napriklad k bunkovej stene). Povrchové napitie je
sila, ktoru vyvijaju molekuly vody na rozhrani voda a vzduch. Molekuly vody su tu silnejsie
priputavané k susednym molekuldm vody ako k plynnej faze a maju tendenciu minimalizovat
povrchovu plochu rozhrania. Kapilarita je jav, ktorého vznik podmienuju spolu kohézia,
adhézia a povrchové napatie. V pdérovitych materidloch povrchové napiatie generuje silu
potrebnd k vytlaku vody. Je to tendencia vody pohybovat sa smerom hore po kapilarnej
trubici aZ dokial sa sila adhézie nevyrovna hmotnosti stipca vody. Kapilarita sa uplatfiuje pri
pohybe vody vbunkovych stenach, vsieti mikroskopickych medzier medzi vldknitymi
celulézovymi mikrofibrilami uloZzenymi vedla seba, ktoré vytvaraju porovity material
posobiaci ako subor kapildr s rozhraniami voda - vzduch.
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Vysoké Specifické teplo vody vyjadruje mnoZstvo tepelnej energie potrebnej na zvySenie
teploty vody o jeden stuperi. Voda ma najvyssiu tepelnd kapacitu zo vSetkych Iatok, ¢o chrani
rastlinu pred poskodenim velkymi vykyvmi teploty. Voda ma vysoké latentné teplo vyparu,
ktoré vyjadruje mnoiZstvo tepelnej energie potrebnej na oddelenie molekul vody od jej
tekutej fazy, t.j. na zrusenie vodikovych vazieb (10,5 kJ/mol pri teplote vody 25 °C). Tato
reakcia ochladzuje rastlinu pri transpiracii a chrani ju pred prehriatim. Voda je najlepSim
vodi¢om tepla v porovnani sinymi kvapalinami a nekovmi. Medzi dalSie vlastnosti vody,
ktoré ju predurcuju ako vhodné prostredie pre Zivot, je schopnost vody prepustat Ziarenie
(fotény) viditelného spektra, ¢o je podmienkou najma pre fotosynteticky proces. Dal$ou
zaujimavou vlastnostou je relativne vysoky bod varu svelkym rozsahom teploty medzi
bodom varu a bodom tuhnutia (100 °C). Abnormalna expanzia vody pred zamrznutim
spbsobuje, Ze lad sa tvori na povrchu hladiny a dno nepremfza, ¢o umozriuje rastlinam prezit
a taktiez Zit pod hladinou vody mnohym vodnym Zivocichom.

Voda vytvara matricu a prostredie, v ktorom prebieha vacsina pre zZivot nevyhnutnych
biochemickych procesov. Struktdra a vlastnosti vody silne ovplyviiuju $truktdru a vlastnosti
proteinov, nukleovych kyselin, biomembran ainych bunkovych zloZiek. Pri vacsine
suchozemskych rastlin sa z nich voda neustdle strdca do atmosféry. Priblizne 95 % vody
odchdadza cez prieduchy a zvySok cez kutikulu a preto musi byt prijimana z pddy korenmi
pomocou apoplazmickych a symplazmickych drah.

Pohyb vody cez kontinuum voda-p6da-atmosféra moze prebiehat difiiziou, objemovym
tokom, osmdzou alebo kombinaciou tychto troch zdkladnych transportnych mechanizmov.
Difaziou sa voda pohybuje v oblasti svy$Sou koncentraciou vody do oblasti s nizSou
koncentraciou vody a na kratke vzdialenosti, napriklad medzi jednotlivymi komparmentami
bunky a medzi susednymi bunkami, ale ivo forme pary medzi vnutornymi vzdusnymi
priestormi listu a vonkajsSim vzduchom mimo listu pri transpiracii. Hnacou silou difazie je
koncentraény gradient. Na dlhé vzdialenosti sa voda pohybuje hromadnym pohybom
molekuly vody objemovym tokom. Objemovy tok sa objavuje v dosledku tlakovych
rozdielov, a to vSade tam, kde su vhodné drahy pre objemovy tok vody (napriklad v xyléme,
v stenach buniek). Hnacou silou objemového toku je gradient hydrostatického tlaku. Osmoéza
je proces, ktorym sa voda pohybuje cez selektivhe permeabilné membrany. Tento proces,
ktory v sebe zahfnia difuziu i objemovy tok, zavisi od chemického potencialu vody. Chemicky
potencial vody je kvantitativnym vyjadrenim vodnej energie vody. V termodynamike volna
energia predstavuje potencial pre vykonanie prace. Jednotkou chemického potencidlu vody
je energia na mal latky (J/mol). Rastlinni fyziolégovia definovali iny parameter, ktory sa
nazyva vodny potencial (V). Je to chemicky potencidl vody deleny parcidlnym molarnym
objemom vody (18 cm3/mol). Ked sa pouZije tento parameter, volnd energia vody je
vyjadrena v jednotkach tlaku na megapascaly (MPa). Hnacou silou vody pri osmdze je teda
gradient vodného potencialu.
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Uloha &. 1: Stanovenie percenta vody a susiny v rastlinnom materiali

Teoreticky uvod: Zahrievanim rastlinného materidlu sa vyparuje voda. VysuSenim do
konstantnej hmotnosti dostaneme susinu.

Objekt: rastlinny materidl (semena, Cerstvé listy, organy kli¢iacej rastliny a podobne).
Pracovné pomoacky: elektrickd susiaren, Petriho misky, exsikator, klieste, analytické vahy.

Pracovny postup: Cisti Petriho misku vysudime v susiarni pri teplote 105 °C a po ochladeni
v exsikatore odvazime. Po odvazeni vloZzime do nej cca 10 g rastlinného materidlu a presnu
hmotnost rastlinného materidlu si zapiSeme. Paralelne pracujeme stroma miskami
a navazujeme do kaZzdej rozlicny rastlinny materidl pre porovnanie. Pracujeme ¢o
najrychlejSie, aby sme zabranili stratdm, ktoré vzniknd zvySenym odparovanim na
poskodenych castiach materidlu (rezné plochy). Otvorend misku s rastlinnym materidlom
vloZzime do suSiarne vyhriatej na 105 °C. Po ukonceni suSenia vloZime otvorenu misku do
exsikatora a ochladime. Po ochladeni (cca 5-8 minut) ju odvaZzime, hodnotu hmotnosti si
zapiseme a znovu dame susit. Susime takto do konstantnej hmotnosti (0,1 mg). Vypocitame
na konci susenia podiel susiny a vody vo vzorke nasledovne:

méerstvy material (g) = Mgerstvého materalu s miskou — Mumisky

Msysina (g) = M piska s vysusSenym materialom ~— mmisky

kde m je hmotnost. Percento susiny potom vypolitame z priamej Umery tak ako je
znazornené nizsie.

hmotnost ¢erstvého materidlu........ccccvveveveenn..n. 100 %
NMOTNOSE SUSINY...uueeeeiiiiiiieiieiiieeieesaaaeeeneeeeeeeeeeeeeeeas X %
Mgygina
x (%) = .100
Meerstvy material

% vody = 100 % — % susiny

Doba trvania: priprava a vazenie 30 min, susenie do konstantnej hmotnosti v zavislosti na
materiali 3 az 48 hodin.

Vysledky: Z jednotlivych misiek vypocitame percento susiny a percento vody v rastlinnych
vzorkach a porovname jednotlivé varianty.

Uloha &. 2: Traubeho model osmotickej stistavy

Teoreticky Uvod: Traubeho mechdurik alebo Traubeho bunka je umeld bunka vytvorena
spolo¢nostou Moritz Traube s cielom Studovat procesy Zivych buniek vratane rastu a
osmodzy. Traubeho bunka nie je skutoéna bunka, pretoze nie je Zivd a nema vlastné skutoéné
biologické procesy. Principom utvorenia Traubeho bunky je reakcia kryStalov CuSOs s
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roztokom ferokyanidu draselného za vzniku semipermeabilnej membrany z ferokyanidu
mednatého, ktora ma tvar mechdrika. Reakcia je znazornenad nizsie:

CuSO4 + Ks4[Fe(CN)s] = CusFe(CN)s + 2 K2SO4

Roztok siranu mednatého vo vnutri mechurika je hypertonicky voci okolitému roztoku
Ka[Fe(CN)s], ¢im vplyvom osmotického tlaku dochadza k nasavaniu vody mechurikom, ktory
sa zvacsuje az praskne a vyleje sa z neho roztok CuSQOas Siran mednaty opat okamZzite reaguje
s Ka[Fe(CN)e] za vzniku novej membrany. Takto interakciou dvoch jednoduchsich
organizovanych sustav (roztokov anorganickych latok) vznikda sustava viac komplexnd
(osmoticka sustava) s novymi Struktirami a vlastnostami: membrany, semipermeabilita,
osmodza, mechduriky, rast, pohyb a zmeny tvaru mechurika.

Pracovné pomocky: skimavka, pipeta.
Chemikalie: 5 % (w/Vv) roztok ferokyanidu draselného Ks[Fe(CN)s] , krystalicky CuSOa.
Pracovny postup:

a) Do skumavky napipetujeme 8 ml roztoku ferrokyanidu draselného a priddme niekolko
krysStalov CuSQs. Skimavku netrasieme, ale ponechdme v pokoji. Makroskopicky
pozorujeme rast mechurikov.

b) Na podlozné sklicko napipetujeme 20 pl destilovanej vody. Umiestnime do nej krystal
CuSO0a, prikryjeme krycim sklickom. Na okraj krycieho sklicka pripipetujeme 20 ul roztoku
Ks[Fe(CN)s]. Pozorujeme pri menSom zvacSeni vznik ferrokyanidu mednatého a teda
vznik semipermeabilnej membrany.

Doba trvania: 35 min.

Vysledok: Schematicky zakreslime usporiadanie mechdrikov po 1, 5 al0 min
makroskopického pozorovania. Vysvetlime pozorovany jav. Zaznamendme pozorovanie pod
mikroskopom, zakreslime a vysvetlime pozorovany jav.

Uloha ¢&. 3: Chemicka lyza

Teoreticky Uvod: Lyza (z gréckeho lysis = rozpustanie) je rozklad alebo destrukcia,
najcastejsie smrt buniek v désledku rozpadu jej vonkajsej membrany. DesStrukcia bunkove;j
membrany modzZe nastat viacerymi pri¢inami, jednou z nich je pdsobenie chemickych latok.
Triton X-100 (Ci14H220(C2H40)n) je typicky predstavitel neidnovych tenzidov. Pre svoje
fyzikalne a chemické vlastnosti sa v laboratériu velmi ¢asto vyuZiva na inaktivaciu virusov
obalenych lipdovou vrstvou, vo farmaceutickom priemysle, ako sucast vakcin,
permeabilizaciu nefixovanych eukaryotickych buniek, pri extrakcii DNA a podobne. Okrem
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vyuZzitia v biologickych laboratériach je aj sucastou Cistiacich prostriedkov a tenzidov
v kovospracujicom priemysle.

Objekt: kultura hmyzich buniek Sf9 alebo vnutorna pokozka cibule kuchynskej (Allium cepa
L.).

Pracovné pomocky: automaticka pipeta, Spi¢ky, mikroskimavka, svetelny mikroskop,
potreby na mikroskopovanie.

Chemikalie: 2 % (v/v) vodny roztok Tritonu X-100 (pripadne Tween-20).

Pracovny postup: Na vycistené podloiné sklicko napipetujeme 5 ul suspenzie hmyzich
buniek a prekryjeme krycim sklickom alebo do kvapky destilovanej vody si pripravime
nativny preparat vnutornej pokozky cibule a prekryjeme ho krycim sklickom. Pozorujeme
typicky tvar buniek za fyziologickych podmienok. Presavacou technikou vnesieme k
preparatu 20 ul roztoku Tritonu X-100. V preparate pod mikroskopom vyhladame hranicu
pbsobenia tritonu, teda miesto, kde méZzeme pozorovat postupny rozpad buniek. Zvolime si
jednu konkrétnu bunku, ktord pozorujeme az do jej Uplného rozpadu. Vhodnym nastavenim
mikroskopu moéZeme pozorovat ,tien” bunky v mieste, kde sa nachdadzala. Ten je tvoreny
zbytkami bunkovych Struktur predovsetkym cytoskeletarneho povodu.

Doba trvania: 25 min.

Vysledok: PopiSeme pozorované javy a vysvetlime ich.

Uloha &. 4: Osmoticka lyza

Teoreticky uvod: Cytoplazamtickd membrdana je dblezitou Strukturou v bunke. Tvori bariéru
medzi vnutornym avonkajSim prostredim bunky a zabezpeluje prijem avydaj latok.
Cytoplazmatickd membrana je polopriepustna a selektivne prepusta potrebné latky z a do
bunky. Osmoéza je z fyzikdlneho hladiska jednosmerny prechod molekul rozpustadla
(solventu) cez semipermeabilni membranu a v biologickom ponimani ide o difaziu molekul
vody. Hnacou silou je rozdiel koncentracii osmoticky aktivnych &astic. Osmdza zavisi od
koncentraéného spadu. Modelovym prikladom osmézy je aplikacia vodného roztoku NaCl na
bunku, kde vdaka semipermeabilnej membrane dochadza k prechodu molekul vody, ale nie
Na* a Cl. Voda sa "snazi" zriedit roztok na opacnej strane membrany, ¢o mozno vidiet na
stupajucej hladine roztoku NaCl a naopak klesajucej hladine destilovanej vody.

Objekt: kultira hmyzich buniek Sf9 alebo vnutornd pokozka cibule kuchynskej (Allium cepa
L.).

Pracovné pomacky: automaticka pipeta, Spicky, mikroskimavka, svetelny mikroskop,
potreby na mikroskopovanie.
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Chemikalie: 0,1 M vodny roztok NaCl.

Pracovny postup: Na vylistené podloiné sklicko napipetujeme 5 ul suspenzie hmyzich
buniek, ku ktorym priddme 20 pl 0,1 M roztoku NaCl. Prekryjeme krycim sklickom
a pozorujeme osmotickd lyzu buniek. Druhym variantom prepardtu je nativny preparat
vnutornej pokozky cibule, ktory vlioZime do kvapky 0,1 M roztoku NaCl. Preparat prekryjeme
krycim sklicGkom a pozorujeme pod mikroskopom.

Doba trvania: 25 min.

Vysledky: PopiSeme pozorované javy a vysvetlime ich.

Uloha &. 5: Plazmolyza (plazmoryza) a plazmoptyza buniek

Teoreticky uvod: Plazmolyza (v pripade ZivociSnej bunky je to jav oznacovany ako
zmrstovanie alebo plazmoryza) nastava v hypertonickom prostredi, kedy je koncentracia
rozpustnych latok v okoli bunky vyssia ako vo vnutri bunky a na vyrovnanie tlaku sa bunka
zacina odvodriovat. Plazmolyza (v pripade rastlinnej bunky, odtahovanie protoplastu od
bunkovej steny) je osmoticky jav, ktory nastava v hypotonickom prostredi, kedy je
koncentracia rozpustenych latok v okoli bunky nizSia ako vo vnutri bunky. Na vyrovnanie
tlaku nastava difuzia vody do bunky (bunka bobtnd). Na jeho konci nastane izotonicky stav.
To je prostredie, kedy je koncentracia rozpustnych latok v okoli bunky aj v bunke rovnaka.

Objekt: kultura hmyzich buniek Sf9 alebo vnutorna pokozka cibule kuchynskej (Allium cepa
L.).

Pracovné pomocky: automatickd pipeta, Spi¢ky, mikroskimavka, svetelny mikroskop,
potreby na mikroskopovanie.

Chemikalie: 1 M vodny roztok NacCl.

Pracovny ostup: Na vycistené podlozné sklicko napipetujeme 5 pl suspenzie hmyzich buniek,
ku ktorym priddme 20 pl 1 M roztoku NaCl. Prekryjeme krycim sklickom a pozorujeme
zmenu tvaru buniek. Druhym variantom preparatu je nativny preparat vnuatornej pokozky
cibule, ktory vloZzime do kvapky 1 M roztoku NaCl. Preparat prekryjeme krycim sklickom
a pozorujeme pod mikroskopom.

Doba trvania: 25 min.

Vysledky: Zaznamendme zmenu tvaru buniek, popiSeme pozorované zmeny a vysvetlime,
aky jav sme pozorovali a ¢o ho spbsobilo.
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Uloha &. 6: Imbibiény tlak pri napiéani semien

Teoreticky Uvod: Imbibicia je nasakovanie kvapalin, nasiakavost. Je to jav, pri ktorom su Zivé
bunky schopné ,natahovat” vodu z prostredia, vktorom sa nachadzaju na zaklade
semipermeabilnej schopnosti membrany rastlinnej i Zivoc¢iSnej bunky. V nasej ulohe suché
semend prijimaju imbibiciou vodu zvlhkej sadrovej kaSe, ¢im zvacsuju svoj objem
a imbibi¢nym tlakom spatne tlacia na sadrovy klobuk. Imbibi¢ny tlak je taky velky, Ze sadrovy
klobuk praska. Napucanie semien trva rézne dlhi dobu v zavislosti od typu semena (niekolko
hodin, zvycajne 10 iviac). Potom zacinaju prebiehat ireverzibilné biochemické procesy
spojené s klicenim zarodku. Ak by semeno zostalo dlhodobo ponorené vo vode, zacali by
prebiehat kvasné procesy.

Objekt: suché semend hrachu (Pisum sativum L.).

Pracovné pomacky: trecia miska, kadic¢ka, sklena tycinka, filtracny papier, Petriho miska,
odmerny valec, pipeta, vahy.

Chemikalie: sadra (CaSO4-n H,0).

Pracovny postup: Treciu misku vyloZime navlhéenym filtraCnym papierom. V druhej trecej
miske alebo vo vicsej kadicke si rozmie$ame sadru s vodou na polotekutt kasu. Cast kase
nalejeme do trecej misky vystlanej papierom. Na povrch tejto vrstvy sadry uloZzime suché
semena hrachu azalejeme ich zvySkom sadrovej kase. Nechame stuhnut, vyklopime na
Petriho misku. Po tyZdni pozorujeme.

Doba trvania: 20 min.

Vysledky: PopiSeme jav, ktory sme pozorovali so sadrou i so semenami po 7 drioch od
uskuto€nenia ulohy. Vysvetlime pozorovany jav.

Uloha &. 7: Skodlivé latky vo vodnom roztoku

Teoreticky Uvod: Hoci je voda nezastupitelnd pre Zivot, moézu byt v nej rozpustené aj
Skodlivé latky poskodzujuce zdravie. Napriklad vyskyt dusitanov a dusi¢nanov vo vode je
toxicky. Do vody sa dostanu ¢i uz z umelych hnojiv, postrekov alebo zo Zamp, septikov, ba
dokonca aj z organického odpadu. Dusi¢nany sa v fudskom tele premenia na toxickejsie
dusitany bakteridlnou cinnostou. V USA je maximalne povolené mnozstvo dusi¢nanov vo
vode len 10 mg/| pre dospelého ¢loveka, v nas su limity pre vodu z vodovodu 50 mg/| pre
dusi¢nany a 0,5 mg/| pre dusitany. Pre dojcensku vodu su limity 5-ndsobne nizsie. Dusi¢nany
vo vodach sa daju stanovit aj inymi metddami. Prezentovand metdda, ktorej produktom je
vznik modrého zafarbenia vznikom oxidu dusitého, je sice rychla a jednoduch3, ale nevyuziva
sa Casto, pretoZe nie je dostatoCne presna a vzniknuty oxid dusity je pomerne nestabilna
latka, ktord sa hned meni na iné oxidy dusika.
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Objekt: voda z domdaceho prostredia (v pripade moZnosti voda zo studne).
Pomacky: kadicka, odmerny valec, pipeta, vahy.

Chemikalie: 1 % (w/Vv) roztok skrobu, 25 % (v/v) roztok kyseliny trihydrogénfosforecnej, jodid
draselny.

Postup: K 50 ml vzorke skimanej vody priddme 1 ml roztoku Skrobu, asi 1-2 ml roztoku
kyseliny fosfore¢nej (podla pH vody) a 0,2 g jodidu draselného. Po pridani jodidu draselného
odmeriame cas, za ktory sa skimand voda sfarbi do modra. Vysledky vyhodnotime podla
Tabulky 2.

Tabulka 2: Zavislost ¢asu potrebného na sfarbenie kvapaliny v zavislosti od obsahu oxidu
dusitého vo vzorke vody.

Cas pot.rebny na 0 sek 10 sek 30 sek 1 min 3 min 10 min
sfarbenie roztoku
Obsah oxidu
2 1 1
dusitého (mg/) <0,50 0,30 0,20 0,15 0,10 0,05

Doba trvania: 20 min.

Vysledok: Na zaklade tabulky 3 vyhodnotime analyzovanu vzorku, pripadne analyzované
vzorky vody a stanovime priblizny obsah oxidu dusitého. PopiSeme, Ci je tato chemicka latka
vhodné alebo nevhodna vo vode.

Uloha &. 8: Vplyv kontaminovanej vody na prieduchové bunky listovej pokozky

Teoreticky uvod: Olovo patrilo kedysi k velmi vyuZivanym kovom v fudskej populacii. Olovo
mbze zapricinit abnormalny rast rastliny alebo jej predc¢asné starnutie az uhynutie. Cibula
(Allium cepa L.) patri medzi rastliny bohaté na siru, ktora spésobuje obmedzenie transportu
olova z korerfiového systému do ostatnych casti rastliny, t.j. cibula kuchynska je rastlinou s
vysSou odolnostou voci tazkym kovom. Prave tento fakt umozZnuje pozorovat zmeny na
pletivove] Urovni aj po expozicii olovom.

Objekt: semena cibule kuchynskej (Allium cepa L.).

Pomdcky: Petriho misky, filtracny papier, kadic¢ky, pipeta, odmerny valec, sklena tycinka,
potreby na mikroskopovanie.

Chemikalie: Pb(NOs),, gencianova violet, metylénova modra, Lugolov roztok.

Postup: Semena cibule kuchynskej namoc¢ime na 6 hod. do destilovanej vody, aby napucali.
Nasledne ich rozloZzime do 4 Petriho misiek na filtracny papier v pocte 20 semien na kazdu
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Petriho misku. Pripravime si roztoky Pb(NOs)2 s roznou koncentrdciou na zaklade Tabulky 3.
Petriho misky si oznac¢ime datum a Cislom koncentracie podla tabulky, pricom d&islo 4 je
kontrola. Semena po dobu 7 dni polievame roztokmi sr6znou koncentraciou olova
a kontrolu destilovanou vodou. Po 7 driioch vyhodnotime v kaZdej Petriho miske pocet
vyklicenych semien az listovych cepeli v kazdej Petriho miske si pripravime nativne
preparaty. Ziletkou list prie¢ne nare’eme a strhneme vonkaj$iu (vrchnid) pokozku listu.
Pozorujeme v kvapke destilovanej vody a ndsledne presavacou technikou aplikujeme
vybraného farbivo (gencidnova violet, metylénovd modra, Lugolov roztok) v jednotlivych
roztokoch. Pozorujeme pocet prieduchov, tvar buniek a uloZenie jadier v prieduchovych
bunkach. Vysledky zapiSeme do tabulky (Tabulka 3), pozorovania zdokumentujeme
fotografiou.

Doba trvania: 80 min.

Vysledok: Na zdklade makroskopického a mikroskopického pozorovania a na zaklade udajov
v tabulke vyhodnotime vplyv koncentracie Pb na pozorovany objekt a graficky zndzornime
pozorované zmeny.

Tabulka 3: Koncentracia Pb v jednotlivych variantoch experimentu a sledované parametre.

Variant 1 2 3 4

Mnozstvo Pb(NOs)2 v mg na 100 ml vody 80 50 20 0

Pocet vyklicenych semien

Pocet prieduchov na 1 mm?

Pocet deformovanych prieduchovych buniek

Pocet vychylenych jadier prieduchovych buniek

Kontrolné otazky

Co je konstantna hmotnost a ako ju vieme stanovit vo vzorke?
Vymenujte tri zakladne mechanizmy transportu vody v Zivom organizme.
Aké dolezité vlastnosti ma voda pre zivy organizmus?

Popiste proces difuzie a osmodzy.

Co je to kohézia vody?

Co charakterizuje povrchové napatie vody?

Na ¢o sluzi model Traubeho bunky a ¢o je jeho principom?

Co je imbibicia a ako sa prejavuje?

O N A WNR

Aky je rozdiel medzi plazmoryzou a plazmolyzou?
10. Vdaka ktorym vlastnostiam molekuly vody je rastlina schopna rozvadzat vodu do vysky?

Zaujimavost

Voda je zaujimava z pohladu jej skupenstva. Latky s tazsimi molekulami ako napriklad
oxid uhli¢ity, dusik ¢i molekulovy kyslik st za beznych podmienok v plynnom stave. Voda,
ktora disponuje lahsou molekulou, je prekvapujuco kvapalna. Vysvetlenim je pevnost
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vodikovej vazby medzi dvoma molekulami vody, ktoré spdsobuje tekuty stav vody pri izbovej
teplote. Zaujimavostou je taktieZ, Ze Ziadna ind latka sa v prirodnych podmienkach
nevyskytuje v troch skupenstviach ako voda. Strukturdlne (alebo termodynamické) a
dynamické anomalie kvapalnej formy vody znamenaju, Ze voda v tekutej forme ma vyssiu
hustotu ako v pevnom skupenstve, ¢o je pri vacSine latok prave naopak. Toto zvlastne
spravanie vody suvisi s Stvorndasobne koordinovanou priestorovou geometriou, za ktoru su
zodpovedné vodikové vazby v molekule vody. V beznych latkach poklesom teploty rastie
hustota, v pripade vody viak plati tento fakt len pri ochladzovani do 3,95 °C. Dal3im
ochladzovanim voda zvacsuje objem, pricom chladnejSie molekuly vody stupaju nahor, kde
zmrznu. Lahsi Iad tak plava na hladine. Tato vlastnost vody umozZnuje preZitie mnohym
vodnym organizmom. Voda ma vynimocne vysoku mernu tepelnu kapacitu, o znamen3, Ze
oproti inym latkam potrebuje molekula vody viac energie na zmenu teploty. Vdaka tomu si
mohutné morské prudy uchovaju teplo a podobne sa ani zZivé organizmy lahko neprehrievaju
¢i nepodchladia. Voda ma vynimocne velké povrchové napatie. To sposobuje, Ze tvori velké
kvapky, po vodnej hladine sa m6Zu pohybovat niektoré druhy hmyzu a v tenkych kapilarach
vysokych stromov vie voda stupat do obrovskych vysok. Vdaka $pecifickym chemickym
vlastnostiam je voda univerzalnym rozpustadlom pre mnoho latok vratane plynov.
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PROTEINY

Bielkoviny alebo proteiny patria medzi primarne metabolity, ktoré plnia v organizme
vyznamné funkcie ako stavebnu, katalytickd, regulaénd, obrannu, transportnu alebo
zasobnu. Su to tuhé latky, ich rozpustnost vo vode je velmi odlisSna, mozu tvorit koloidné
roztoky. Zdroje proteinov su najma rastliny (hlavne strukoviny, obilniny — ich semen3,
semeno konopy siatej, maku siateho, chia) a tiez Zivocichy (maso a mlie¢ne vyrobky).

SU to biomakromolekuly zloZzené z aminokyselin (AMK) pospajanych kovalentnymi
peptidovymi vazbami, ¢im sa vytvara tzv. polypeptidovy retazec. Peptidova vizba sa vytvara
medzi a-aminoskupinou jednej aminokyseliny a a-karboxylom druhej aminokyseliny za
sucasného uvolnenia vody. Podla poctu AMK zvyskov rozliSujeme a) dipeptidy (dve AMK), b)
tripeptidy (tri AMK), c) oligopeptidy (do 10 AMK), d) polypeptidy (viac ako 10 AMK).

Proteinogénne AMK su zlozkami v proteinoch. Vnich sa vyskytuju len L-a-
aminokyseliny, ktoré obsahujud na a-uhliku dve funkéné skupiny, karboxylovu skupinu (-
COOH) a aminoskupinu (-NHz). AMK su opticky aktivne latky, ktoré maju schopnost otacat
rovinu polarizovaného svetla. Vytvaraju tak D- a L-formy. Rozdiel v geometrii prezentuje
Obrazok 10. Uhlikovy atdm, na ktorom su naviazané Styri r6zne substituenty sa oznacuje ako
chiralny. S vynimkou glycinu, ktory ma miesto R atdm vodika, su vietky Styri skupiny viazané
na a-uhlik AMK odlisné.

COOH> (coor>
'r_l—,N—-(é--H H-—(f:-‘Nﬁ;
- R

L-forma D-forma

Obrazok 10: Zobrazenie struktirneho vzorca AMK v L- a D-forme.

AMK mozZeme rozdelit z chemického hladiska na neutralne, kyslé a zasadité. Neutrélne
maju najmenej jednu volnu karboxylovld skupinu a jednu volnd aminoskupinu, kyslé maju
dve karboxylové skupiny a jednu aminoskupinu a zasadité naopak maju jednu karboxylovu
adve aminoskupiny. Celkovy ndboj AMK zavisi od pH alebo proténovej koncentracie
okolitého roztoku. Schopnost menit naboj AMK zmenou pH sa vyuZiva pri separacii
proteinov. Hodnota pH, pri ktorej nema AMK Ziaden ndboj sa nazyva izoelektrické pH alebo
CastejSie sa vyuZiva termin izoelektricky bod. AMK moézZeme tieZ rozdelit na esencidlne
a neesencialne. Esencidlne su také, ktoré ZivociSny organizmus nedokaZe syntetizovat de
novo a musia byt obsiahnuté v strave v dostatoénom mnozstve. Ich syntéza je velmi zlozitd a
energeticky narocna. AMK, ktoré su pre zivocCichy esencidlne, dokazu syntetizovat rastliny a
baktérie, ktoré su zdrojom tychto AMK pre vSetky ostatné organizmy. Esencidlne AMK su pre
¢loveka valin, leucin, izoleucin, metionin, treonin, fenylalanin, tryptofan, lyzin a histidin.
Neesencidlna AMK je taka, ktoru si ZivoCisSny organizmus dokaze sam syntetizovat.
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Vzajomné poOsobenie AMK vytvdra komplikovanu, ale prisne determinovanu
trojrozmernu Strukturu so Specifickou funkciou. V pripade proteinov boli zavedené Styri
hierarchické drovne Strukturnej organizacie polypeptidového retazca ato primarna,
sekundarna, tercidlna akvartérna Struktdra. Primarna Struktira je danad poradim
jednotlivych  AMK v polypeptidovom retazci. Je najzakladnejSou Strukturou proteinu.
Zapisuje sa od N-konca po C-koniec, typicky jednopismenovymi skratkami AMK a teda
hodnoti sumarne zloZenie molekuly proteinu aztoho vyplyvajuce vlastnosti a biologicku
funkciu. Sekundarna Struktura charakterizuje priestorové usporiadanie peptidového retazca.
Z jej vznikom suvisi tvorba vodikovych vazieb medzi -CO- a -NH- a usporiadanie atomov
v blizkosti peptidovej vazby. NajcastejSie sekundarne Struktiry su B-skladany list a a-helix.
Terciarna struktira zahfna cely polypeptidovy retazec a charakterizuje sp6sob usporiadania
polypeptidového retazca v priestore, ktory je stabilizovany aj réznymi nekovalentnymi
vazbami ako su vodikové, idnové a pod. Terciarna Struktira (konformdcia) predstavuje
definitivne priestorové usporiadanie a-helixov a B-skladanych listov v priestore,
poprepajanych rozne zvinenym polypeptidovym vidknom. Kvartérna Struktura predstavuje
usporiadanie subjednotiek daného proteinu v priestore, pricom tieto subjednotky mézu byt
rovnaké alebo rozli¢né. Vyskytuje sa iba u niektorych zlozitych proteinov, ktoré su tvorené z
viacerych proteinovych podjednotiek. Kvartérna Struktira predstavuje definitivne
usporiadanie takychto podjednotiek v priestore do jednej komplexnej makromolekuly
proteinu. Toto spojenie polypeptidovych retazcov je spésobené slabymi medzimolekulovymi
interakciami.

Proteiny mozeme dalej rozdelit podla ich tvaru na globuldrne proteiny, kam zaradujeme
mnozstvo enzymov a tieZz vlaknité (fibrilarne) proteiny. Globularne proteiny maju slozené
polypeptidové retazce usporiadané do klbka, zatial ¢o vlaknité (fibrildrne) proteiny maju
pretiahnuty (palickovity) tvar. Okrem lineraneho retazca moéZu polykondenzaciou AMK
vzniknut aj uzavreté retazce, ktoré nemaju volnu karboxylovi alebo aminoskupinu
a nazyvaju sa cyklické. Proteiny mozu byt tiez konjugované. Takéto sa velmi ¢asto vykytuju
v Zivych organizmoch a obsahuju aj nepeptidovu zlozku (prostetickd skupinu). Prikladom su
glykoproteiny (resp. mukoproteiny) — prostetické skupiny su galaktéza, mandza, fukdza;
lipoproteiny — triglyceridy alebo cholesterol; metaloproteiny — iény kovov; fosfoproteiny —
kyselina fosfore€nd; nukleoproteiny — nukleové kyseliny; chromoproteiny —pigmentova
zlozka ako maju napr. hemoproteiny, flavoproteiny a Specidlnu skupinu tvoria virusové
proteiny (kapsidové bielkoviny, prip. proteiny).

Rozrusenie nativneho stavu proteinu, teda narusenie sekundarnej, tercidrnej a pripadne
kvartérnej Struktury sa nazyva denaturacia. Ide o taki zmenu trojdimenzionalnej Struktary
proteinu, ktord vedie ku strate jej funkcie. Dochddza k rozruSeniu nekovalentnych vazieb
(vodikové, hydrofébne interakcie, elektrostatické sily), ktoré podmienuju priestorovu
Strukturu. Denaturdcia moze byt vratna (reverzibilnd) alebo nevratna (irevizibilna). V pripade
vratnej denaturacie je mozné obnovenie Struktury proteinu jeho opatovnou redenaturaciou
po odstraneni denaturacného faktora. Nevratna denaturacia spdsobi nendvratnid zmenu,
resp. poSkodenie proteinu, pricom jeho Struktira sa uZ neda obnovit. Denaturacia méze
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nastat: i) mechanickymi faktormi (napr. dlhodoby mechanicky pohyb pri miesani vajecného
bielka), ii) fyzikdlnymi faktormi (zvySenou teplotou, susSenim, réznymi druhmi Ziarenia,
zmenou pH) alebo iii) chemickymi faktormi (kyselinami, zasadami, sofami tazkych kovov,
organickymi rozpustadlami ako etanol a acetdn, denaturaénymi Cinidlami ako mocovina,
guanidin, hydrochloridy a detergenty).

Uloha &. 1: Izolacia proteinov z mlieka

Teoreticky tvod: Kravské mlieko obsahuje priblizne 3,3 % proteinov. Okrem nich sa v mlieku
nachadza aj mlieny cukor a mlieCne tuky. Z jednotlivych proteinov sa v mlieku nachadza
najma kazein a mliecny albumin. Protein kazein (patri medzi fosfoproteiny) sa v cerstvom
mlieku nachadza viazany s idnmi Ca?. Pridanim kyseliny octovej (ocot je jej zriedeny roztok)
sa zmeni pH roztoku na takd hodnotu, pri ktorej sa dosiahne tzv. izoelektricky bod kazeinu
(pl = 4,8) a vyzraza sa biela zrazenina - volny kazein, ktory je takmer Uplne bez vapnika. Pre
proteiny plati, Ze sU najmenej rozpustné v roztokoch s pH rovnajucom sa ich izoelektrického
bodu. Po odfiltrovani zrazeniny ostdva vo filtrate dalsi protein - mliecny albumin. Tento je
rozpustny vo vode adenaturuje sa pri 65 °C. lonizované funkéné skupiny podmienuju
hydrofilny charakter proteinovych molekul, ktoré su vodnych roztokoch silne hydratované.
Protein moZe viazat vodu v mnozstve 30 az 50 % svojej hmotnosti. Pridavkom organickych
rozpustadiel alebo soli sa hydratacia proteinov spravidla najskor zvacsuje (vsolovaci efekt),
prechddza maximom a ndsledne klesa (vysolovaci efekt). Pri vysolovacom efekte dochadza k
vzajomnej interakcii molekul proteinov, resp. ich jednotlivych ionizovanych skupin, ¢o vedie
k agregdcii a vyzrazaniu proteinov z roztoku. Na tomto principe sa zaklada zrazanie proteinov
z roztoku s vyuZitim organickych rozpustadiel ako je etanol alebo acetén alebo roztoku
neutralnych soli ako je chlorid sodny, ale najcastejSie s pouZitim siranu amodnneho.
Vyzrazanie proteinov zroztoku je podmienené tym, Ze molekuly proteinu sa vzajomne
neodpudzuji (su bez ndboja) a maju tendenciu asociovat sa, ¢im klesa ich rozpustnost
vroztoku. Tento termin sa pouZziva napriklad v biochémii, pri urceni vlastnosti AMK v
roztoku. AMK su amfolyty, teda latky, ktoré sa spravaju aj ako kyseliny, aj ako zasady
v zavislosti od hodnoty pH. To je uréené ich funkénou karboxylovou a aminoskupinou. V
roztoku pri pl tvori AMK obojaky ién, obe funkéné skupiny su ionizované, je
elektroneutrdlna.

Objekt: mlieko.

Pracovné pomacky: Kadicky, ty¢inka, kvapkadlo, filtracna aparatura, skimavka, drziak na
skumavku, vodny kupel.

Chemikalie: 8 % (v/v) roztok kyseliny octovej (CH3COOH).

Pracovny postup: K 50 ml mlieka v kadi¢ke prikvapkame niekolko kvapiek roztoku kyseliny
octovej, kym ndm nevznikne zrazenina v dosledku dosiahnutia izoelektrického bodu kazeinu.
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PremieSame jemne a vzniknutu zrazeninu kazeinu odfiltrujeme. Nasledne filtrat zahrejeme
nad kahanom alebo vo vodnom kupeli. Pozorujeme zrazeninu proteinov, najma albuminu na
filtraCnom papieri a zmeny vo filtrate po zahrievani.

Doba trvania: 30 min.

Vysledky: PopiSeme pozorované javy na filtrathom papieri a aj vo filtrdte po zahrievani.
Vysvetlime.

Uloha ¢&. 2: Dokaz peptidovej viazby v proteinoch

Teoreticky uvod: Dbkaz pritomnosti proteinov v kulture pekarenskych kvasnic je mozné
uskutocnit na zaklade biuretovej reakcie, kedy dochadza k zmene sfarbenia roztoku z hnedej
farby na Cervenu, modrofialovu azZ fialovu. Biuretovu reakciu okrem proteinov dava glukéza
ainé med redukujuce latky ako napr. sulfhydrylové skupiny proteinov (keratin), vysoké
koncentracie amoénnych iénov a niektoré fosfaty, pouzivané pri purifikdcii proteinov.
Zlu€eniny obsahujuce dve aviac peptidovych vazieb (teda obsahujice dve aviac AMK)
vytvaraju komplex s Cu?*iénmi a davaju charakteristické zafarbenie. Tato reakcia neprebieha
svolnymi AMK. Intenzita zafarbenia zavisi od molekulovej hmotnosti proteinu atiez od
poctu peptidovych vazieb zucastiujucich sa reakcie. Polypeptidy su fialovej farby a mensie
peptidy su Cervenej farby.

Objekt: pekarenské kvasnice.
Pracovné pomoacky: skimavky, stojan na skimavky, pipeta, tycinka, n6z.
Chemikalie: 10 % (w/v) roztok KOH, 5 % (w/Vv) roztok CuSOa.

Pracovny postup: 0,3 g kvasnic odvazime a vloZzime do skimavky, priddme 5 ml destilovanej
vody a rozmieSame. Pre porovnanie do druhej skimavky napipetujeme 5 ml destilovanej
vody. Do oboch skimaviek napipetujeme po 1 ml KOH a po pretrepani 0,5 ml CuSOa. Znovu
pretrepeme a po 10 minutach pozorujeme.

Doba trvania: 30 min.

Vysledky: PopiSeme pozorované javy vskimavke s objektom a porovndame s kontrolou.
Vysvetlime pozorovany jav.

Uloha &. 3: Farebné reakcie proteinov

Teoreticky Uvod: lonizované funkéné skupiny proteinov s schopné reagovat s rozlicnymi
ionmi v roztoku, ¢o sa vyuZiva pri farbeni proteinov kyslymi alebo zasaditymi organickymi
farbivami. Ide vlastne o dokazové reakcie proteinov. Funkéné skupiny a iné zlozky proteinov
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(-NH2, fenolova skupina, indolové jadro, tiolova skupina a i.) reaguju s organickymi farbivami
a ionmi za vzniku charakteristického zafarbenia.

Objekt: Zdroje proteinov ako napriklad vajce, mlieko, jogurt, kvasnice, strukoviny.

Pracovny postup: Pripravime si extrakty proteinov nasledovne:

1. kadicka: roztok vajecného bielka (1 bielok v 50 ml destilovanej vody),
kadicka: mlieko (50 ml mlieko),

kadicka: kadicka: roztok kvasnic (5 g kvasnic v 50 ml destilovanej vody),

P wnN

kadicka: roztok strukoviny (10 g pomletych suchych strukovin v 50 ml destilovanej vody,
prefiltrovat),

kadicka: roztok komeréného proteinu (5 g proteinov v 50 ml destilovanej vody),

kadi¢ka: roztok vaje¢ného zitka (vajeény Zitok v 50 ml destilovanej vody),

kadicka: roztok sacharidu (5 g sachardzy v 50 ml destilovanej vody),

© N o w

kadicka: destilovana voda ako kontrola.

a) Biuretovd reakcia

Teoreticky princip: Biuretova reakcia je zaloZena na reakcii peptidovej vazby proteinu (-CO-
NH-) s mednatymi ionmi v alkalickom prostredi, pricom vznikd Cervené az modrofialové
zafarbenie. Intenzita zafarbenia zavisi od molekulovej hmotnosti proteinu alebo polypeptidu.
Cim je molekula proteinu mensia, tym je vysledné zafarbenie intenzivnejsie. Pri pouziti
nadbytoéného mnozZstva siranu mednatého vznika v priebehu reakcie hydroxid mednaty ako
svetlozelena zrazenina, ktora rusi vyhodnotenie. Citlivost metddy je v rozsahu 5-160 mg/ml
proteinov. Nazov "biuretova reakcia" je odvodeny od biuretu ((H,N-CO-),NH), ktory vznika
zohrievanim mocoviny, pricom sa uvolfiuje amoniak. Vznikajuci biuret ma peptidovu vazbu,
preto aj pri proteinoch, hoci biuret neobsahuju, je rekcia pozitivna.

Pracovné pomacky: skimavky, stojan, pipety, kvapkadlo.

Chemikalie: 1 % (w/v) roztok CuSQOs, 20 % (w/v) roztok KOH (pripadne 20 % (w/v) roztok
NaOH).

Pracovny postup: Pripravime si do stojana 8 skumaviek. Oznacime si ich a do kazdej
napipetujeme po 2 ml roztoku z kadiciek 1-8 obsahujucich rozne vzorky. Do kazdej skimavky
nasledne priddme 2 ml roztoku KOH a opatrne po kvapkdach priddvame roztok CuSOa.

Doba trvania: 15 min.

Vysledky: Vyhodnotime farebnu reakciu v kazdej skimavke a vysvetlime roézne odozvy
jednotlivych vzoriek.

b) Xantoproteinovd reakcia
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Teoreticky princip: V molekule proteinov su viazané aromatické aminokyseliny (tyrozin,
tryptofan, fenylalanin) s benzénovym jadrom. Jadro sa kyselinou dusi¢nou (HNOs) reaguje za
vzniku Zlto sfarbenych zlicenin. Neutralizaciou kyslého prostredia (napr. amoniakom) sa
zmeni farba na oranzovd.

Pracovné pomoacky: skimavky, stojan na skimavky, sklenend tycinka, pipeta, vodny kupel.
Chemikalie: koncentrovana kyselina dusi¢na (HNOs), 10 % (v/v) hydroxid amdnny.

Pracovny postup: Pripravime si do stojana 8 skumaviek. Oznalime si ich ado kaidej
napipetujeme po 2 ml roztoku z kadiciek 1-8 obsahujucich rézne vzorky. Do kazdej skimavky
priddme opatrne 1 ml koncentrovanej kyseliny dusi¢nej. Zahrejeme a pozorujeme pripadnu
farebnu zmenu. Skimavky ochladime a roztok zneutralizujeme hydroxidom aménnym.

Doba trvania: 20 min.

Vysledky: Vyhodnotime farebnu reakciu v kazdej skimavke a vysvetlime rbézne odozvy
jednotlivych vzoriek.

c) Raspailovd reakcia

Teoreticky princip: Skimany roztok obsahujuci proteiny sa pri tejto reakcii sfarbi na ¢erveno
(pripadne az na purpurovo). Je to preukazna, aj ked nie celkom Specificka, reakcia na
proteiny.

Pracovné pomocky: skimavky, stojan na skimavky, kvapkadlo.
Chemikalie: koncentrovana kyselina sirova (H2S0a), nasyteny roztok sachardzy.

Pracovny postup: Pripravime si do stojana 8 skumaviek. Ozna¢ime si ich a do kaidej
napipetujeme po 2 ml roztoku z kadiciek 1-8 obsahujicich rézne vzorky. Do kaZzdej skimavky
priddme niekolko kvapiek roztoku sacharézy a rovnaké mnoistvo kyseliny sirovej.
Pozorujeme zmeny.

Doba trvania: 20 min.

Vysledky: Vyhodnotime farebnu reakciu v kazdej skimavke a vysvetlime rézne odozvy
jednotlivych vzoriek.

d) Ninhydrinovd reakcia

Teoreticky princip: S ninhydrinom reaguju vsetky AMK, peptidy a proteiny, ktoré maju
volnhu karboxylovu alebo aminoskupinu. V prvej faze reakcie sa vytvori Schiffova baza
(ketimin), ktora sa potom oxidacne dekarboxyluje za vzniku aldiminu. Ten hydrolyzuje na
nestdlu formu aminu, ktord reaguje s dalSou molekulou ninhydrinu a vznika (zvycajne)
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intenzivne sfarbena tzv. Ruhemanova violet. Farebné produkty reakcii vSak zavisia od
pouzitej AMK a/alebo proteinu. Ninhydrinova reakcia je nielen kvalitativnym testom na
dbékaz AMK ¢i proteinov, ale je aj zdrojom absorbujiceho materialu, ktorého absorbancia
sa modze kvantitativne stanovit. Ninhydrinova farebnd reakcia sa tieZ pouzZiva na
stanovenie polohy AMK pri ich separacii pomocou chromatografickej metédy. Vo
forenznej chémii sa ninhydrinovy test pouZiva na detekciu odtlackov prstov. Hydratovany
uhlik 2,2-dihydroxyindan-1,3-didnu je znacne elektrofilny a je atakovany nukleofilnym
aminom za vzniku iminu, ktory dekarboxylaciou a hydrolyzou poskytne amino-1,3-diketdn.
Jeho kondenzaciou s ninhydrinom vznika prislusny chromofér. Vysledkom dokazu
pritomnosti proteinov je v tomto pripade intenzivne modré az fialové zafarbenie.

Pracovné pomocky: skiumavky, stojan na skimavky, vodny kupel.

Chemikalie: alkoholovy roztok ninhydrinu (1 g ninhydrinu rozpustime v 10 ml 96 % (v/v)
etanolu a doplnime destilovanou vodou na objem 100 ml).

Pracovny postup: Pripravime si do stojana 8 skumaviek. Ozna¢ime si ich a do kaidej
napipetujeme po 2 ml roztoku z kadiciek 1-8 obsahujucich rézne vzorky. Do kazdej kadicky
priddme 1 ml alkoholového roztoku ninhydrinu. Inkubujeme vo vriacom vodnom kupeli 15-
20 sekund. Vyhodnotime.

Doba trvania: 20 min.

Vysledky: Vyhodnotime farebnu reakciu v kazdej skimavke a vysvetlime rézne odozvy
jednotlivych vzoriek.

e) Adamkiewiczova (glyoxdlova) reakcia

Teoreticky princip: Adamkiewiczova reakcia vyuziva kondenzaciu tryptofanu, ktory sa
uvolfiuje pri hydrolyze proteinov s kyselinou glyoxylovou v silne kyslom prostredi kyseliny
sirovej za vzniku Cervenofialového produktu. Reakcia sluzi na detekciu indolovej skupiny
tryptofanu. Cervenofialovy aZ purpurovy prstefi na rozhrani roztokov dokazuje tryptofan
v analyzovanom proteine.

Pracovné pomocky: skimavky, stojan na skimavky, pipety.

Chemikalie: koncentrovand kyselina octovd (CHsCOOH), koncentrovana kyselina sirova
(H2S04).

Pracovny postup: Pripravime si do stojana 8 skumaviek. Oznalime si ich a do kaidej
napipetujeme po 2 ml roztoku z kadiciek 1-8 obsahujucich rézne vzorky. Do kazdej skimavky
priddme 1 ml koncentrovanej kyseliny octovej (byva znecistena kyselinou glyoxalovou, ktora
tuto reakciu sposobuje) a dobre zamieSame. Po stene skiumavky velmi opatrne ajemne
nalejeme 0,5 ml koncentrovanej kyseliny sirovej, aby sa roztoky v skimavke nepremiesali.
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Doba trvania: 20 min.

Vysledky: Vyhodnotime farebnu reakciu v kazdej skimavke a vysvetlime rbézne odozvy
jednotlivych vzoriek.

Uloha &. 4: Dokaz siry v proteinoch

Teoreticky uvod: AMK obsahujuce siru (cystein, metionin) a proteiny obsahujice tieto AMK
uvolfiuju posobenim alkalickych hydroxidov za tepla sirovodik, ktory moZno dokdzat
reakciou s olovnatymi sofami, napr. octanom olovnatym (Pb(CHsCOO),), pricom vznika
¢ierna nerozpustna zrazenina sulfidu olovnatého (PbS).

Objekt: vodné roztoky proteinov prirpavené v kadi¢kdch 1-8 z Ulohy ¢. 4, pripadne 20 %
(w/v) vodny roztok aminokyselin s obsahom siry (cystein, metionin).

Pracovné pomocky: skimavky, stojan na skimavky, pipeta, vodny kupel.
Chemikalie: 5 % (w/Vv) octan olovnaty (Pb(CH3C0OO0)z), 50 % (w/v) NaOH.

Pracovny postup: Pripravime si do stojana 10 skimaviek. Oznacime si ich a do skimaviek 1-8
napipetujeme po 5 ml roztoku z kadiciek 1-8 obsahujucich r6zne vzorky. Do skimavky 9 a 10
napipetujeme po 5 ml vodného roztoku AMK cysteinu a metioninu. Do kazdej skimavky
pridame niekolko kvapiek octanu olovnatého, aby vznikla zrazenina. Nasledne pridame do
kazdej skimavky rovnaké mnozZstvo NaOH, kym sa zrazenina nerozpusti. Skiimavky opatrne
zahrievame, kym nepozorujeme hnedé az Cierne zafarbenie od vzniknutého PbS.

Doba trvania: 30 min.

Vysledky: PopiSeme pozorované farebné zmeny vskiumavkach na konci reakcie
a vyhodnotime, v ktorych skimavkach bola pritomna AMK, prip. protein s obsahom siry.

Uloha &. 5: Denaturacia proteinov vaje¢ného bielka

Teoreticky Gvod: Proteiny obsiahnuté vo vajecnom bielku (vajecné bielko obsahuje 12 %
proteinov, pricom 70 % z nich tvori vaje¢ny albumin) reaguju citlivo na soli tazkych kovov,
etanol a aj na zvysenu teplotu. Organickymi rozpustadlami (napr. etanol) a niektorymi sofami
(napr. CuSOa.) sa proteiny vratne zrdzaju. V pripade po6sobenia vysoke] teploty nastdva
u proteinov denaturdcia, pri ktorej sa narisa sekundarna a tercidrna Struktira, aktivne
miesta stracaju svoje Specifické priestorové usporiadanie a teda sa zniZuje alebo straca
biologickd aktivita molekuly. Denaturacia je vtomto pripade nevratna reakcia. V roztoku
vajeCného bielka v naSom experimente sa pOsobenim modrej skalice, teda pentahydratu
siranu mednatého (CuSOa4.5 H,0) vytvori bledomodra zrazenina. Roztok v druhej skimavke
sa po pridani etanolu zakali a rovnako sa zakali aj obsah tretej skimavky, ktord sme
zahrievali.
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Objekt: slepacie vajce.

Pracovné pomocky: Kadicka, lyzicka, prip. sklena ty¢inka, odmerny valec, pipeta, skimavky,
drziak na skimavky, teplomer, vodny kupel.

Chemikalie: 30 % (w/v) vodny roztok modrej skalice (CuSQOa4.5 H,0), etanol (CH3CH,OH), prip.
izopropanol.

Pracovny postup: Zo slepacieho vajca oddelime vajecny bielok a rozpustime ho mieSanim v
kadi¢cke v 30 ml destilovanej vody. Do troch skumaviek si pripravime po 5 ml roztoku
vajecného bielka. Potom do prvej skimavky priddme 1 ml roztoku modrej skalice, do druhej
skimavky priddme 1 ml etanolu (alebo izopropanolu) a obsah tretej skimavky zahrievame
vo vodnom kupeli (nie vriacom, teplotu udrziavame cca na 60 °C, kontrolujeme pomocou
teplomera). Pozorujeme zmeny v skimavkdach. Skimavky si odlozime do konca cvi¢enia a
vysledok reakcie skontrolujeme.

Doba trvania: 30 min.

Vysledky: V protokole porovname vysledok reakcie ihned po jej uskutoCneni a na konci
laboratérneho cvicenia.

Uloha &. 6: Koagulacia proteinov

Teoreticky uvod: Koaguldcia proteinov predstavuje proces zrdzania teplom, zhlukovanie,
zrazanie tuhej latky z roztoku. Koagulaciu proteinov je moiné spoOsobit zvySenim
koncentracie soli v roztoku, tzv. vysolovanim, ¢oho vysledkom je vznik zrazeniny proteinov.
Tento proces modze byt vratny (reverzibilny) alebo nevratny (ireverzibilny). Zrazenina
vzniknuta vratnou (reverzibilnou) koagulaciou sa pridanim vody rozptyli na povodny koloidny
roztok. Takato zrazenina vznika napriklad p6sobenim neutrdlnych soli, konkrétne chloridu
sodného. Naopak, zrazeniny, ktoré vznikli nevratnou (ireverzibilnou) koagulaciu nie je mozné
rozpustit. Vnikaju napriklad pésobenim soli tazkych kovov, ucinkom vysSej teploty,
oziarenim, poOsobenim roztokov kyselin azasad. Vtakomto pripade dochadza k
ireverzibilnym zmenam sekundarnej a tercidrnej Struktury, takzvana denaturacia, pri ktorej
proteiny stracaju svoju biologicku aktivitu.

Objekt: vodné roztoky proteinov z Ulohy €. 4.
Pracovné pomocky: skimavky, stojan na skimavky, pipeta, kvapkadlo, vodny kupel.
Chemikalie: l'adova kyselina octova, krystalicky NaCl, metanol.

Pracovny postup: Pripravime si do stojana 8 skiumaviek. Oznacime si ich a napipetujeme po 5
ml roztoku z kadiciek. Do kazdej skumavky priddme 5 kvapiek ladovej kyseliny octovej
a zahrejeme na 100 °C. Vytvori sa zrazenina proteinov. Potom pridame niekolko krystalov
NaCl a prilejeme 5 ml metanolu. Pozorujeme prejav proteinov.
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Doba trvania: 30 min.

Vysledky: PopiSeme pozorované zmeny vplyvom jednotlivych reakcii v skumavkach
a porovname s kontrolou (destilovand voda). Vysvetlime pozorované javy a vlastnosti
proteinov.

Uloha &. 7: Zrazanie proteinov tazkymi kovmi

Teoreticky uvod: Zrazanie proteinov je proces realizovany ré6znymi vonkajsimi Cinitelmi ako
je teplota, Ziarenie alebo pritomnost tazkych kovov. Ide ozmenu terciarnej Struktary
proteinu. V zavislosti od vonkajSieho faktora ide o zmeny v Strukture proteinu vratné alebo
nevratné.

Objekt: vodné roztoky proteinov z Ulohy €. 4.
Pracovné pomocky: skumavky, stojan na skimavky, pipeta, kvapkadlo, vodny kupel.

Chemikalie: 5 % (w/v) octan olovnaty (Pb(CHsCOO);), 10 % (w/v) ferokyanid draselny,
kyselina octova, 3 M kyselina trichléroctovd, 1 M kyselina trichléroctova.

Pracovny postup: Pripravime si do stojana 4 rady po 8 skumaviek. Oznacime si ich. Do
vSetkych skimaviek napipetujeme po 2 ml roztoku z kadiciek 1-8 obsahujucich r6zne vzorky.
V prvom rade k roztokom proteinov priddme 6 ml octanu olovnatého. Proteiny vytvoria
nerozpustnu zrazeninu. V druhom rade k roztokom proteinov priddme ferokyanid draselny
a niekolko kvapiek kyseliny octovej. Pozorujeme vznik nerozpustnej zrazeniny. V tretom
rade priddme kroztokom proteinov 2 ml destilovanej vody a2 ml 3 M kyseliny
trichléroctovej. Roztok nechdme stat v chladnicke cca 30 min (az hodinu). Vyzrazané
proteiny centrifugujeme pri 2000 az 4000 g. Zrazeninu premyjeme 1 M Kkyselinou
trichléroctovou a znovu centrifugujeme.

Doba trvania: 40 min + 60 min ¢akanie.

Vysledky: Pozorujeme zrazanie proteinov spoOsobené rdznymi Cinitelmi. Vysvetlime
pozorované javy.

Kontrolné otazky

Popiste zakladné funkcie proteinov v organizme Zivocichov a rastlin.

Aké su to proteinogénne aminokyseliny a aki mézu mat konfiguraciu?

Popiste primdrnu a sekundarnu Struktdru proteinu.

Popiste terciarnu Strukturu proteinu s dorazom na vyskyt chemickych vazieb v Strukture.
Popiste vyznam kvartérnej Struktury proteinu.

Co viete o denaturacii proteinov?

Ako by ste dokdzali pritomnost siry v proteinoch?

Aky je vyznam biuretovej reakcie a o je jej pozitivnym prejavom?

W N E WN R

Ktora dokazova reakcia proteinov sa vyuZziva vo forenznej chémii a aky je jej princip?

100



Laboratdrne cvicenia z bioldgie Il.

10. Ako by ste charakterizovali pojem izoelektricky bod a aky je jeho vyznam v suvislosti
s aminokyselinami?

Zaujimavost

V poslednych rokoch rastie zaujem spajat znalosti ziskané z oblasti bioldgie, hlavne z
molekulovej bioldgie, sinzinierstvom. Jednym ztrendov vtomto smere je vyvoj tzv.
biopocitacov. Pocitace novej generacie by mohli byt podstatne mensie ako doteraz, ¢o by
bolo moiné pomocou malych biologickych kostier, ktoré drzia nase bunky pohromade. Timy
vedcov vyvijaju spdsob vyroby pocitacovych Cipov pomocou cytoskeletéonov — proteinovych
leSeni, ktoré bunkdam dodavaju tvar a je mozné ich pouzit namiesto tradi¢nych kremikovych
nosicov Cipov. Cytokiny su tvorené proteinovymi Struktirami, ktoré su Siroké iba 25 nm, ¢o je
zhruba polovica dizky virusu hepatitidy. Poéitacové signaly by sa mohli vysielat cez dva
proteiny, ktoré tvoria cytokiny — aktin a tubulin. Tieto proteiny prendsaju signaly cez bunku
pomocou pohybov atémov a elektréonov a tym je moZné manipulovat a vykonavat zakladné
operacie v pocitaci. Podla nového teoretického modelu by sa signdly mohli pouZzit na vyrobu
logickych bran, jednej zo zakladnych jednotiek digitalnych pocitacov. Ak sa tieto Cipy vyvinu,
mozZu priniest novy vek pocitatov, v ktorom ¢ipy budi omnoho mensie a efektivnejsSie.
Cytoskelety su velmi malé a preto spotrebuju malo energie, ¢o ich robi omnoho UGcinnejSimi
ako su tradi¢né kremikové Cipy. Zaroven tieto Cipy by bolo mozné zabudovat do 3D Struktury
na rozdiel od kremikovych, ktoré musia byt na plocho, ¢im by bolo mozné hromadit do
retazcov milidny procesorov bez toho, aby zaberali vela priestoru.
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SACHARIDY

Sacharidy su stalou zlozkou vsetkych buniek Zivych organizmov a patria medzi primarne
metabolity. V bunkdch maju rozmanité funkcie, ale vo vSeobecnosti je mozné povedat, Ze su
zdrojom energie, medziproduktami metabolizmu, tvoria Struktdrnu kostru RNA a DNA, su
zlozkami bunkovych stien baktérii arastlin a kovalentne sa viazu s mnohymi lipidmi
a proteinmi. Molekula sacharidu sa skladd z uhlika, vodika a kyslika. Ich pomer je CnoH2nOn
alebo Cn(H20)n aztohto vzorka vznikol aj terminologicky nespravny nazov ,uhlohydraty”
alebo ,uhlovodany”. Derivaty sacharidov obsahuju fosfor, dusik a pripadne aj siru.
Rozpustné sacharidy sa nazyvaju cukry. Cukry teda predstavuju istu podskupinu sacharidov.

Podla poctu sacharidovych jednotiek delime sacharidy na monosacharidy (jednoduché
sacharidy s1 sacharidovou jednotkou), oligosacharidy (2 az 10 monosacharidovych
jednotiek) a polysacharidy (spdjanie vacSieho poctu monosacharidov). Polysacharidy
rozdelujeme dalej na homopolysacharidy, ktoré sa skladaju len zjedného druhu
monosacharidu a heterosacharidy, ktoré sa skladu z viac ako jedného druhu monosacharidu.
ZloZené sacharidy vznikaju spojenim monosacharidov glykozidickou vazbou. Touto vazbou sa
sacharidy moézZu spajat aj sinymi, nie sacharidovymi latkami, ako su napr. lipidy alebo
proteiny. Oznacujeme ich ako glykolipidy, preoglykany alebo glykoproteiny.

Monosacharidy su jednoduché sacharidy, ktoré sa hydrolyticky nestiepia na mensie
jednotky. Podla poctu uhlikov ich delime na tridzy (3C), tetrézy (4C), pentdzy (5C), hexdzy
(6C), heptdzy (7C), oktdzy (8C) a nondzy (9C). Tridzy a tetrdzy sa v Cistej forme vyskytuju
zriedkavo, dolezité su ako metabolické medziprodukty. Medzi tridzy patri glyceraldehyd
amedzi tetrézy zaradujeme napriklad erytrozu, ktord je doélezitym medziproduktom
v metabolizme sacharidov a substrat pre biosystézu aromatickych [atok. Monosacharidy sa
dalej delia podla toho, ¢i maju aldehydovu (-CH=0) alebo ketoskupinu (>C=0) na
polyhydroxyaldehydy alebo aldézy (napr. glukdza) a polyhydroxyketény alebo ketdzy (napr.
fruktdéza). Monosacharidy su zvycajne bezfarebné krystalické latky, ktoré su dobre rozpustné
vo vode alebo v zriedenom roztoku etanolu, avSsak sa nerozpustaju v organickych
rozpustadlach. Su charakteristické sladkou chutou s rbéznou intenzitou. Do metabolickych
reakcii monosacharidy vstupuju c¢asto vo fosforylovanej forme, ktora vyZaduje pritomnost
makroergickej zluc¢eniny ATP a enzymy (kindzy). Medzi vyznmané monosacharidy uz okrem
spominanej glukdzy a fruktdzy, patria tiez arabindza, xyldza, ribdza, mandza alebo galaktéza.

Monosachridy vytvaraju izoméry, ¢o znamend, Ze sacharidy s rovnakym sumarnym
vzorcom maju iné struktirne usporiadanie atdmov v molekule. Prave pritomnost chirdlneho
uhlika umoziuje tvorbu izomérov. Znama je najma D- a L-izoméria, ktord uréuje poloha -OH
skupiny na chirdlnom uhliku. Monosacharidy vyskytujlice sa v organizmoch patria do D-
formy.

Pentdzy a hexdzy dokazu vytvarat pyrandzové a furandzové kruhové struktiry reakciou
aldehydovej alebo ketoskupiny s hydroxylovou skupinou za vzniku poloacetalu alebo
poloketdlu. Pri vlastnostiach sacharidov zohrava dolezitu Ulohu volna poloacetdlova
hydroxylova skupina (-OH), ktora vznika pri intramolekulovej adicii hydroxylovej skupiny na

102



Laboratdrne cvicenia z bioldgie Il.

karbonylovd. Tato skupina na prvom uhliku v pripade aldéz je mimoriadne reaktivna
a reaguje s mnohymi latkami. Jej reaktivnost je aj zakladom pre stanovenie pritomnosti
vybranych sacharidov na zaklade ich redukénych vlastnosti. Takéto sacharidy oznacujeme
ako redukujuce. Vystavenim varu mono- a disacharidov obsahujucich volnu poloacetalovu
hydroxyskupinu v silno alkalickom prostredi vznikaju ako medziprodukty tzv. reduktény,
ktoré redukuju komplexne viazané iény tazkych kovov (Cu?*, Bi**, Fe3*, Hg?*, Ag*) a niektoré
iné latky (kyselinu pikrovd, metylénovid modru). Sacharidy, ktoré nemaju volnu
poloacetdlovd hydroxylovd skupinu, nemaju redukéné vlastnosti anazyvame ich
neredukujuce sacharidy.

Oligosacharidy delime podla po¢tu monomérov na disacharidy (2 monosacharidy, napr.
sachardza), trisacharidy (3 monosacharidy) a podobne. Monosacharidové jednotky sa spdjaju
glykozidovou vazbou, ktora sa posobenim kyselin alebo enzymov lahko Stiepi a vznikaju tak
monosacharidy. Medzi najzndmejsie oligosacharidy patri sacharéza, ¢o je disacharid zlozeny
z glukdzy a fruktdzy a tie? sa oznacuje ako repny cukor. Dalej je to disacharid laktéza, alebo
mliecny cukor, zloZena z galaktézy a glukdzy, disacharid maltéza oznacovand ako melasovy
alebo sladovy cukor pozostdvajuci z dvoch molekul glukézy. Medzi zndme trisacharidy
zaradujeme rafindzu, ktora je sucastou repného cuktra aje zloZend z galaktdzy, fruktézy
a glukdzy. Inuliny su tvorené z 2 az 140 fruktézovych jednotiek. Pésobenim kyselin alebo
¢innostou enzymov sa lahko hydrolyticky Stiepia na monosacharidy. Majui podobné fyzikalne
a chemické vlastnosti ako monosacharidy. Ich redukéné vlastnosti zavisia od toho, ¢i maju
volnu poloacetalovld hydroxylovla skupinu. Sachardza, ktord je najznamejSim disacharidom,
ma tieto v molekule spojené tak, Ze nema volnu poloacetalovu hydroxylovu skupinu, preto
sacharéza neredukuje prislusné lahko redukovatelné latky (CuSOas, AgNOs a podobne).

Polysacharidy maju retazcové molekuly zloZzené z velkého poétu monosacharidovych
jednotiek (molekul). Stavebnou jednotkou polysacharidov byva velmi casto glukdza.
Nekrystalizuju a vo vode a v organickych rozpustadlach sa iba tazko rozpustaju, a to iba na
nepravy koloidovy roztok. Nemaju redukéné vlastnosti a su bez chuti. V kyslom prostredi
alebo p6sobenim enzymov sa Stiepia na oligosacharidy alebo az na monosacharidy. Medzi
najznamejsie polysacharidy rastlinného povodu patria celuldza (zakladna Strukturna latka
rastlin), Skrob (zdkladna zdsobna latka rastlin), inuliny, pektiny, kyselina alginova.
Polysacharidy ZivociSneho povodu reprezentuje napr. glykogén (zdkladnd zasobna latka
zivocichov, hub a baktérii), chitin (zdkladna Strukturna latka hmyzu, kérovcov a hub), kyselina
hyalurénova, heparin (zabrafuje zrazaniu krvi).

Uloha &. 1: Dokaz sacharidov - Tymolova skuska

Teoreticky uvod: Sacharidy sa v prostredi silnych mineralnych kyselin menia na fural a jeho
derivaty, ktoré reaguju s tymolom, pricom pozorujeme karminové zafarbenie.

Objekt: nezname vzorky vo forme roztokov.
Pomacky: skiumavky, stojan, pipety, kvapkadlo, vodny kupel.
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Chemikalie: 3 % roztok tymolu v etanole, koncentrovand HCI, kryStalicky NacCl.

Postup: K 1 ml nezndamej vzorky priddme 5 kvapiek tymolového roztoku, 10 ml
koncentrovanej HCl a niekolko krystalov NaCl. Zmes opatrne zahrievame vo vodnom kupeli.
Pritomnost sacharidov dokaZzeme karminovym zafarbenim.

Doba trvania: 20 min.

Vysled: Na zaklade vysledkov (pozitivna alebo negativna Tymolova skuska) identifikujeme
mozné typy sacharidov v nezndmych vodnych roztokoch.

Uloha &. 2: Ddkaz redukujucich sacharidov

Teoreticky uUvod: Pritomnost redukujicich sacharidov je mozné stanovit pomocou
Fehlingovej skusky alebo Tollensovej skusky. Pri vzniku Fehlingovho Cinidla dochadza najskor
k reakcii medzi CuSO4-5H,0 a NaOH, kedy vznikd svetlo modrd zrazenina hydroxidu
mednatého, ktord je v nadbytku rozpustnd za vzniku komplexu Cu?* svinanom. V pripade
pritomnosti redukujuceho sacharidu (napr. glukéza) dochadza k oxidacii aldehydovej alebo
ketoskupiny na danom sacharide azadroveri kredukcii Cu?* na Cu*. Tento jav mdieme
pozorovat ako zmenu zafarbenia — z modrej na oranzovu alebo ¢ervenu az hnedodervend.
Fehlingova reakcia ako komplexotvorné Cinidlo pouZiva Seignettova sol (vinan
sodnodraselny). Zaklada sa na reakciach:

CuSOs + 2 NaOH — Cu(OH); + NazS0a4
Cu(OH); + vinan-Na-K = rozpustny komplex Cu?*
komplex Cu?* + redukujuci sacharid = Cu,0 (zrazenina) + hydroxykyselina

V pripade neredukujiceho sacharidu (napr. sachardza) nedochddza kzmene farby.
Fehlingova reakcia ma istu nevyhodu, 7e Fehlingovo ¢&inidlo je nestale. Cinidlo treba preto
pripravovat v skimavke vZdy Cerstvé.

V pripade dokazu redukujucich sacharidov Tollensovou skuskou dochadza najskér k
reakcii dusi¢nanu strieborného a zriedeného roztoku amoniaku a vznika Sedd zrazenina oxidu
strieborného, ktord sa rozpusta v nadbytku zriedeného roztoku amoniaku, vytvara sa
bezfarebny komplex (diammin strieborny kation). V pripade pritomnosti redukujiceho
sacharidu (napr. glukéza) dochadza k oxidacii aldehydovej skupiny ¢i ketoskupiny na danom
sacharide, zaroveri sa Ag' redukuje na Ag®. Pri tejto reakcii dochddza k vytvoreniu tzv.
strieborného zrkadla na stendch skimavky. Neredukujuce sacharidy (napr. sachardza)
nebudl reagovat s Tollensovym (Cinidlom. MoéZeme pozorovat bezfarebny roztok v

skimavke.

Poznamka: Zahrievanim roztoku sacharozy s Tollensovym roztokom nad kahanom alebo vo vodnom kupeli,
méZe dochddzat k hydrolyze sachardzy. Sachardza sa hydrolyzuje za vzniku glukdzy a fruktozy — po dlhsej dobe
dochddza i vtomto pripade k tmavnutiu obsahu skumavky, ktoré je spbsobené reakciou glukdzy a fruktdzy
s Tollensovym cinidlom.
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Objekt: nezndme vzorky vo forme roztokov.
Pracovné pomocky: skimavky, stojan, pipety, vodny kupel.

Chemikalie: Fehling | (69,3 g siranu mednatého sa rozpusti v 1 | destilovanej vody), Fehling II
(346 g vinanu sodno-draselného (Seignettova sol) sa zmiesa s 120 g hydroxidu sodného a
doplni do 1 | destilovanou vodou ), Tollensov roztok (Do kadicky sa prida 50 ml 0,1 M AgNOs
a zmieSa sa s 26 % NH4OH. Vytvori sa hneda zrazenina. Pridava sa postupne NH4OH, az kym
roztok nie je Ciry. Nasledne sa pridd 25 ml 0,8 M KOH a opét sa priddva NH4OH, aZz kym sa
roztok nevyciri. Roztok musi byt pripravovany vidy tesne pred analyzou, aby bol ¢erstvy!).

Pracovny postup:

a) Fehlingova skuska: Do skimavky napipetujeme 1 ml nezndmej vzorky a priddme rovnaké
mnozstvo Fehlingovho roztoku (ziskame ho zmieSanim roztoku | a Il). Skumavku
zahrievame vo vodnom kupeli. V pritomnosti redukujicich sacharidov vznik3
Cervenohneda zrazenina oxidu mednatého.

b) Tollensova skuska: Do skiumavky napipetujeme 1 ml neznamej vzorky. Pridame 3 kvapky
Tollensovho roztoku a mierne zahrejeme vo vodnom kupeli. Roztok, ktory obsahuje
sacharidy, stmavne vyli¢enim striebra, pripadne sa na stenach skimavky vytvori kovové
strieborné zrkadlo.

Doba trvania: 30 min.

Vysledky: Na zdklade vysledkov (pozitivna alebo negativna reakcia) identifikujeme mozné
typy sacharidov v neznamych vodnych roztokoch.

Uloha &. 3: Rozlienie aldoz a ketdz — Selivanova reakcia

Teoreticky Uvod: Test je zaloZzeny na skutocnosti, Zze pri zahrievani dochadza pri ketézach
k rychlejSej dehydratacii ako pri aldézach. Pri zahrievani ketdézy dochadza k dehydratacii
ucinkom  koncentrovanej HCl. Dehydratdciou ketéz wvznikd derivat furfuralu
(5-(hydroxymethyl)furan-2-karbaladehyd) v pripade hexdézy a furfural v pripade pentozy,
ktory kondenzuje s resorcinom za vzniku tmavo ¢erveného kondenzacného produktu. Aldézy
poskytuju slabo ruzové zafarbenie, pretoze ualdéz dochaddza k dehydratacii pomalsie.
V pripade aldéz musi dojst najskor kizomerizacii na ketézu (ketohexdézu — D-fruktdzu).
Sachardza méze poskytovat tiez pozitivny vysledok Selivanove] reakcie, nakolko v prostredi
zvysSenej teploty dochddza k hydrolyze sacharézy na monomérne jednotky, ktoré podliehaju
reakcii s rezorcinolom za tvorby daného kondenzacného produktu ¢ervenej farby.

Objekt: nezname vzorky vo forme roztokov.

Pracovné pomocky: skimavky, stojan, pipety, vodny kipel.
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Chemikalie: 25 % (v/v) HCI, resorcin.

Pracovny postup: Do skimavky napipetujeme 1 ml nezname;j vzorky. Pridame 1 ml 25 % HCI
a niekolko krystalikov rezorcinu. Zahrejeme kratko a mierne vo vodnom kupeli. Pritomnost
ketdz pozorujeme ¢ervenym sfarbenim, aldézy ¢ervené zafarbenie neddavaju.

Doba trvania: 20 min.

Vysledky: Na zaklade vysledkov (pozitivna alebo negativna Salivanova reakcia)
identifikujeme mozné typy sacharidov v nezndmych vodnych roztokoch.

Uloha &. 4: Rozli$enie pent6z od hexéz

Teoreticky uvod: P6sobenim HCl z pentdz vznika fural, ktory s fluoroglucinom ddva visfiovo
Cervené zafarbenie. Hexdzy sa menia na derivaty furalu, ktoré v tejto reakcii davaju Zlté
zafarbenie.

Objekt: nezndme vzorky vo forme roztokov.
Pracovné pomocky: skimavky, stojan, pipety, vodny kupel.
Chemikalie: 25 % (v/v) HCI, fluoroglucin.

Pracovny postup: Do skimavky napipetujeme 1 ml neznamej vzorky. Priddme 1 ml
zriedenej 25 % HCl a par krystalikov fluoroglucinu. Zahrejeme vo vodnom kupeli do varu.
Nasledne ochladime. V roztoku s pentdzou vznika cerveno-visfiové zafarbenie. Hexdza tvori
ZIté zafarbenie.

Doba trvania: 20 min.

Vysledky: Na zdklade vysledkov identifikujeme moiné pentdézy a hexdzy v neznamych
vodnych roztokoch.

Uloha &. 5: Bialova reakcia na dokaz pentéz

Teoreticky uvod: Fural, ktory vznika z pentdz v silne kyslom prostredi ddva s aromatmi
farebny derivat so Sirokym absorpénym pasom okolo 670 nm a uzkym okolo 610 nm. Hexdzy
takéto absorpcné spektrum nedavaju.

Objekt: nezname vzorky vo forme roztokov.

Pracovné pomacky: skimavky, stojan, pipety, vodny kupel.

Chemikalie: Bialov roztok (1,5 g orcinolu rozpustime v 500 ml koncentrovanej HCl, pridame
20 az 30 kvapiek 10 % (v/v) FeCls).
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Pracovny postup: Do skumaviek napipetujeme po 0,5 ml roztokov nezndmych vzoriek.
Priddme 0,5 ml Bialovho roztoku a kratko zahrejeme vo vriacom vodnom kupeli. Vznikne
tmavozelené zafarbenie dokazujlce pritomnost pentdzy.

Doba trvania: 20 min.

Vysledky: Na zdklade vysledkov identifikujeme moiné pentdézy v neznamych vodnych
roztokoch. Porovndme vysledky z Ulohy ¢. 4 aé. 5, & sme pozorovali zhodu v reakcii
jednotlivych nezndmych vzoriek.

Uloha &. 6: Redukéné vlastnosti sacharidového roztoku a jeho hydrolyza

Objekt: nezname vzorky vyselektované z predchadzajucich uloh ako polysacharidy.
Pracovné pomocky: skimavky, stojan, pipety, kvapkadlo, vodny kupel, lakmusové papieriky.
Chemikalie: Fehling | a Fehling Il, koncentrovana HCl, NaOH.

Pracovny postup: K5 ml nezndmej vzorky pridame 10 kvapiek koncentrovanej HCl a vloZime
na 5 min do vriaceho vodného kupela. Nasledne rozdelime obsah skimavky do dvoch
skimaviek po 2,5 ml roztoku. Jednu skiumavku neutralizujeme pevnym NaOH a urobime
Fehlingovu skusku ako v Ulohe €& 2 (Fehlingova skugka). V pritomnosti redukujcich
sacharidov vznikd ¢ervenohnedd zrazenina oxidu mednatého. Do druhej skimavky vloZime
niekolko krystalikov rezorcinu. Zahrejeme vo vodnom kupeli par minut. V pripade pozitivnej
reakcie — teda hydrolyzy polysacharidu a dokaze monosacharidov — pozorujeme Eervené

zafarbenie.
Doba trvania: 25 min.

Vysledky: Na zdklade vysledkov identifikujeme nezname vzorky.

Uloha &. 7: Vlastnosti $krobu a hydrolyza $krobu

Teoreticky Gvod: Skrob je rastlinnd zasobnd latka. Skladd sa z dvoch polysacharidov —
linedrna amyldza (tvori asi 20 % Skrobu) a rozvetveny amylopektin (asi 80 % skrobu).
Stavebnou jednotkou obidvoch zloZiek je glukdza, ktoré su navzdjom v retazci Skrobu
pospajané a-1,4 a a-1,6 glykozidovou vizbou. Skrob je biela kry3talicka latka. Vyskytuje sa v
rastlinach (zemiaky, obilie, rozne plody a listy rastlin) ako rezervna latka. Patri medzi
biologicky a aj hospodarsky najvyznamnejsie sacharidy. Ma obrovsky vyznam pre vyZivu
[udstva. V priemysle sa pouZziva na vyrobu lepidiel, na Skrobenie pradla a v potravinarstve.
Skrob reaguje s jédom, ktory sa nachadza v Lugolovom roztoku a vznikd intenzivne modré
sfarbenie. KratSie dextriny reaguju s Lugolovym roztokom za vzniku ruzového sfarbenia. Tzv.
»rozpustny Skrob” v skrobe na pradlo, niektorych praskovych potravinovych produktoch (ako
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su napr. pudingy) alebo v lepidle Herkules davaju s Lugolovym roztokom prave toto
zafarbenie, pretozZe sa v tychto vyrobkoch nevyskytuje skrob, ale jeho kratSie retazce, tzv.
dextriny, ktoré su lepSie rozpustné vo vode nez Skrob. Podstata tejto reakcie je v tom, Ze sa
molekuly jédu dostavaju do dutin zavitnice, ¢im sa meni ich schopnost absorbovat svetlo.
Zahriatim Skrob mazovatie a tym vytvara viskdzny roztok, ktory ochladenim tuhne na gél.

Objekt: roztok skrobu.
Pracovné pomocky: skimavky, stojan, pipety, kvapkadlo, vodny kupel, lakmusové papieriky.

Chemikalie: Lugolov roztok, Fehling | a Fehling Il, koncentrovana HCl, 25 % (v/v) HCI,
granulovany NaOH, rezorcin.

Pracovny postup:

a) K 10 ml roztoku Skrobu pridame 10 kvapiek Lugolovho roztoku. Roztok sa farbi intenzivne
na modro, o je d6kaz vazby jédu v molekule Skrobu. Pri zahriati nad 60 °C sa zafarbenie
straca, po ochladeni sa znovu objavuje. Suvisi to so zmenu chemickej Struktury a reakciou
amyldézy a amylopektinu, ktoré rézne reaguju na teplotu.

b) Urobime Fehlingovu skusku. PouZijeme 2 ml roztoku Skrobu a dalej postupujeme ako v
Ulohe ¢&. 2 (Fehlingova skigka). Skrob nema redukéné vlastnosti, nedochadza k farebnej
reakcii.

c¢) K 10 ml skrobového roztoku priddme 5 kvapiek koncentrovanej HCl a skimavku vlozime
do vodného kupela s vriacou vodou. Kazdych 5 min odoberieme sklenou ty¢inkou vzorku
z hydrolyzovaného sSkrobového roztoku a na miske sledujeme reakciu s vodnym
roztokom jédu, ktory postupne spOsobuje zafarbenie na fialovo, cerveno, az sa
zafarbenie straca — v zavislosti od stupria hydrolyzy. Po ukonceni hydrolyzy (teda reakcia
je bezfarebnd) odpipetujeme do dvoch skimaviek po 2 ml roztoku. V jednej skimavke
urobime Selivanovu skusku bez pridania HCl s negativnym vysledkom. V druhej urobime
po neutralizacii granulovanym NaOH Fehlingovu skusku, ktora bude pozitivna.

Doba trvania: 45 min.

Vysledky: Pozorujeme reakcie Skrobového roztoku a popiSeme princip jednotlivych
realizovanych reakcii a z neho vyplyvajuce vlastnosti Skrobu.

Uloha &. 8: Vlastnosti a hydrolyza celulézy

Teoreticky uvod: Celuldza (buni¢ina) je stavebnou latkou rastlinnych pletiv. Je zlozena
rovnako ako sSkrob z glukézy, ale mda iny typ glykozidovej vazby, konkrétne [(1-4)-
glykozidovd vizbu. Zivogichy nemaju enzym, ktory by dokazal rozitiepit B-1,4 viazby medzi
jednotlivymi glukézovymi jednotkami. Preto je pre vacsinu Zivocichov (aj ¢loveka) celuléza
nestravitelnd a v potrave tvori tzv. vliakninu, ktord prejde cez traviacu sustavu takmer bezo
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zmeny, avsak travitelna je baktériami v hrubom creve. Baktérie maju schopnost celulézu
Stiepit a metabolizovat. Pri hydrolytickom Stiepeni celulézy vznikaju produkty Stiepenia
(cellopentdza, cellotetrdza, cellotridza, cellobidza) a? po glukézu. Clovek vyuZiva celuldzu na
vyrobu papiera (v dreve sa nachadza az 50 % celuldzy). Trinitrat celuldzy, ziskany jej nitraciou
je zdkladom pre vyrobu strelného prachu. Celuléza je Uplne nerozpustnd vo vode. Kyslou
enzymatickou hydrolyzou sa celuldza Stiepi az na monosacharidy, ale tieZ je ju mozné rozlozit
kyslou hydrolyzou s vyuzitim silnych kyselin.

Objekt: vata bunicita.

Pracovné pomocky: kadicky, sklend tycéinka, pipeta, odberna banka, odmerny valec, vodny
kupel.

Chemikalie: koncentrovana kyselina sirovd, NaOH, Fehling | a Il, rezorcin.

Pracovny postup: Do 50 ml kadicky vlejeme 5 ml koncentrovanej kyseliny sirovej a za staleho
pretrepdvania priddme 0,5 g celulézy vo forme vaty bunicitej. Pri rychlom priddvani a
nedostatoénom miesani roztok rychlo zhnedne a ma zdpach karamelu. Rozpustanie trva cca
10 min. Roztok nasledne vlejeme za staleho mieSania do kadi¢ky s 20 ml destilovanej vody.
10 ml z tohto roztoku vlejeme do skimavky a 10-15 min hydrolyzujeme vo vriacom vodnom
kapeli. Nasledne v 5 ml roztoku urobime Selivanovu skasku (Uloha €. 3), ale bez pridania HCl
(na stanovenie ketdz) s negativnou reakciou. Druhych 5 ml zneutralizujeme v skimavke
pomocou NaOH (pozor na prudku reakciu!) a urobime Fehlingovu skadku (Uloha €. 2) s
pozitivnym vysledkom.

Doba trvania: 35 min.

Vysledky: Pozorujeme a popiSeme princip hydrolyzy polysacharidu celulézy a zaroven
popiSeme aj vysledok hydrolyzy a princip dokazovych reakcii ziskanych vyslednych produktov
hydrolyzy celulézy.

Kontrolné otazky

Co su sacharidy a aké st ich funkcie v organizme?

Aké je rozdelenie monosacharidov a ich zakladné vlastnosti?

Co viete o polysacharidoch?

Na ¢o sluzi volna poloacetdlova hydroxylova skupina monosacharidov?
Uvedte priklady monosacharidov, oligosacharidov a polysacharidov.
Akymi postupmi by ste dokazali pritomnost sacharidov vo vzorke?
Akymi metddami by ste dokazali rozlisit aldézy od ketdz?

Ako je mozné hydrolyzovat polysacharidy?

© 0N hEWNR

Z ¢oho je zloZeny Skrob a aké vazby sa vykytuju v polymére?
10. Z ¢oho je zloZzenad celuldza a aké vazby sa vyskytuju v polymére?
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Zaujimavost

Glukéza patri medzi najrozSirenejSie sacharidy v prirode, avsak len zrriedkavo ju
konzumujeme v jej Cistej forme. ZvyCajne ju v strave prijimame vo forme oligosacharidov
alebo polysacaharidov. Fruktéza, ktord sa beZne vyskytuje v mede a ovoci, je najsladSim
monosacharidom. Ak ju ochutndme v jej krystalickej forme, je 2-krat tak sladka ako je
sachardza, ktora sa najbeinejSie pouziva ako cukor v domacnostiach. Cukrovd trstina
a cukrova repa su zname rastliny aj ztoho doévodu, Ze maju najvysSiu koncentraciu
sacharidov. Tie su lahko separovatelné avysledkom je Cdistd sacharéza. Vovoci sa
nevyskytuje len fruktdza, ale aj sachréza a glukdza. Zaujmavostou tieZ je, Ze v ovochom
dZuse sa nachddza 12 g sacharidov na 100 ml, pricom napriklad colovy napoj obsahuje 8
g/100 ml. Sacharidy sa tieZ pouZivaju ako konzervanty v dZzemoch, pretoZe ich vysoka
koncentracia inhibuje rast mikroorganizmov.
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PRILOHA — Vzor protokolu Laboratérnych cviceni z bioldgie I

Katedra biotechnologii

Laboratdrne cvicenia
z biolagie Il.

Vypracoval(a): (meno
a priezvisko)

Fakulta prirodnych vied

Laboratérny protokol €.:
(vyplnit Cislo protokolu)

Datum: (den.mesiac.rok
odovzdania protokolu)

Univerzita sv. Cyrila Nazov laboratérneho cviéenia: (napisat ndzov cviéenia)

a Metoda v Trnave

Akademicky rok: (vypInit
roky, napr. 2021/2022)

DéleZité upozornenie: Text celého protokolu piSeme v Times New Roman. V pripade tabuliek
a legendy pod obrdzkom je mozné pouZit velkost pisma 10 alebo 11.

Ciel: Napisat presné zadanie laboratdrnej ulohy podla podkladov vyucujiceho.
Uloha: Napisat presny nazov tlohy podla $tudijného materidlu.

Teoreticky Uvod: Stru¢na tedria ku kazdej ulohe podla studijného materialu (rozsiahlejsie ako jednou
vetou), aby bolo jasné podla teoretického Uvodu, ¢o je cielom danej dlohy. Ak maju ulohy spolo¢nu
tedriu, spolocny princip, stac¢i napisat jeden teoreticky princip. Nepatri sem postup prace, zadanie ani
pozorovanie. Teoreticky princip Vdam ma poméct tiez pri pisani pozorovania, takie sa netreba
zbytocne rozpisovat, ale pisat k veci.

Objekt: Popisat presne objekt, ktory bol v ulohe pouzity. Definujeme druh organizmu a pouzity
organ. V pripade rastlinného druhu uvedieme cely ndzov, nielen rodovy, ale aj druhovy. MéZeme

doplnit aj latinsky nazov.

Pomécky: Co vietko ste pri danej Ulohe potrebovali, pouZili — presne popisat a $pecifikovat
laboratérne sklo, plasty, pouZitie vodného kupela a podobne.

Chemikalie: Popisat presne nazov akoncentraciu pouzitych chemikalii. Zapisat tie koncentracie
latok, ktoré sa realne pouzili v pripade zmeny v postupe skripta.

Pracovny postup: Struéne, v bodoch alebo odrazkach (1., 2., ...) zachytit zdkladné kroky. Teda ako bol
realizovany experiment od pripravy vzorky az po ziskanie vysledku. Pozorovanie atedria sem
nepatria.

Vypocty: Ak je potrebné, uviest vzorovy priklad vypoctu.

Vysledky: Vysledky opisuju len to, ¢o sledujete, vidite, pozorujete. Ziadna tedria ani postup do tejto

Casti protokolu nepatria. Do pozorovania sa zahfnaju obrazky (odkazy na obrazky, ¢o je na nich, ako
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pozorovany objekt vyzerd, prip. ako mal vyzerat a preco nie je/ je vysledok porovnatelny s literattrou
a podobne).

Obrazky: Kazdy obrazok musi mat popis (ndzov obrazku, napr. Obrazok 1 a popis obrazku sa piSe vidy
dole pod obréazok) a zaroven musi byt spomenuty v texte pozorovania a diskusie (teda je nutné sa
odkazat na kazdy obrazok pouZity vtexte protokolu). V pripade odkdzania sa na obrazok v texte
protokolu, uvadzame tiez priklady: Na Obrazku 1 modzeme vidiet..., Obrazok 1 dokumentuje...,
Farebné zmeny sme pozorovali (Obrazok 1)... a podobne. V pripade, Ze je potrebné alebo mozné na
nieco poukazat v obrazku, tak Sipkami doplnit ako je to zndzornené na vzorovom obrazku nizsie.
Vzdy, ked sa jedna o obrazok ziskany pomocou mikroskopu, je déleZité napisat, pri akom celkovom
zvacseni bol obrazok ziskany. V pripade, Ze pouzijete obrazok z internetu, je potrebné uviest aj zdroj,
bud' priamo k popisu alebo na konci protokolu v zozname pouzitej literatury.

Ak protokol obsahuje tabulku, Cislovanie tabulky ajej nadpis je nad tabulkou (Napr. Tabulka 1:
koncentracie roztokov pouzitych na stanovenie osmotickej hodnoty bunky).

bunééna stéﬁa

Obrazok 1: Chromoplasty v bunkach plodu papriky ro¢nej (zvacsenie 100x).

Diskusia: Diskusia obsahuje vlastné myslienky, pozorovania, ¢o by sa mohlo zmenit, inak vypracovat,
pre¢o nam experiment nevysiel alebo vysiel. Je vhodné jednoducho diskutovat o danej téme, ktord
bola realizovana pocas laboratérnej prace. Diskusia moZe obsahovat aj Vase vlastné myslienky,
napady ktéme astanoviskd. TieZz modZe obsahovat porovnanie Vasich ziskanych vysledkov
s literarnymi Gdajmi. Tato Cast nie je povinna.

Zaver: Zaver by mal byt strucny, jasny, nie je vhodné, aby ste sa rozpisovali. Nepisat sem pozorovanie
ani postup. Len struéne zhodnotit laboratérnu pracu (napr. Oboznamila som sa s mikroskopom
a s pracou s nim. Alebo: Osvojila som si zdklady mikroskopovania, ktoré vyuZijem v nasledujucich
cvi¢eniach.). Zaver by mal byt odpovedou na ciel prace.

Pozndmka: Ked'si niekto zoberie do ruk Vads protokol, musi vediet podla tedrie porozumiet, comu sa
venujete v prdci (aky je princip, aky mad laboratdrna prdca vyznam), podla Vdsho postupu musi vediet,
ako mad postupovat, keby chcel robit nieCo podobné, podla pozorovania vidiet, ¢o ste sledovali,
pozorovali (napr. farebné zmeny), na co si md dat pozor, ako experiment uskutocnit, pripadne sa
podla vasich komentdrov vyhnut chybam. Z protokolu je pre Citatela potrebné pochopit, aky je
vyznam obrdzkov, ktoré v texte mdte a cCo obrdzky presne zndzorriuju. Po formdlinej strdnke je
potrebné, aby cely text bol pisany precizne, bez formdlnych a gramatickych chyb a preklepov. V celom
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texte je potrebné pouzit rovnaku formu, t.j. pouZzit prvi osobu mnozného cisla v minulom case
(pripravili sme, pouZili sme, navadZili sme... ).
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