Univerzita sv. Cyrila a Metoda v Trnave
Fakulta prirodnych vied
Katedra biotechnologii

LABORATORNE CVICENIA
Z BIOLOGIE |

Michaela Havrlentova, Daniela Chmelova, Michaela Piliarova

Trnava 2020



Autorsky kolektiv:
RNDr. Michaela Havrlentova, PhD. (UCM, AH)
RNDr. Daniela Chmelova, PhD. (UCM, AH)

Mgr. Michaela Piliarova, PhD. (UCM, AH)

Recenzenti:
doc. RNDr. Miroslav Ondrejovic, PhD.

doc. Ing. Jozef Fejér, PhD.

Schvalené Edicnou radou Univerzity sv. Cyrila a Metoda v Trnave
a vedenim Fakulty prirodnych vied Univerzity sv. Cyrila a Metoda v Trnave
ako ucebny text pre Studentov vysokych Skol.

Vsetky prava vyhradené. Toto dielo ani jeho ¢ast nemozno reprodukovat
bez suhlasu majitela prav.

© Univerzita sv. Cyrila a Metoda v Trnave
© RNDr. Michaela Havrlentova, PhD.
© RNDr. Daniela Chmelova, PhD.

© Mgr. Michaela Piliarova, PhD.

Vydavatel: Univerzita sv. Cyrila a Metoda v Trnave, 2020
Vydanie: prvé

ISBN 978-80-8105-943-8



Laboratdrne cvicenia z bioldgie I.

PREDSLOV

“

Skriptum ,Laboratérne cvicenia z biolégie 1“ sumarizuje zakladné principy a metody
vyuZivané v biologickom vyskume. Poskytuje teoreticky zaklad vysvetlujuci principy
vybranych laboratdrnych technik a ulohy, ktoré by mali preverit pochopenie danej studijnej
oblasti. Predlozeny studijny materidl je primarne urceny Studentom odboru Biotechnoldgie,
ako aj vSetkym tym, ktori maju zdujem naucit sa zakladné postupy bezne vyuZivané

v biologickom vyskume.

Zdmerom tohto ucebného textu je prehibit u$tudentov vedomosti o samotnych
experimentdlnych metddach, ako aj umozZnit ziskanie experimentalnych skisenosti z tejto

oblasti.

Autori
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LABORATORNY PORIADOK

10.

11.

12.

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

Student je povinny oboznamit sa pred zacatim prace v laboratériu so zasadami priebehu
laboratdrnych cviceni, so Studijnym materidlom, so sposobom, ako sa na cvicenia
pripravit a ako hodnoti laboratérne cvicenia vyudujuci.

Uc&ast na laboratérnych cvi¢eniach je pre $tudenta povinna a kazda absencia musi byt
ospravedinend. Ak ma Student vaZne osobné/zdravotné dovody, pre ktoré sa nemoze
zucastnit cvi¢enia, ozndmi ich vyucujucemu, ak je to mozné vopred. Kazdé zameskané
cviCenie musi byt nahradené. Na termine nahradného cvienia 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 nema dostatocné znalosti na rieSenie daného
cvicenia, cvicenie vykona Student v ndhradnom termine.

Pri praci vlaboratériu musi mat Student zapnuty pracovny plast, vhodni obuv
a pracovné pomocky (pozndmkovy zosit s napisanou pripravou, ceruzku, pero, fixku na
sklo, pravitko, noznice). DlhSie vlasy ma Student vypnuté a taktiez nema Ziadne visiace
nausnice, naramky na rukach a doplnky, ktoré by branili bezpec¢nej praci v laboratériu.
Studenti pracuju v dvojiciach, pripadne v trojici.

Pred samotnou prdcou si Studenti prezru laboratdrne pristroje a pomocky. Pripravia si
na pracovny stol vSetky potrebné laboratérne pomdcky. Pred pouZivanim pristrojov sa
musi $tudent najskér zozndmit sich obsluhou. Student je taktiez 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 a v zapnutom
digestore.

Vsetky nedostatky a poruchy zistené pred zacatim prace alebo pocas nej, okamzite hl3si
Student vyucujucemu.

Pri praci na cvieni je nutné postupovat presne podla zadanej ulohy a pokynov
vyucujuceho.

So vSetkymi laboratérnymi pomdckami 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 skonéeni kaZidej ulohy ukdZe povinne Student dosiahnuté vysledky
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13.

14.

15.

16.

vyucujucemu, vinom pripade nie je povaZované laboratdorne cviCenie za uspesne
zrealizované.

Pocas nasledujuceho cvi¢enia odovzdava kazdy Student vypracovany laboratérny
protokol, ktory musi obsahovat vsetky nevyhnutné naleZitosti, musi byt podpisany
a napisany na predpisanom formulare.

Po skonéeni prace je Student povinny upratat svoje pracovné miesto, vypnut elektrické
spotrebi¢e, poriadne umyt sklo (saponatom a hubkou), oplachnut ho dokladne
v destilovanej vode a vlozZit 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
okamZite prvu pomoc.

Kontrolné otazky

1.

P wnN

L 0 N oW

10.

Aké su povinnosti Studenta pred vstupom do laboratéria?

Aké nevyhnutné pomdcky potrebuje Student pri vstupe do laboratéria?

Ako ma byt student upraveny pre pracu v laboratériu?

Akym sp6sobom robi vyulujuci preskusanie Studenta na zaliatku laboratéorneho
cvicenia?

S ¢im sa ma student oboznamit pre zacatim samotnej prace v laboratoériu?

Co musi §tudent nevyhnutne vykonat po ukonceni prace?

Za akych podmienok je laboratdrne cvicenie spravne zrealizované?

Na ¢o Studentovi sluzZi poznamkovy blok?

Co vietko musi $tudent hlasit pocas laboratérneho cvi¢enia vyucujicemu?

Akym spOsobom je potrebné umyt laboratdrne sklo po skonéeni prace v laboratériu?
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BEZPECNOST PRACE V LABORATORIU

o Uk wWwN Rk

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Prace sa uskutocnuju vyhradne podla pokynov vyucujiceho a pracovného navodu.

Tasky a oblecenie studentov je potrebné uloZit do skrifi mimo laboratdria.

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 latkami sa uskutocnuje iba v digestore so
spustenou ventilaciou pod dozorom vyucujuceho.

Pipetuje sa vyhradne pomocou baldnikov alebo inych zdrojov podtlaku, nikdy nie
ustami!

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

Opravy alebo upravy elektrickej inStalacie a pristrojov uskutocriuje iba osoba na to
urcend. V pripade nefunkcnosti zariadenia alebo jeho poruchy je potrebné toto hlasit
ihned vyucujucemu.

Pri praci so zZieravinami ainymi nebezpeénymi 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 chemikdliami.

Vsetko laboratdrne 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 sicasného miesania a chladenia, nie naopak.

Pri uskutoCniovani pokusov v skimavkach sa drzi 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 akontrolovat prietok vody
v chladiéi. Horlaviny nikdy nezahrievajte priamym plameriom, pouzivajte kupele (vodny
alebo olejovy) alebo ohrevné hniezda.

Zvysenu pozornost je potrebné venovat hlavne manipulacii s horlavinami I. 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 aorganickych rozpustadiel sa likviduju podfa pokynov vyucdujuceho.
ZvycCajne sa zlievaju do zasobnych fliasS na to uréenych anikdy 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 materidlom, chemikaliami, energiou a pristrojmi musi Student
zaobchadzat opatrne a Setrne.

V pripade rozbitia ortutového teplomeru ohlaste tuto skutoc¢nost ihned vyucujicemu
avelmi opatrne avsetky zvysky teplomera sa zlikviduju podla pokynov vyucujiceho.
Ortut sa skladuje v uzatvorenej nadobe s vodou a zneskodriuje 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 tito skuto¢nost ihned vyucujucemu. Je
nutné dalej vypnut elektricky prud a pokusit sa odstranit z okolia poZiaru horlavé latky
(hlavne kvapaliny) a nadoby so stlatéenymi plynmi. Ak sa nedda pozZiar uhasit vlastnymi
silami, je potrebné okamZite zavolat pomoc (tel. ¢islo 150 alebo 112).

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

Po skonceni prace vlaboratdriu zanechdva student Cisty a upratany pracovny stol.
Vsetky pouzité chemikadlie 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
1

L 0N o Uk WwN

[E
o

Co je zakazané robit v laboratériu?

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

V piatich boboch 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 laboratdriu odstrarnuju zvysky organickych rozpustadiel?

Ako sa treba zachovat v pripade rozbitia ortutového teplomeru?

Aké pravidla platia v biologickom laboratériu pri poziari?

. Vakom stave zanechava 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 ddkladne
oplachne prudom vody. Pri poleptani kyselinou sa neutralizuje miesto roztokom
hydrogénuhli¢itanu sodného (NaHCOs; 20 g.I'%), pri poleptani zasadou zriedenou kyselinou
octovou (CH;COOH; 5 g.I™).

Pri zasiahnuti oka chemikaliami sa ihned oko vyplachne slabym priudom vody. V pripade
zasiahnutia oka zasadou, oko sa vyplachne bérovou vodou (roztok kyseliny boritej, H3BOs; 30
g.I"). Ak sa jedna o kyselinu, pouZije na vyplach roztok boraxu (Na,B,05; tetraboritan sodny
v koncentrécii 20 g.I""). V kazdom pripade je nutné vyhladat o¢ného lekara.

Pri poleptani sliznice v ustach sa uskutocni dokladny vyplach Ust vodou a nasledne
neutralizacia vyplachom zriedenou kyselinou octovou (poleptanie zdsadou) alebo
hydrogénuhli¢itanom sodnym (poleptanie kyselinou).

Po potziti zasady (NaOH; KOH a pod.) sa odporuca pit zriedenu kyselinu octovd (0,5 - 2,0
g.I"), 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 aspon 0,51 vody avyvolat zvracanie. Je vidy nutné vyhladat odborné lekarske
osSetrenie a informovat zdroven 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 (H,0,; 3 %; v/v) a obviazat sterilnym obvazom. Vacsie
zranenia oSetri lekar.

Kontrolné otazky

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

Ako postupovat pri poddvani prvej pomoci pri poleptani koZe silnou zasadou?

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

Ako postupovat pri podavani prvej pomoci pri poziti jedov?

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

Ako sa hasi v biologickom laboratériu horiaci odev?

Ako sa osetruju v biologickom laboratériu popaleniny?

© oo N gD

Ako sa treba zachovat v biologickom laboratdriu pri porezani sklom?
10. Je potrebné informovat vyucujiceho o akomkolvek poraneni vzniknutom pri praci
v biologickom laboratériu?
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NEBEZPECNE LATKY V BIOLOGICKOM LABORATORIU

Amoniak (NHs) je znacne prchavy. Pary leptaju sliznicu a vo vysokych koncentraciach mézu
pbsobit smrtelne. Postihnuty potrebuje Gplny pokoj a pobyt na ¢erstvom vzduchu. Pri
nadychani, ¢i poziti, je nutné podavat velké mnoZstvo vody s octom alebo citrénom, neskér
olivovy olej s kiskami ladu. S amoniakom sa pracuje vzdy v zapnutom digestore.

Chlér (Cl,) a brom (Bry) 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, ¢i 2 % (w/v) roztokom sédy. Asanacia rozliateho
bromu sa uskutocnuje tiosiranom.

Kyanovodik (HCN) a kyanidy (CN’) su prudko jedovaté Iatky mandlového zdpachu. Pary
kyanovodika spdsobuju i v nizkych koncentraciach okamzitd smrt. Plyn prenika pokozkou. Pri
praci s kyanovodikom sa vidy pouziva plynova maska. Pri otrave je nutnd okamzita lekarska
pomoc. DIhodobo sa zavddza umelé dychanie, popripade sa zabezpeci vdychovanie kyslika.
Kyanidy p6sobia ako inhibitory dychacieho retazca mitochondrii. Smrtelna davka je zhruba
200 mg. Pri otrave je potrebné okamzite vyplachnut Zalidok a vyvolat zvracanie, pricom sa
podava zriedeny peroxid vodika. Injekéne sa poddva metylénova 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 vézobnych miest na hemoglobine. Uz po kratkom case vdychovania otupuje
a sposobuje 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, N,Os; oxid dusicity, NO,; oxid
dusi¢ny, N,Os) mozu spdsobit i pri vdychnuti malého mnozstva smrt. Postihnutého je treba
nechat vdychovat volne kyslik a privoniavat amoniak. Nezavadza sa umelé dychanie aje
potrebné zabezpedit absolitny poko;j.

Oxid siricity (SO,) vyvoldva pri vdychovani kic¢ovity kaSel. Postihnutého je potrebné
preniest na Cerstvy vzduch, popr. ho nechat vdychovat pary etanolu alebo kyslik.

Sulfan (sirovodik; H,S) je prudko jedovaty plyn. Pri nadychani je potrebné postihnutého
ihned vyniest na Cerstvy vzduch. Ak déjde k otrave a stazeniu dychania, je nutné okamzite
inhalovat kyslik a zavadzat umelé dychanie i pri zdanlivej smrti.

Ortut (Hg) je jedovata nielen vo svojich zIU¢eninach, 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 horc¢ika s mandfovym olejom, roztok taninu alebo
Zelezny prach. Pri rozliati asanovat malé kvapdcky sirnym kvetom (praskova forma siry) alebo
pozbierat mosadznym plieSkom. Pri rozbiti ortutového teplomeru je nutné vidy riadne
odstranit vietku ortut z prostredia, nakolko méZe sposobovat v laboratériu dlhodobé otravy.
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Laboratdrne cvicenia z bioldgie I.

Olovo (Pb) je nebezpecné v parach ajeho zluceniny spdsobuju dlhodobo chronicku
otravu, tzv. saturnizmus. Po poZiti je treba podavat velké mnoiZstvo roztoku siranu
horec¢natého (MgS0,), vyvolat zvracanie a potom podavat mlieko a vodu s bielkom. Po praci
s kovovym olovom je nutné si vidy poriadne oplachnut ruky.

Metanol (CH3;OH) po6sobi Skodlivo tak vdychovanim par, ako aj pozitim. V prvej faze
vyvoldva opojenie, neskor kice. Vacsie davky sposobuju trvalé oslepnutie a smrt. Na rozdiel
od etanolu sa velmi dobre vstrebdva pokoZzkou. Pri praci s metanolom sa preto vidy pracuje
v ochrannych rukaviciach. Pri poziti metanolu sa ako antidotum (protijed) poddva etanol
(CH3CH,0H), ktory je ovela lepSim substratom pre ludsku alkoholdehydrogenazu a zabranuje
tak tvorbe toxického formaldehydu (HCHO) z metanolu.

Benzén, toluén a naftalén (C¢Hg, C;Hg, CioHg) pOsobia Skodlivo na cervené krvinky. Pri
poZiti sa vyvoldva zvracanie. Je nutny pokoj, popr. umelé dychanie.

Fenol (CcHsOH) je znacne toxicka latka leptajuca koZzu, ktorou sa rychlo vstrebava
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 chemickom laboratdriu
stretndt, su latky mutagénne a karcinogénne. Ich nebezpecnost spociva vtom, Ze
nespdsobuju akutnu otravu, ale dlhodobym pdsobenim mozu vyvolat nadorové ochorenie.
Pri praci stymito latkami sa pracuje vidy podla danych predpisov as ochrannymi
pomobckami. Medzi karcinogény, ktoré sa Casto pouZivaju v biochemickom laboratériu, patri
benzén (CgHg), styrén (CsHg), chloroform (trichlérmetan, CHCls), etidiumbromid (C,;H,0BrNs)
a akrylamid (CsHs;NO).

Pri praci sinfekénym materidlom je nutné zachovavat vsetky hygienicko-preventivne
opatrenia, aby nedoslo k ndkaze. Za potencialne infekény materidl je nutné povaZovat vsetky
telesné tekutiny (mog, 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?

Co viete o negativnych t&inkoch kyanovodika na [udsky organizmus?
Je oxid uholnaty toxicky pre ludsky organizmus? Ak ano, preco?

Mo6zZu byt nitrézne plyny pre fudsky organizmus Skodlivé?

Aké postupy platia pri asandcii ortuti v biologickom laboratériu?
Aky je vplyv metanolu na fudsky organizmus?

V ¢om spociva nebezpecenstvo mutagénnych a karcinogénnych latok?

© oo N gD

Vymenujte aspon tri karcinogénne latky v biologickom laboratériu.

[N
©

Ako sa postupuje pri praci s infekénym materidlom a ¢o vSetko sa za infekény material
moZe povazovat?

11



Laboratdrne cvicenia z bioldgie I.

LABORATORNY DENNIK

Laboratérny dennik je uréeny na zachytenie vSetkych aspektov uskutocriovaného
experimentu. Pre lepSiu orientdciu viom je vhodné, aby jednotlivé stranky v denniku boli
Cislované. Do laboratdrneho dennika je potrebné pred uskuto¢nenim laboratérneho cvic¢enia
napisat domacu pripravu z poskytnutych podkladov, ktord sumarizuje vsetky informacie
potrebné na bezproblémovy priebeh laboratorneho 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 cviéenie absolvovat.

Do laboratérneho dennika sa pocas experimentu zaznamendva pozorovanie, parcialne
vysledky, vypocty a zavery vyplyvajice z daného experimentu. Student sa nespolieha na
pamat ardzne listocky (pripadne plast), kam zapisuje priebezne namerané ldaje alebo
pozorovania.

PRACOVNE PROTOKOLY

Protokol vypracovava kaidy 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 struc¢ny,
vystizny a prehladny, bez zbytoénych duplicit a mal by obsahovat nasledujice casti:

1. Tituln@ hlavicka — podla vzoru v prilohe obsahuje zakladné informacie ako ndazov
predmetu a cvi¢enia, Skolsky rok, datum laboratérneho cviéenia, meno a Studijny odbor
Studenta a podobne.

2. Ciel' prace — presna definicia, ¢o je cielom danej prace, cvi¢enia, ¢co chceme cvicenim
dosiahnut, zistit.

3. Pracovny postup — podrobne vlastnymi slovami (v minulom ¢ase, mnoznom Cisle) popisat
€o a ako bolo v skutocnosti vykonané, vratane odchylok od ndvodu, presnych navazkov,
pouZzitych pristrojov, pomdcok, podmienok merania a podobne — teda tak, aby bolo
mozné podla protokolu experiment presne reprodukovat. Je nutné dodrzat pocet
platnych desatinnych miest — navazok 0,1 g nie je to isté ako 0,10 g!

4. Vypocty — ndvazky, riedenie roztokov, priprava roztokov a podobne nutné k postupu
(vratane vztahov a vzorcov potrebnych pre spracovanie nameranych hodnot).

5. Vysledky (+ ich vyhodnotenie, grafy) — (iba) to, ¢o bolo pozorované alebo namerané,
pripadne, ¢o Student z nameranych hodndt vypocital (teda NIE ako sa experiment , mal
vyvijat”, to bude sucast diskusie). Vysledky sa uvadzaju ¢o najprehladnejsie, najlepsie
formou tabulky, obrazkom a pripadne inym grafickym znazornenim.
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Laboratdrne cvicenia z bioldgie I.

Tabulky

e Nazov tabulky je vidy nad samotnou tabulkou a je z neho zrejmé, aké Udaje tabulka obsahuje.

e Kazda tabulka je ¢islovana a v texte protokolu musi byt odvolanie sa na prislusnud tabulku pri
interpretacii vysledkov.

e Tabulka musi obsahovat hlavi¢ku, v ktorej je jasne definované, aku Udaje sa v tabulke
nachadzaju. Dolezité je uvadzat pri vSetkych hodnotéch aj jednotky.

Grafy a obrdzky musia mat vsetky potrebné ndleZitosti:

e Ndazov, z ktorého je presne zrejmé, bez potreby cCitania dalSieho textu, o ¢o sa jedna, co
obrdzok alebo graf zndzorniuje. Nazov a blizsi popis grafickej zavislosti uvadzajte pod grafom.

e Suradnicové osi sriadnym popisom, t. j. oznacenie nandsanej veliiny, vratane prislusnej
jednotky (na osi x nezavisle premennd (velicina, ktord experimentator sdm meni — napr.
koncentracia roztoku), na osi y zavisle premenna (velicina, ktora vyplyva (zavisi) z experimentu
- napr. absorbancia).

e 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 vhodné teda vyuzit ¢o najvacsiu
moznu plochu grafu pre zobrazenie danej zavislosti.

e Hodnotu vypoditani/uréend z nameranych hodnét je potrebné zaokruhlit s ohfadom na
presnost pouzitych meracich metdéd. To znamend, Ze pocet platnych desatinnych miest
vysledku by mal reSpektovat najmenej presnd 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. Zvy¢ajne sa tak uvadza vysledok na dve, tri, maximalne
na Styri platné Cisla.

e Diskusia - zhodnotenie dosiahnutych vysledkov a vysvetlenie, ¢o z vysledkov vyplyva.
Diskusiu tvori aj konfrontacia povodne planovanych postupov a realizovanych (zmeny
sposobené napr. nefunkénym pristrojom alebo inymi pouzitymi roztokmi) a porovnanie,
nameranych alebo vypocitanych hodn6t s udajmi teoretickymi ziskanymi z literatury alebo
adekvatnych internetovych zdrojov, teoreticky vypoclitanymi a podobne, vratane
oddévodnenia pripadnych odchylok.

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

Kontrolné otazky

1. Co je naplfiou laboratérneho dennika?

Je laboratérny denni nevyhnutny pre absolvovanie laboratorneho cvicenia?
Aké zakladné ¢asti by mal obsahovat pracovny protokol? Vymenuijte ich.
Ako by ste charakterizovali pracovny postup?

Co vietko musi obsahovat tabulka?

Kde sa piSe nazov grafu, prip. obrazku?

Aka je charakteristika diskusie laboratérnom protokole?

O ¢com pojedndva zaver?

W O N oUW

Na Co sluzi v protokole teoreticky uvod?
10. Definuj pojem ,,laboratdrne pomocky” v protokole.
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VYBAVENIE BIOLOGICKEHO LABORATORIA

Sklo

Medzi laboratérne sklo sa zaraduje skleneny laboratérny material, s ktorym sa stretavame
v biologickom laboratériu. Laboratérne sklo ma vysoku odolnost vo¢i mineralnym kyselinam
a zasadam. Vynimku tvori len kyselina fluorovodikova (HF), v ktorej sa sklo rozpusta, pretoze
oxid kremicity (SiO;), ktory je hlavnou zloZkou skla, reaguje s touto kyselinou. Z fyzikdlnych
vlastnosti skla je najddlezZitejsia jeho tepelna roztaznost. Vseobecne maju skld maknuce pri
vyssich teplotach vacésiu odolnost proti nahlym tepelnym zmenam. V laboratériu sa pracuje
predovsetkym s tromi druhmi skla:

1. Makké sklo (sodno-draselno-vapenaté) — pouZiva sa na vyrobu nadob, ktoré nie su
vystavované tepelnému namadhaniu. Ma velky koeficient roztaznosti, takze neznesie
kolisanie teploty. Musi sa zahrievat alebo ochladzovat velmi opatrne. Ma nizky bod
topenia (550 °C) a preto sa da jednoducho roztavit v plameni nad kahanom. Zméaknuté
sklo sa potom da lahko opracovat. Na reze ma charakteristické modrozelené zafarbenie.
V laboratériu sa pouzivaju sklenené predmety vyrobené ztohto typu skla akymi su
napriklad trubicky, tyCinky, hodinové sklicka, tabulové sklo, obalové sklo a podobne.

2. Tvrdé sklo (borosilikatové) — sltzZi na vyrobu sklenenych nadob, ktoré mézeme zahrievat
priamo nad plamenfom. Zhotovuje sa zneho vacSina varného aodmerného skla.
Borosilikatové sklo ma Zltozelend farbu avyznacuje sa odolnostou proti praskaniu,
vysokym bodom topenia (700 °C) avysokou chemickou odolnostou. Najbeinejsie
obchodné znacky su Sial, Simax, Duran alebo Pyrex.

3. Kremenné sklo — vyznacuje sa vysokou chemickou a tepelnou odolnostou (teplota
topenia > 1400 °C). Je bezfarebné, ma velmi nizky koeficient tepelnej roztaznosti
v porovnani sinymi druhmi skla avdosledku toho vydrzi prudké tepelné zmeny bez
porusenia. Je vSak velmi krehké a vyuZiva sa vyhradne na zhotovovanie Specidlnych nadob
a zariadeni, akymi s napriklad kyvety pre spektrofotometriu (prepusta UV Ziarenie).

Vseobecnou vlastnostou skla je jeho krehkost. Zbytocnému praskaniu sa zamedzi
riadnym uchytenim do svoriek alapdkov s c¢elustami skorkovou vystuZzou, popripade
s navlhéenymi gumovymi hadi¢kami. Pri praci s agresivnymi latkami alebo vakuom, nie je
vhodné pouzivat korok a gumové hadice. Vtakomto pripade sa pracuje so zabrusovym
sklom, ktoré sa da vzajomne stavebnicovo prepojovat. Zabrusové banky, chladice,
teplomery, zatky atd. si normované. NajcastejSie rozmery normovanych zabrusov (NZ) sui NZ
14,5/15; NZ 29/32; NZ 40/45. Cisla predstavuju priemer zabrusu v mm v zlZenej a rozéirenej
Casti. Praca so zabrusmi je rychla apohodlnd. Zabrusy je vsak potrebné vidy natriet
silikdnovou vazelinou, aby nedochdadzalo k ich zlepeniu.
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Porcelan

Popri sklenenych nadobach sa pouzivaju v chemickom laboratériu velmi casto nadoby
a pomocky z porcelanu (trecie a odparovacie misky, Zihacie tégliky, navaZovacie lodicky,
lyZicky, Blichnerove lieviky). Tvrdy chemicky porceldan ma vysokd mechanickd a chemicku
odolnost. Je citlivy na udery a lahko sa triesti hlavne pri prudkych zmenach teploty. Je staly
a odolny voci vzdusnému kysliku i pri vysokej teplote. Povrchom neviaZe vodu a je vnej iza
vysokej teploty nerozpustny. Chemickym cinidldm odoldva minimalne tak dobre ako
chemickeé sklo. Chemicky porceldan méze byt drsny alebo glazirovany. Glazura jeho viastnosti
vyrazne neovplyviuje.

Kovové pomacky

Kovy a zliatiny kovov sa pouZzivaju v chemickom laboratériu ako vseobecny konstrukény
materidl. V porovnani so sklom maju kovy vysokd mechanicki pevnost, nie su krehké, maju
podstatne vysSiu tepelnu a elektrickli vodivost atepelnd roztaznost. Kovové nadoby
a aparatury sa pouzivaju vsade tam, kde sa nemodie wvyuzit sklo, porceldn, pripadne
kremenné sklo. Z kovov a zliatin sa vyrabaju laboratérne stojany, svorky, lapaky, Zihacie
a filtracné kruhy, trojnozky, tégliky, pinzety, tlacky, kahany a iné (Obrazok 1). Pre Specidlne
aplikacie sa pouzivaju nadoby a pomdcky z réznych kovov (zlato, platina, striebro, nikel,
med, chrém a pod.).

Obrazok 1: Laboratdrne kovové pomocky. A — Mohrova tlacka, B — Hoffmanova tlacka, C — svorka, D —filtraény
kruh, E — hlinikova vysusacka, F — lapdk, G — trojnozka a H — azbestova sietka.
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DELENIE POMOCOK VZHLADOM NA ICH UCEL

Laboratorne pomécky podla ucelu a uplatnenia je mozné rozdelit na varné sklo, odmerné
sklo, sklo na uchovdvanie chemikalii, chladi¢e, lieviky a ostatné druhy laboratdrnych
pomocok.

Varné sklo

Do tejto skupiny laboratorneho skla sa zaraduju zakladné sklenené nadoby pouZivané
v chemickych laboratériach, medzi ktoré patria kadicky, varné banky, destilacné banky,
frakéné banky, Erlenmeyerove banky, skimavky, krystalizacné a odparovacie misky (Obrazok
2).

Kadicky maju rovné dno a na hornom okraji mozu mat zobacik. M6éZu by i kalibrované,
ale tato kalibracia sluzi iba na orientacné ucely a rozhodne podla nej nie je moziné
odmeriavat presné objemy. Varné sklo sluzi na beziné chemické a fyzikalno-chemické
operacie, napriklad neutralizaciu, zraZanie, rozpustanie, odparovanie a pod. M6Zu sa v iom
zohrievat alebo varit roztoky alebo kvapaliny.

Banky maju tvar Clenitejsi, rozdeleny na vlastnu banku a hrdlo. Dno m6Zu mat tak rovné,
ako aj gulaté. Zatial ¢o sa banky s plochym dnom (varné banky) pouZivaju na zahrievanie
zmesi pri laboratérnom tlaku, banky s gulatym dnom su urcené na pracu za znizeného tlaku
(napr. destilaciu). Banku sgulatym dnom a postrannym tubusom nazyvame frakénou
bankou. Tato sa v minulosti pouZivala na zostavovanie destilatnych aparatur, pricom
postranny tubus slazil prave na prepojenie banky s chladi¢om.

16



Laboratdrne cvicenia z bioldgie I.

Obrazok 2: Varné sklo. A — krystalizacna miska, B — rozne typy skimaviek, C — Erlenmeyerova banka,
D — destilacnd banka so zabrusom, E — odparovacia miska, F — kadicky s roznym objemom, G — varna
banka so zdbrusom.

Odmerné sklo

Do tejto skupiny laboratdrneho skla sa zaraduju odmerné valce, odmerné banky, pipety
a byrety (Obrdzok 3). Odmerné sklo slGZi na odmeranie objemu kvapalin, resp. na ich presné
ddvkovanie. Objem odmerného skla je kalibrovany pri urcitej teplote, bezne pri laboratdrne;j
teplote (20 °C). Odmerné valce sluzia na priblizné odmeranie objemu kvapalin asu
kalibrované na naliatie, o znamen3, Ze pri ich naplneni obsahuju prave pozadovany objem.
Odmerné banky sltZia na pripravu roztokov s presnou koncentraciou, doplfiaju sa po znacku
a su kalibrované taktiez na naliatie.

Obrazok 3: Odmerné sklo. A, D —odmerné banky (10, 50 a 500 ml), B — pipety s r6znym objemom,
C — byreta, E — sklenené a plastové odmerné valce.

Pipety slUZia na velmi presné davkovanie, t. j. odmeranie urcitého objemu, ktory
zodpoveda vyznacenému objemu pipety (nedelené pipety). Delené pipety su uréené na
presné davkovanie ciastkovych objemov, nizSich ako je celkovy objem pipety. Tieto su
kalibrované na vyliatie s tym, Ze v konickom konci pipety zostava urcita ¢ast pipetovaného
roztoku, ¢o je zohladnené uZ pri jej kalibracii vyrobcom. Preto sa pri vypustani roztoku
z pipety zostavajuci roztok nevyfukuje. Pipety sa napliiaju nasavanim roztoku po nulovu
hodnotu vyznacenu na stupnici pipety. VSetky druhy roztokov, ktoré nie su zdraviu Skodlivé,
je principialne mozné nasavat Ustami, avsak vzhladom na moznost kontaminacie skla pocas
inej prace v laboratériu, sa nasavanie roztoku do pipety Ustami neodporuca. Vhodnejsie je
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pouzit gumené baldniky alebo iné manudlne, semiautomatické alebo automatické zdroje
podtlaku.

Byrety sliZia na velmi presné davkovanie Ciastkovych objemov asu kalibrované na
vyliatie. Najmensi objem, ktory je moiné davkovat byretou, je jedna kvapka, ktora
predstavuje v zavislosti od tvaru a velkosti vypustného tubusu priblizne 0,03 ml. Byrety sa
naplfiaju dolievanim alebo pod tlakom (automatické byrety) po nulovi hodnotu vyznaéenu
na stupnici byrety. Vyprazdnuju sa vplyvom gravitacie cez skleneny alebo teflénovy kohut.

Chladice

Sluzia na kondenzdciu par. V podstate kazdy chladi¢ je trubica v trubici pevne spojen3,
pricom jedna trubica tvori kondenzaénu ¢ast (obycajne vnutornd) a druhd chladiacu cast —
chladiaci plast (obycajne vonkajSia). Zname su tri zdkladné druhy chladiCov zoradené
vzostupne podla chladiaceho ucinku: Liebigov, gul6ckovy a Spirdlovy (Obrazok 4).

Obrazok 4: Chladice. A — gul6ckovy chladic, B — Liebigov chladic, C — Spirdlovy chladic.

Sklo na uchovavanie chemikalii

Prachovnice sluZia na uchovavanie tuhych latok. Maju Siroké hrdlo, ¢o umoziuje lahku
manipuldciu so skladovanymi latkami. Uzavery prachovnic mézu byt zdbrusové alebo
zavitové.

Reagencné flase sa pouZivaju na uchovdvanie kvapalnych latok. Maju uzke hrdlo so
zabrusovym, zdvitovym alebo zatkovym uzaverom. Na uchovdvanie malych mnoizstiev
pevnych latok pouzivame liekovky (Obrazok 5).
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Lieviky

Slovom lievik sa oznacuje v laboratdriu vacsi pocet pomocok (Obrazok 6). Obycajné lieviky
sliZia na prelievanie kvapalin a jednoduchu filtraciu. Maju hladké a rovnako hrubé steny.
Specidlny typ lievika, tzv. analyticky lievik pouZivany na filtraciu, ma steny vo vrchnej asti
hrubé a v dolnej tensie s vystupkami. Analyticky lievik ma dlhu a tenkd odtokovu trubicku —
stopku.

Obrazok 5: Sklo na uchovavanie chemikalii. A — prachovnica, B, D, E, G — reagencné flase, C — vialky, F
— zabrusova prachovnica.

Okrem filtracnych lievikov je mozné do tejto skupiny zaradit aj oddelovacie lieviky,
ktoré sa pouzivaju na rozdelenie dvoch obmedzene miesatelnych sa kvapalin. Tzv. deliace
lieviky sa pouZzivaju na rad procesov, akymi su extrakcia, susenie, prikvapkavanie atd. Velmi
¢asto pouzivanym je, z porceldnu vyrobeny, Blichnerov lievik, ktory ma dierkované dno,
a vyuziva sa pri filtracii za znizeného tlaku. Podobne sa pouzivaju i sklenené frity, ktoré maju
namiesto dierkovaného dna spekané sklo prepustajuce kvapalné latky.

Ostatné

Striekacky sa pouzZivaju pri davkovani destilovanej vody na zriedovanie roztokov,
rozpustanie latok, vyplachovanie kadiciek od tuhych latok pri filtracii a pod. Bezné striekacky
su polyetylénové a sklenené (zlozené z varnej banky a Specidlneho uzaveru).
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Navazovacky sa pouZzivaju na vazenie tuhych, pripadne kvapalnych latok. Rozdeluju sa
na nadobky alodi¢ky. NavaZovacie nadobky maju zdbrusovy uzdver, ¢o umozZnuje vazenie
latky bez vplyvu vonkajsich podmienok a taktiez zabraruje jej pripadnému odparovaniu.

Indikatorové fl'asticky sluzia na precizne davkovanie indikatorov, napr. pri titracii.

Pyknometre sa pouzivaju na stanovenie hustoty latok v tuhom a kvapalnom skupenstve
vazenim. Su to Specidlne nadobky so zdbrusovym uzaverom, v ktorom je otvor. Pyknometre
maju vyznaceny presny objem pri 20 °C.

Obrazok 6: Lieviky. A — filtracny lievik, B — Blichnerov lievik, C — sklenena frita,
D — nasypnik.

Hodinové sklicko sluzi na prikrytie kadicky, aby sa zabranilo intenzivnemu vyparovaniu
rozpustadla, na susenie, vaZenie a prendasanie vzoriek pevnych latok. Analogicky mdzeme
vyuzivat idvojdielne Petriho misky, ktoré sa vSak prioritne pouZivaju pre kultivaciu
mikroorganizmov (Obrdazok 7).
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Obrazok 7: Ostatné pomédcky pouZivané v laboratériu: A — hodinové sklicka, B — striekacka, C —
navazovacka, D — pyknometre, E — prikvapkavacia banka.

Sklenena tycinka sa pouZiva pri zmieSavani roztokov, pri rozpustani tuhych latok, pri
filtracii a podobne.

Laboratorne lyzZice alebo Spachtle sa pouzivaju na davkovanie tuhych latok, najma pri
odoberani zo zdsobnej prachovnice a pri vazeni.

Keramické lodicky sa pouZivaju na Zihanie tuhych Iatok pri vysokych teplotach. Bezné
keramické lodicky su porcelanové a korundové (korund je spekany oxid hlinity; Al,O3).

Trecie misky slUZia na rozotieranie (zjemnenie zrnitosti tuhych latok). Su to hrubostenné
nadoby s roztieradlom. Vyrabaju sa z porceldnu, achatu (achat je prirodny mineral s hlavnou
zlozkou oxidom kremicitym — kremen) a skla.

Odsavacia banka sa pouziva pri filtracii za znizeného tlaku. SIUZi na zachytavanie filtratu.
Odsavacia banka je vlastne hrubostenna Erlenmeyerova banka sbocnym tubusom na
pripojenie zdroja podtlaku (vyvevy, vakuova pumpa).

Premyvacky slUZia na suSenie plynov ich premyvanim cez suSiacu latku napriklad
koncentrovanu kyselinu sirovu (H,SQO4), oxid fosforecny (P,0s), oxid vapenaty (Ca0), silikagél
a pod. PouZivaju sa aj ako bezpeénostné uzdvery proti spatnému prenikaniu kvapalin do
chemickych aparatur vplyvom podtlaku (Obrazok 8).
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Obrazok 8: Ostatné pomocky pouzivané v laboratériu: A — sklenena tycinka, B — Spachtla, C — lodicka,
D — premyvacka s fritou, E — premyvacka, F — trecia miska, G, H — odsavacka.

Odparovacie misky byvaju vacésinou vyrobené z porcelanu. Pouzivaju sa pri odparovani
rozpustadla na vzdusnom alebo vodnom kupeli. Nie si vhodné k priamemu zahrievaniu
nad plameriom.

Vodna vyveva sluzi ako zdroj podtlaku vytvaraného vodou pradiacou cez uzky otvor
vytokovej trubice do ziZeného prierezu plasta. Vyraba sa zo skla, kovov a z plastov.

CISTENIE SKLA

Cistota laboratérneho skla je nevyhnutnou podmienkou bezpeénej a Uspednej prace
v laboratoriu. Chemické nadoby sa Cistia ihned po préci, kym necistoty a zvysky chemikalii na
stenach nezaschnu. Spravidla postacuju postupy zndme zdomacnosti (saponatovy
prostriedok a dbékladné oplachnutie vodou). V laboratériu je nutné v poslednom kroku
laboratérne sklo poriadne vyplachnut destilovanou vodou. Ak na stenach zostali ¢asti vo
vode nerozpustnych necistot, pouZziju sa mechanické Cistiace pomocky, akymi su kefy, utrzky
filtratného papiera alebo jemny piesok. Toto mechanické CdCistenie vSak nesmie sklo
poskriabat, pretoZe i nepatrné skrabnutie méze spdsobit pri zahrievani prasknutie skla. Ked'
ani mechanické Cistenie nevedie k odstraneniu necistot, prichadza na rad chemické Cistenie.
Na Cistenie chemického skla je mozné pouzit rozpustadlo, ktoré Cisteny material neskoroduje
a sucasne v ktorom je necistota rozpustnd. NajcastejSie sa vyuZzivaju v laboratériu dostupné
mineralne kyseliny. Pri Cisteni laboratérneho skla minerdlnymi kyselinami je nevyhnutné
dodrzZiavat bezpeénostné pokyny stym slvisiace a pouzivat ochranné pomocky. Vysoku
Cistiacu schopnost ma tzv. kyselina chromsirova (zmes 200 ml nasyteného roztoku
dichromanu draselného, K,Cr,0;, 150 ml koncentrovanej kyseliny sirovej, H,SO4 a 100 ml
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destilovanej vody). Sklo sa do tejto zmesi namoci pocas noci arano sa potom dokladne
oplachne vroztoku detergentu, pod teClicou vodou a nakoniec v destilovanej vode.
Chromsirovd zmes sa po cCase vyCerpd, ¢o sa prejavi zelenym sfarbenim (redukcia
dvojchromanu na chromity ién). Takato zmes je potom malo U¢inna a musi sa pripravit nova.
V krajnych pripadoch je mozné pouZit tzv. li¢avku kralovsku (roztok kyseliny dusi¢nej (HNOs)
a kyseliny chlorovodikovej (HCl) v pomere 1:3, v/v). Inou alternativou je vyuZit na Cistenie
skla zasady. Prikladom mozZe byt zmes izopropanolu (2-propanol, izopropylalkohol, C3HgO)
s hydroxidom sodnym (NaOH). Vycerpanost Cistiacej schopnosti tejto zmesi sa prejavi
stmavnutim roztoku.

Kontrolné otazky
1

S akymi druhmi laboratérneho skla sa stretavate v laboratéridch?

Uvedte tri priklady laboratérnych nadob a pomécok vyrobenych z porceldnu.
Uvedte rozdiel medzi varnym a odmernym sklom.

Uvedte tri priklady laboratérneho skla, ktoré sa zaraduje medzi odmerné sklo.
Na Co sluzia chladice? Vymenujte tri zakladné druhy chladicov.

Na ¢o sluzZia odparovacie a trecie misky?

No vk wnN

Uvedte spdsob vyuZitia pre nasledujice laboratérne pomocky: Blichnerov lievik,

oddelovaci lievik, pyknometer.

8. Na Co sluzia v biologickom laboratdriu hodinové sklicko, odsavacia banka, premyvacka
a vodna vyveva.

9. Popiste postup Cistenia laboratdorneho skla.

10. O ¢om svedci stmavnutie roztoku izopropanol + hydroxid sodny?

ZDROJE TEPLA V BIOLOGICKOM LABORATORIU

V laboratériach, do ktorych je zavedeny plyn, ndm ako zdroj pre zahrievanie méze sluzit
plynovy kahan. Kahan je jednoduché zariadenie sliZiace na zmieSavanie vzduchu so
zemnym plynom. Vytvorend zmes sa spaluje avytvara na konci trubice plamen. Podla
spbsobu privadzania azmieSavania plynu so vzduchom, rozliSujeme tri typy kahanov:
Bunsenov, Tecluho a Mékerov. Ak je do plynu privadzané dostato¢né mnozstvo vzduchu,
hori nesvietivym plamenom. Tento plamen je vyhrevnejsi ako plamen svietivy, ktory ziskame
zamedzenim privodu vzduchu. Pri Bunsenovom a Mékerovom kahane sa privod vzduchu
reguluje otacanim pohyblivého prstenca, ktory odkryva alebo zakryva otvory v tele kahanu.
Kahany zapalujeme vidy pri uzavretom privodu vzduchu. V laboratériu je mozné vyuzit
kahan liehovy, ktory ma nizsiu vyhrevnost ako kahany plynové. Vyhodou v3ak je jeho velkost
a jednoduchost pouZitia. Je moZné ho pouzit vsade tam, kde potrebujeme vzorky ¢i chemické
reakcie zahriat. PouZiva sa hlavne pri skimavkovych reakciach a pre sterilizaciu nastrojov
urcenych na pracu s mikroorganizmami.

V sucasnosti sa ako hlavny zdroj tepla v chemickych laboratdriach vyuzivaju elektrické
varice a varné hniezda. Na elektricky vari¢ sa poklada vidy azbestovu sietku. Varné hniezda
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sa pouzivaju na zahrievanie destilacnych baniek. Ide o elektricky vari¢, v ktorom je elektricky
vyhrievana Specidlna tkanina vytvarovand do pologule tak, aby obalila destila¢nu banku.
Existuje niekolko typov varnych hniezd podla velkosti zahrievanej banky. Pri varnych
hniezdach je mozné okrem regulacie prikonu vacsinou regulovat i to, ¢i je banka vyhrievana
iba zo spodnej ¢asti alebo celd. Pri praci s varnymi hniezdami je potrebné davat pozor, aby
do hniezda nevnikla kvapalina. Ak ktomu dojde, okamzite vypnite pristroj. V pripade
vniknutia horlavych kvapalin je vysoka pravdepodobnost vznietenia, preto je potrebné
dodrziavat zakladné pravidla pri praci s tymto zariadenim.

Nakolko kazdé priame zahrievanie nadob kladie vysoké naroky na vlastnosti
konstrukénych materidlov, je vyhodné prenasat teplo z ohrevného zdroja prostrednictvom
kupela. Podla materidlu, ktory tvori podstatu kupela, je mozné ich delit na vzdusny, vodny,
olejovy, pieskovy, kovovy a solny. Vzdusné kupele sa velmi ¢asto nepouzivaju vzhladom na
to, Ze vzduch je zo vSetkych materidlov najmenej vodivy. NajjednoduchSou formou
vzdusného kupela je prazdna kovova nadoba zahrievana kahanom alebo varicom.

NajcastejSie pouzivany je vodny kupel, ktory je vhodny na zahrievanie latok aZ do bodu
varu vody a na destilaciu kvapalin vriacich priblizne do 80 °C. Najjednoduchsim vodnym
kipelom je kuchynsky hrniec, ktory je vyhrievany elektrickym vari¢com. V laboratériu je
mozZné sa stretnut i so Specialnymi vodnymi kipelmi, ktoré maju rézne nastavitelné otvory
pre zahrievanie odlisSne velkych baniek a odparovacich misiek.

Pre zahrievanie latok nad teplotu varu vody sa najcastejSie pouZivaju olejové kupele.
Naplriou olejového kipela mbze byt bud minerdlny olej, ktory je mozné pouzivat do teploty
250 °C, alebo silikonovy olej pouzitelny az do teplét okolo 400 °C. Vzhladom na teplotnu
roztaznost je nutné olejom naplnit nddobu sliZiacu ako nadoba kupela priblizne do polovice,
inak by pri zvySeni teploty mohol olej pretiect. Pri zahrievani je vhodné do olejového kupela
vzdy vlozZit teplomer a priebezne kontrolovat teplotu, aby nedoslo k jeho prehriatiu. Obvykle
plati, Ze teplota kupela, ma byt o0 20 — 30 °C vyssia ako Ziadana teplota reakénej zmesi. Je
dolezité, aby sa do olejového kupela nedostala voda. Pri teplote nad 100 °C by potom doslo
k prskaniu a peneniu oleja, ktory by mohol spdsobit popdleniny osobe pracujicej s kupefom
alebo dokonca poziar.

Solné a kovové kupele sldzia na zahrievanie nad 300 °C. PouZziva sa zmes niekolkych soli,
napr. dusi¢nan sodny adraselny s bodom topenia 219 °C azliatiny s nizkou teplotou
tuhnutia, ako je Woodov kov (zliatina Styroch kovov, ato cinu, olova, bizmutu a kadmia)
s bodom topenia 65 °C. Vidy je vsak dolezZité vybrat banku pred stuhnutim z kdpela.
Vyhodou tychto kiapelov je vysoka tepelnd vodivost pouZzitych materidlov.

Od poutZivania pieskovych kupelov sa uz v podstate v dneSnej dobe ustupilo.

Na Zihanie a tavenie vacSieho mnozstva latok nam sluzia elektrické odporové pece. Pre
syntézy vprude plynu alebo reakcie vo vakuu vyuzivame pece trubkové, pre Zihanie
v téglikoch nam sluzia téglikové piecky a pre tavenie vac¢Sieho mnozstva latok pece muflové.
Trubkové pece sa vyznacuju teplotnou uniformitou a vyuZivaju sa na zahrievanie malych
vzoriek v uzatvorenych trubiciach. Téglikové pece sa vyuZivaju napr. na tavenie kovov alebo
skla v tégliku pri teplotach do 1200 °C.V muflovych peciach sa spaluje material vac¢sinou
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v teplotnom rozmedzi 900 °C az 1500 °C. Muflové pece sa vyuZivaju nielen v biologickych
laboratdriach, ale aj v zdravotnictve a Sperkarstve.

Teplomery

Teplota je stavova veli¢ina opisujuca strednd kineticki energiu castic. Nulty zakon
termodynamiky opisuje teplotu ako veli¢inu, ktora ma v kazdom mieste izolovanej sustavy v
rovnovahe rovnaku hodnotu. Teplota je makroskopicka veli¢ina. Oznacuje sa T a jej
jednotkou podla Sl je Kelvin. V beznej praxi sa vSak z praktickych dévodov Castejsie pouziva
stupen Celzia (°C) alebo stupen Fahrenheita (F).

RozliSujeme dva spbsoby merania teploty, priamy a nepriamy. Nepriamy je pomocou
pyrometra a termografu. Na priame meranie teploty sa pouzivaju termometre, termoclanky
a termistory. Na meranie teploty boli prijaté medzinarodné teplotné stupnice definované
pomocou bodu tuhnutia a varu vody. Dal$ie pevné body medzindrodnej stupnice st bod varu
siry 444,6 °C, bod topenia striebra 960,8 °C a bod topenia zlata 1062,4 °C. VSetky tieto
teploty su definované za atmosférického tlaku jednej atmosféry (jedna atmosféra sa rovna
tlaku priblizne 101 325 Pa). Teplota sa meria teplomermi, ktoré moézu byt dilataéné,
odporové alebo zaloZené na termoclankoch.

Dilata¢né teplomery vyuZivaju roztaznost kvapalnych, popripade pevnych &i plynnych
latok. NajcastejsSie pouZivané su teplomery ortutové. UmoZnuju merat teplotu v rozsahu -
38,9 az 650 °C. Na meranie nizkych teplot sa teplomery plnia toluénom (-80 az 100 °C),
etanolom (-100 °C az 70 °C), petroléterom (-150 az 120 °C) ¢i pentanom (-190 aZ 20 °C). Na
meranie vyssich tepl6t sa potom pouZiva ako napli kvapalné galium (do 1000 °C) a cin (do
1500 °C).

Odporové teplomery vyuzivaju zavislosti odporu vodica na teplote. Tymito teplomermi
je mozné merat teplotu s presnostou na tisiciny stupna.

Termoclanky su zaloZené na termoefekte (Seebeckov efekt) — dva droty z dvoch réznych
kovov spojené na oboch koncoch. Pri zmene teploty produkuje termoclanok elektrické
napatie, ktoré je priamoumerné zmenenej teplote. Prikladom najCastejSie pouzivanych
termoclankov je: med — konstantan (zliatina medi a niklu) (do 600 °C), Zelezo — konstantan
(do 900 °C) alebo platina — rédium (do 1600 °C).

Kontrolné otazky

Aka je vyhoda vyuZivania liehovych kahanov v biologickom laboratériu?

Vymenujte dva hlavné zdroje tepla v biologickom laboratadriu.

Na ¢o slazia kupele v laboratériu?

Vymenujte aspon Styri typy kupelov.

Aky je rozdiel medzi vyuzitim vodného a olejového kupela v biologickom laboratériu?
Kedy sa v laboratoriu vyuzivaju solné a kovové kupele?

Na Co sluzia v biologickom laboratoériu elektrické odporové pece?

©® Nk WN e

Popiste vyznam muflovej pece v biologickom laboratériu.
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9. Uvedte typy teplomerov vyuzZivané na meranie teploty.
10. Popiste sp6sob merania teploty termoclankom.

VAKUUM A JEHO ZDROJE

V laboratérnej praxi je potrebné velmi Casto pracovat za znizeného tlaku. Znizeny tlak —
vakuum — sa vyuziva hlavne pri destilacii, filtracii alebo suseni t. j. pri procesoch, v ktorych sa
vplyvom znizeného tlaku vyrazne zvysuje prchavost latok alebo odvadzanim plynnej fazy
usmernuje a urychluje tok kvapalin. Vakuum je stav uzavretého priestoru, v ktorom je tlak
plynu alebo pary nizsi ako atmosféricky tlak okolitého prostredia.

Zariadenie vytvarajuce vakuum sa nazyva vyveva. V laboratdriu sa stretavame
s vyvevami niekolkych typov liSiacimi sa tlakom, proti ktorému cCerpaju, medznou hodnotou
vakua a sacim vykonom. Najjednoduchsim typom vyvevy je vyveva vodna. Jedna sa o zuzenu
trubicu, ktorou tryska prud vody. V okoli Ustia trysky je vzduch strhavany v smere prudu
vody, pricom na trubicu je napojena odvodna hadica, ktora sa druhym koncom napaja na
evakuovanu aparaturu. Vodna vyveva pracuje teda priamo proti atmosférickému tlaku.
Medzi vodnou vyvevou a vakuovanou aparaturou sa vzdy zaraduje poistnd nadoba. Ak by
doslo k poklesu tlaku vody vo vodovodnom potrubi, méze dojst k nasatiu vody z vyvevy do
vakuovanej aparatury. Okrem vodnych vyvev pozname tiez rotacné olejové alebo
mechanické vyvevy. Zakladnym stavebnym prvkom rotacnej olejovej vyvevy je rotor so

26



Laboratdrne cvicenia z bioldgie I.

spatnym ventilom, ktory rozdeluje priestor medzi rotorom a plastom na dve ¢asti. Otacanim
rotoru sa jeden priestor zvacSuje a nasava vzduch adruhy priestor sa zdroven zmensuje
a vzduch je vytlacany za sucinnosti ventilu z vyvevy.

Hlavnym pravidlom pri praci s vyvevou je zavzdusnenie aparatury po skonceni prace a az
potom nasleduje vypnutie zdroja vakua. Zabrani sa tym vniknutiu vody do aparatury, ci
nasatiu agresivnych latok do vyvevy a jej poskodeniu.

Kontrolné otazky

Ako by ste definovali vakuum?

Kde sa vakuum vyuziva?

Ako sa nazyva zariadenie vytvarajuce vakuum?

Aké su kritéria rozdelenia vyvev?

Aky je najjednoduchsi typ vyvevy v biologickom laboratériu?
Ako by ste popisali vodnu vyvevu?

Na Co sluzi poistna nadoba pri vodnej vyveve?

Aké iné vyvevy, okrem vodnej, poznate?

L oo N U hwWwNR

Na akom principe pracuje rota¢na olejova vyveva?
10. Preco je nevyhnutné zavzdusnenie aparatury vyvevy pred vypnuti zdroja vakua?
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VODA V LABORATORIU

Vzhladom na to, Ze obycajnd vodovodna voda obsahuje vysoku koncentraciu soli, je
pouzitelnd iba Cciastocne v biologickom laboratériu aje absolitne nepouZitelna pre
biochemické pokusy. Pouzivame ju iba vtedy, ked neprichddza do styku s ostatnymi
reagenciami ako rozpustadlo, napr. na chladenie alebo zahrievanie.

Zakladnym spO6sobom uUpravy vody je destilacia. Kazdé biochemické laboratérium byva
vybavené vlastnym destilacnym pristrojom. Destilovana voda postaci pre vacsinu
biochemickych operacii, ale pre niektoré Speciadlne Gcely nemusi byt jej Cistota dostacujuca.
Destilovana voda obsahuje najma niektoré kationy, ktoré sa do nej dostavaju zo sucasti
destilaénej aparatury, skla a elektrdd. Jej kvalitu je mozné zvysit opakovanou destilaciou tzv.
redestilaciou, ktora sa uskutoCnhuje vSpecidlnej aparatire zkremenného skla
neuvolfujuceho katidny.

Pre urcité Specifické ucely, napr. v laboratériu molekularnej bioldgie, sa pouziva voda
deionizovand, ktord sa eSte nasledne sterilizuje v autokldve, nakolko i mald kontaminacia v
nej moze spbsobit odchylky v meranych parametroch. Priprava deionizovanej vody je
zalozena na kombinacii niekolkych separacnych metdd veducich k postupnému odstraneniu
jednotlivych skupin kontaminantov. Suprava je véacSinou zalozenda na Ciastkovych
separatoroch odstranujucich hrubsie necistoty (filtre), idony (ionomenice), nepoldrne latky
(adsorbent) a ako posledny byva zapojeny membranovy filter. Niektoré aparatlry pracuju
i na principe reverznej osmozy. Jednotlivé filtre je vSak nutné po niekolkych mesiacoch
pouzivania vymenit, v dosledku ¢oho nie je priprava deionizovanej vody lacnou zéleZitostou.

Hlavnym kritériom Cistoty vody je jej Specificka vodivost. Pri beznej destilovanej vode sa
pohybuje okolo hodnoty 10 uS.cm™. Deionizovana voda méva tuto hodnotu edte o jeden rad
nizsiu. Pripravend destilovand ¢i deionizovana vodu sa skladuje prevaine v plastovych
nadobach. Sklenené nadoby nie su pre dlhodobejsie uskladnenie vhodné, pretoze sa do vody
spatne uvolnuju niektoré kationy. Ak to podmienky dovoluju, skladuje sa voda v chlade
avtme, ¢im sa zabrani moznej kontaminacii autotrofnymi organizmami (organizmy, ktoré
syntetizuju z jednoduchych mineralnych latok latky organické).

Kontrolné otazky
1

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?

Na co sluzia autoklav pri deionizovanej vode?

Ako sa pripravuje deionizovana voda?

Na Co sluzia filtre pri priprave vody Specialnej kvality?

L oo N o Uk wN

Co je hlavnym kritériom &istoty vody?
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10. Ako skladujeme v biologickom laboratériu destilovani alebo deionizovanu vodu
a preco?

CHEMIKALIE A ICH UCHOVAVANIE

Ako vychodiskové latky pre pracu v laboratériu sa pouzivaju vaésinou priemyselne vyrabané
chemikalie. Chemikalie si dodavané vo vhodnom obale, preto nie je nutné ich dalej
rozdelovat do inych obalov. V pripade, Ze je to potrebné presunut danu chemikaliu
z dodavatelského balenia, pouZiva sa vhodny obal adodrzuji sa zakladné pravidld
skladovania chemikadlii. Kvapalné latky sa uchovavaju vo flasiach s dvojitym uzaverom.
Hygroskopické latky sa chrania proti vzdusnej vlhkosti utesnenim uzdveru napr. parafilmom.
Hydroxidy a ich roztoky sa neskladuju v zabrusovych flasiach z toho dévodu, Ze by doslo k ich
vyzrazaniu na stenach zabrusu a nebolo by mozné nadobu otvorit. Latky citlivé na svetlo sa
skladuju v tmavych nadobach a v tme. Skladovanie chemikalii v laboratériu ma svoj pevny
poriadok, ktory vychadza z bezpecnostnych pravidiel, a preto vidy sa pouzivana chemikalia
vracia na pévodné miesto. Dbraz je kladeny predovsetkym na horlaviny a latky vybusné,
ktoré nikdy nesmu byt uskladnené pohromade vo vac¢som mnoiZstve. Jedy sa skladuju
v Speciadlnych Zeleznych, uzamykatelnych skriniach. Pozor sa dava tiez na uskladnenie
prchavych latok v uzatvorenych priestoroch (chladnicka), ktoré sa skladuju tak, aby
nedochadzalo k uvolfiovaniu ich par.

Chemikalie s oznacené od vyrobcu stitkom uddvajicim zdkladné informacie o danej
chemikalii. Na takomto Sstitku je predovSetkym ndzov chemikalie, jej sumarny vzorec,
mnoZstvo, Cistota a molekulovd hmotnost. Dalej méiu byt uvedené niektoré doleZité
fyzikalne vlastnosti a bezpecnostné informdacie. Pri pevnych latkach byva uvedend forma
napr. krystalicka (crystalisatum), bezvoda (anhydricum), praskova (pulveratum). Podla
rastucej Cistoty (tzn. klesajuceho obsahu necistot) sa chemikalie delia na:

I. technické chemikalie: surové (crudum), technické (technicum), Cistené (purum) a
II. Cisté chemikalie: Cisté (purissimum), pre analyzu (p.a., per analysis), chemicky Cisté

(purissimum speciale).

Chemikalie s vyssou Cistotou si oznacené priamo Ucelom, na ktory by mali sldzit, napr.
pre UV spektrofotometriu, molekularnu bioldgiu, HPLC analyzu atd. So zvySovanim Cistoty
chemikalii vSak prudko rastie ich cena, preto chemikadlie s vysokou Cistotou pouzZivame len
pre konkrétne Specidlne Ucely a len ak je to bezpodmienecne nutné.

Kontrolné otazky

Ako by ste charakterizovali pojem ,,chemikalie”?

Ako skladujeme chemikalie?

Ako sa uchovavaju kvapalné latky?

Na Co sluzi parafilm?

Moézeme hydroxidy a ich roztoky skladovat vo flasiach so zabrusom?
Ako skladujeme latky citlivé na svetlo?

No ks WwN e

Aké pravidla platia pri skladovani horlavin a vybusnych latok?
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8. Aké udaje obsahuje stitok na nadobe chemikalie?
9. Aké su dva zakladné typy chemikalii podla Cistoty?
10. Na o sluzia chemikalie s vy$sou Cistotou?

ZAKLADNE OPERACIE V BIOLOGICKOM LABORATORIU

Meranie hmotnosti latok

Na stanovenie hmotnosti latok sa vyuZivaju v chemickom laboratériu vahy. Vazenie je
porovnavanie hmotnosti meranych pevnych, pripadne kvapalnych latok s hmotnostou
zavazia. Princip vaZenia je znamy mnoho storoci — ide o porovndavaciu metédu, pri ktorej sa
porovnava neznama hmotnost urcitého predmetu (navazovacia lodicka, mikroskimavka so
vzorkou) so zndmou hmotnostou Standardu (zdvazia). Mechanické zariadenia riesili toto
porovnavanie pomocou docielenia rovnovahy na pake a mali tvar zndmych miskovych vah. v
minulosti najpresnejsie analytické vahy pracovali prave na tomto principe a vaZenie zahfialo
postupné pridavanie zavazi réznej velkosti. Takyto postup bol samozrejme hlavne pre
zatiato¢nikov velmi zdfhavy a zdrojom mnozstva chyb.

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 vicéia ako 5.107 g.
2. Analytické vahy - maju vazivost obvykle do 100 g a presnost radovo 10™ g.

Na orienta¢né zistenie hmotnosti predmetov, ktoré sa bude dalej vazit presnejsie, a na
zistovanie vytazkov Cistiacich operdcii sa pouzivaju tzv. predvaiky. SluZia na vazenie
predmetov do 200 g spresnostou na 0,1 g. Vsucasnosti sa uZ pouZivaju prevaine
elektronické typy s digitalnym displejom, pricom stdle prebieha ich neustaly vyvoj a je mozné
ziskat od jednoduchsich, s mechanicko-elektronickym snimacom hmotnosti, cez vadhy so
snimadom merajucim elektricky prud, potrebny na vratenie misky po zatazeni do nulovej
polohy pomocou servomotoru, az k vaham s tenzometrickym snimacom. Pre kazdé vahy je
udané maximalne zataZenie, ktoré sa nesmie prekrocit.

Pre kazdé vazZenie plati zakladné pravidlo: chemikdlie (kvapalné ani pevné) nesmu prist
do priameho styku s miskami vah. Vahy chranime pred akymkolvek stykom s agresivnymi
latkami. VSetky manipulacie s chemikaliami (pridavanie a uberanie) sa uskutocnuju 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 vaZenim skontrolujeme nulovu polohu vah.
II.  VazZeny predmet kladieme do strednej ¢asti misky vah.
lll.  Vazenu latku nekladieme nikdy priamo na misku vah, ale pouzZijeme odvazovacku,
filtracny papier, hodinové sklicko a podobne.
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.
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VI.  Vahy udrziavame vzidy 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 pribliZné odmeriavanie kvapalin. Na presnejsie
meranie objemov sa pouZzivaju 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 vidy dbat na to, aby Ustie pipety bolo stéle ponorené pod hladinou kvapaliny.
Pri jeho vynoreni nad hladinu dochadza k nasatiu vzduchu do pipety, ¢o mozZe spdsobit
i vniknutie pipetovanej kvapaliny do Ust pipetujuceho, pripadne do podtlakového zariadenia
(zvyajne gumeného baldnika). Po nasati kvapaliny do pipety nad rysku oznacujicu
poZadovany objem sa uzatvori horny koniec pipety ukazovdkom — nie palcom. Opatrnym
uvolfiovanim prstu po kvapkach sa vypusta kvapalina. Pri oddcitani je nutné mat oko
v rovnakej Urovni so znackou. Odcitava sa vzdy spodny okraj menisku (Obrazok 9).
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Obrazok 9: Odcitanie menisku pri pipetovani.

Jedovaté kvapaliny a koncentrované kyseliny a zasady sa nenasavaju nikdy do pipety
Ustami, ale pouzivaju 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 $picka sa otrie
o dno alebo stenu nadoby, do ktorej sa kvapalina pipetuje.

V sucasnej dobe sa v biochemickom alebo molekuldrno-biologickom laboratériu pracuje
so sklenenymi pipetami minimalne, prakticky uUplne ich nahradili automatické pipety
umoZiujuce presnejsie a pohodIinejsie odmeranie daného objemu (Obrazok 10).
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Su vhodné i pre pipetovanie mikrolitrovych objemov. Automatické pipety su vyrabané
pre rozne rozsahy objemov (1-10ml, 1 =5 ml, 100 — 1000 pl, 20 — 200 pul, 2 -=20 pula 0,2 —
2 ul). Objem sa nastavuje otoCenim skrutky na stupnici a nasatie kvapaliny sa realizuju
pohybom piestu automatickej pipety, ¢im sa vytvara nevyhnutny podtlak. Na rozdiel od
sklenenych pipiet pri pipetovani automatickymi pipetami je nevyhnutné pouzivat plastové
Spicky s odpovedajucim rozmerom a pipetovanou kapacitou. Pipetovanim roztoku bez
pouZzitia pipetovacich Spi¢iek by mohlo dojst rychlo k poskodeniu automatickej pipety aj
v pripade vodnych roztokov soli.

Obrazok 10: Automatické multikanalové a jednokanalové pipety.

Pipety sa rozliSuju podla prevedenia na jednokanalové alebo multikandlové.
Jednokanalové pipety su uréené na pipetovanie vybraného objemu jedného roztoku, zatial
¢o multikandlové pipety, ktoré najc¢astejsie konstruované ako osem- alebo dvanastkanalové,
su urcené pre sucasné pipetovanie rovnakého objemu viacerych roztokov paralelne, zvycajne
do mikrotitracnej platnic¢ky. Kazdy kanal ma svoj vlastny piest, preto nie je nutné pouzivat
vsetky kanaly, teda je moZné nasadit aj menej ako osem alebo dvanast Spiciek.

Nasdvanie a vypustanie kvapaliny cez nasaditelnu Spicku je ovladané piestom, ktory ma
tri polohy — kludovu, pre nasavanie a pre vypustanie. Najc¢astejSie pouZivanou technikou
pipetovania je priame pipetovanie. Pri priamom pipetovani sa do Spicky nasaje presne
stanoveny objem a v dalSom kroku sa zo Spicky vytlaci tento objem do pripravenej nadoby.
Postup pipetovania je znazorneny na Obrdazku 11.

Pri pipetovani malych objemov (do 50 ul) sa vyuZiva zasadne reverzny madd pipetovania.
Jedna kvapka predstavuje priblizne 33 pl, preto ani s najlepsou pipetou nie je mozné vytlacit
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z pipetovacej $picky Uplne vietku tekutina, ktorej je menej ako jedna kvapka. Cim mensi je
pipetovany objem, tym vacSia je relativna chyba, ktorej sa dopustite pri priamom
(nereverznom) pipetovani.

Vychodiskovd poloha A

Stlacenie do prvej polohy  -=---=--%---=-----k----------

Stlacenie do druhej polohy

Obrazok 11: 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 $picky do reakénej zmesi stlaenim piestu
do druhej polohy a 4 — vratenie piestu automatickej pipety do kfudovej polohy pomalym uvolhenim
piestu.

Pri reverznom pipetovani sa stlaca piest pipety pri nasavani tekutiny do druhej polohy
a pri jej vytlacani po prvu polohu. TakZe po napipetovani ostava v pipetovacej Spicke zvysny
objem tekutiny (Obrazok 12). Elektronické pipety umoZniuju tieZ tento spdsob pipetovania.
Relativna chyba je pri reverznom spdsobe pipetovania vyrazne mensia.

1 2 3 4
Vychodiskova poloha A
StlaCenie do prvej polohy _________l_ oY ____ ) _______
Stlacenie do druhej polohy v

Obrazok 12: Polohy automatickej pipety pri nasavani a vypustani kvapaliny pri reverznom made
pipetovania. 1 — stlacenie piestu pipety do druhej polohy, 2 — nasatie daného objemu do Spicky za
postupného pomalého (!) uvolfiovania piestu do kludovej polohy, 3 — vytlacenie objemu zo Spicky do
reakénej zmesi stlacenim do prvej polohy piestu a nasledne vytlacenie zvysku kvapaliny do zasobnej
flase alebo odpadu a 4 — vratenie automatickej pipety do kludovej polohy pomalym uvolnenim
piestu.
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Pri pipetovani pomocou automatickych pipiet je potrebné si uvedomit, Ze nasavanie
pipetovanej kvapaliny je spdsobené vytvorenim podtlaku pohybom piestu v pipete, Co
znamena, Ze v pripade nizSie vrucich, prchavych kvapalin (éter, chloroform, acetén a pod.)
pri laboratornej teplote alebo vyssie vrucich kvapalin s vysSou ako laboratérnou teplotou
(etanol, voda a pod.) je potrebné prispdsobit postup pipetovania tak, aby nedoslo k stratam
pipetovanej kvapaliny vplyvom zniZenia podtlaku prchajicimi parami daného rozpustadla.

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 odcCitavanie 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 napltiat 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 5 ml do 2 |. Odmerné banky sa pouZivaju na pripravu roztokov
s presnou koncentraciou. Vlastné zmiesSavanie zloZiek roztoku sa uskutocnuje pri nie celkom
zaplnenej banke a aZ po Uplnej homogenizacii zmesi (rozpusteni a rovhomernom rozptyleni
rozpustanych zloZiek) a vyrovnani teplot (teplota, na ktoru je banka kalibrovana, je uvadzana
na plasti banky — va¢sinou 20 °C) opatrne sa dopliia rozpustadlom po rysku.

Chromatografické metdédy

Chromatografia patri medzi fyzikdlno-chemické metdédy uréené na separaciu latok, pricom
separované latky su distribuované medzi dve fazy, zktorych jedna je nepohybliva
(stacionarna) a druhd sa pohybuje v definovanom smere (pohybliva, mobilna).

Kazdy chromatograficky systém sa sklada z troch zakladnych prvkov:

I. nepohybliva (stacionarna) faza - jednotlivé zlozky z analyzovanej zmesi su putané
fyzikalnymi a/alebo chemickymi silami,
II. pohybliva (mobilnd) faza — pohybuje jednotlivymi zlozkami separovanej vzorky
stacionarnou fazou a
[ll. samotné zlozky analyzovanej vzorky.

Podla skupenstva pohyblivej fazy sa chromatografia rozdeluje na plynovu chromatografiu
a kvapalinovu. Podla usporiadania chromatografického systému chromatografiu delime na
kolénovu a tenkovrstvovu.

Pri tenkovrstvovej chromatografii (TLC, zanglického Thin-Layer Chromatography)
prebieha delenie zloZiek zmesi latok v tenkej vrstve pevnej, staciondrnej fazy (sorbentu)
pomocou kvapalnej, mobilnej fazy. PouzZivané sorbenty su silikagél, oxid hlinity, celuldza,
polyamid a i. Pocas vyvijania putuje mobilnd faza vzostupne kapildarnymi silami medzi
asticami sorbentu a unada delené latky pozdi? deliacej vrstvy. V priebehu delenia sa
neustale obnovuje rovnovdaha medzi pohyblivou a nepohyblivou fazou. Za rovnakych
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podmienok ma urcitd latka na chromatograme stale miesto (R). Retardacny faktor (Rf) je
pomer vzdialenosti unasanej latky od sStartu ku vzdialenosti ¢ela rozpustadla od Startu. Vidy
je to hodnota mensia ako 1.

Kontrolné otazky

Ako sa rozdeluju vahy liSiace sa vazZivostou?

Na ¢o sluzia predvazky?

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

Na Co slizia automatické pipety?

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

Ako by ste charakterizovali chromatografiu?

Ktoré tri zakladné prvky tvoria chromatograficky systém?

L oo NU R WN R

10. Ako by ste vypocitali retardacny faktor pri chromatografii?
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ZAKLADY MIKROSKOPOVANIA

Mikroskopovanim rozumieme pozorovanie objektov mikroskopom. Mikroskop je opticky
pristroj, ktory slizi na zvacSené zobrazenie malych objektov. Pod oznacenim mikroskop sa
obvykle mysli opticky mikroskop, ktory na zobrazenie pouziva svetelné luce. Existuju vsak aj
mikroskopy vyuZivajuce iné principy a spOsoby zobrazenia, napr. elektronovy mikroskop
alebo polarizaény mikroskop. Skiimana vzorka musi byt tenkd a takmer ,priesvitna“, aby ju
mohol prud svetelnych la¢ov presvietit. Na dosiahnutie vacésej jasnosti je ob¢as potrebné
vzorku zafarbit.

Mikroskop sa skladd ztroch zdkladnych casti: z mechanickej (stativ, tubus a stolik),
optickej (okular a objektiv) a zdroja svetla (zrkadlo, kondenzor a svetelny zdroj) (Obrazok
13).

12
13

11

Obrazok 13: Stavba svetelného binokuldarneho mikroskopu. 1 — okular, 2 — objektiv, 3 —tubus, 4 —
revolverovy menic objektivov, 5 — stol¢ek mikroskopu, 6 — kondenzor s irisovou clonou, 7 — svetelny
zdroj, 8 — makrometricka skrutka, 9 — mikrometricka skrutka, 10 — nosi¢ stol¢eka a tubusu, 11 — noha,
12 — svorky na prichytenie preparatu, 13 — skrutky na ovladanie prie¢neho a pozdiZzneho posunu
preparatu na stol¢eku mikroskopu (krizovy vodi¢ preparatu).

Preparat kladieme na stoléek mikroskopu, ktory ma uprostred otvor. Preparat
prichytime dvomi kovovymi svorkami, s ktorymi je prepojeny krizovy vodi¢ preparatu. Ten
umozfiuje pohybovat stoléekom ana fiom umiestnenym preparatom vidy len jednym
z dvoch na seba kolmych smerov. Pri samotnom mikroskopovani zaostrujeme pohybom
stolceka dvomi skrutkami postupnym vzdalovanim preparatu od objektivu, pricom
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makrometricka skrutka je zodpovednda za hrubé zaostrenie a ,vyhladanie” obrazu
a mikrometricka je zodpovednad za jemné doostrovanie obrazu.

Stupen zvacéSenia a kvalita obrazu zavisi od vlastnosti objektivu. Objektiv predstavuje
systém SosSoviek, ktory vytvara redlny a zvacSeny obraz pozorovaného predmetu. Objektiv
musi byt bez chyb aje zloZeny z viacerych jednoduchych Sosoviek, ktoré su zasadené do
kovovych objimok a su presne centrované, t.j. maju spoloc¢nu optickil os. Na objektivoch sa
okrem vyrobného ¢isla nachadzaju este dalSie dve Cisla: vaéSie oznacujuce zvacsenie
objektivu (oznacované pomocou ,x“ napr. 10x, 40x) a vedla neho alebo pod nim mensie
Cislo uvadzajuce jeho numerickd apertiru A (bezrozmerné Cislo vyjadrujice v mikroskopii
uéinnu svetelnost objektivu, pricom najkvalitnejsie objektivy maji numerickd aperttru 1,3 -
1,4). S numerickou apertlrou suvisi rozliSovacia schopnost. Schopnost objektivu rozlisit
Strukturdlne detaily objektu, tzn. vzdialenost dvoch bodov v objekte (ak by boli bliZsie k sebe,
splynuli by do jedného bodu), ktoré eSte oddelene odlisSime, je tym vacsia, ¢im vacsia je
numericka apertura objektivu.

Mikroskop postavime nosicom tubusu ksebe. Zvolime vhodny okuldr anajmenej
zvacsujuci objektiv. Zorné pole osvetlime zdrojom svetla (v naSom pripade lampou), aby sme
dosiahli rovhomerné osvetlenie. Preparat upevnime svorkami na stoliku a orientujeme ho
tak, aby sa pozorovana Cast preparatu nachadzala nad kruhovym vyrezom stolika, v optickej
osi mikroskopu. Pomocou makrometrickej skrutky zdvihneme stolcek s preparatom na taku
uroven, aby sa bezprostredne priblizil k pouzitému objektivu. Nasledne obraz vyhladame
a hrubo zaostrime pomocou makrometrickej skrutky vzdalovanim preparatu od objektivu,
priCom obraz objektu pozorujeme cez okuldr. Pohybovat musime velmi jemne, pretoze
rychlym pohybom moéZeme obraz objektu stratit. Nikdy nepohybujeme makrometrickou
skrutkou opaénym smerom (zdvihanie stol¢eka mikroskopu) za sucasného pozorovania
obrazu v okulari, pretoze pri prilisSnom priblizeni objektivu k preparatu by sme mohli
poskodit Sosovku objektivu alebo rozbit preparat. Preto, ak je potrebné preparat opat
pribliZit k objektivu, posun stol¢eka s preparatom makrometrickou skrutkou pozorujeme zo
strany. Vzdialenost medzi prepardtom aobjektivnom vhodnd na pozorovanie
mikroskopickych objektov zavisi od zvoleného objektivu, pricom sa pohybuje od niekolkych
centimetrov pri objektivoch s niz§im zvacsenim az po 0,2 mm v pripade objektivov s vysokym
zvacsenim. Po objaveni objektu v mikroskope zaostrujeme jemne pomocou mikrometrickej
skrutky, pricom tou pohybujeme jemne hore i dolu. Pri zaostrovani pracujeme aj so zdrojom
svetla airisovou clonou. Vo vSeobecnosti plati, Ze ¢im je zvacSenie vacSie, tym viac
priblizujeme kondenzor k objektu a stahujeme clonu.

Kazdy preparat prehliadame najskor pri malom zvacseni aaz ked sa viom vieme
orientovat, nastavime vacsie zvacSenie. Miesto na preparate, ktoré chceme detailnejsie
pozorovat, nastavime do stredu zorného pola, aby sa ndm pri silnejSom zaostreni nestratilo
(v obraze sa zvacsi detail, ale zUZi sa zorné pole). Pri posuvani prepardtu na stoléeku
krizovymi vodi¢mi musime mat na pamati, Ze obraz v mikroskope sa pohybuje opacnym
smerom ako preparat. Neostry, matny alebo Skvrnity obraz mdézZe vzniknut z viacerych
dovodov:
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i.) zIé osvetlenie zorného pola,
ii.) znecistenie optiky mikroskopu alebo sklicok s preparatom,
iii.) zlozZité zaostrenie obrazu pri vacSom zvacseni.

Aby sme sa vyhli chybam, vidy pred mikroskopovanim skontrolujeme vsetky délezité
sucasti mikroskopu, ¢i su funkéné a Cisté. Preparat tiez udrziavame cisty a nechytame ho
zbytocne rukami, aby sme nezanechali na nom otlacky prstov.

Zhotoveniu preparatov venujeme dostatocnu pozornost, pretoze mikroskop nezvacsuje
iba pozorovany objekt, ale aj jeho nedostatky. Mikroskopicky preparat sa sklada
z podlozného a krycieho sklicka, objektu a prostredia, v ktorom je objekt ulozeny. Podlozné
sklicka su zvycajne hrubsie (0,5 az 1,5 mm) a vacsie (76 x 26 mm). Krycie sklicka maju rézne
velkosti a podla hribky sa oznacuju Cislami 0, 1 a2. Pred zhotovenim preparatu sklicka
dobre odmastime a vycistime oplachnutim v destilovanej vode a vysusime suchou, Cistou
handrickou. Vidy obe sklicka drzime za hranu, aby sme ich otlatckami prstov neznedistili.
Okrem sklicok potrebujeme preparacnu ihlu, pinzetu, skalpel alebo noznicky, misku s vodou,
pipetu alebo kvapkadlo a pruzky filtracného papiera.

NajcastejSie pripravujeme docasné preparaty, urcené pre okamizitl pracu. Do stredu
podlozného sklicka prenesieme pipetou alebo kvapkadlom kvapku destilovanej vody alebo
iny vhodny roztok. Pinzetou alebo preparacnou ihlou umiestnime do kvapky vody objekt,
ktory je dostatocne tenky, aby mohol byt cely presvieteny zdrojom svetla mikroskopu.
Objekt prikryjeme cistym, krycim sklickom tak, Ze ho poloZzime najskor Sikmo na hranu
a potom pozvolna spustame na objekt tak, aby mohol unikat vzduch a nevznikli bubliny
(Obrazok 14).

——
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Obrazok 14: Priprava preparatu.

Preparat je spravne pripraveny, ak spiia nasledovné podmienky:
1. Voda musi vyplnit cely priestor medzi podloznym a krycim sklickom, ale nesmie prejst na
vrchnu stranu krycieho sklicka. Ak sa tak stane, pripravime novy preparat. Ak je pod
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krycim sklickom vela vody, pruzkom filtracného papiera mdzeme nadbytok odsat. Ak

pod krycim sklickom je malo vody alebo sa vytvorila vzduchova bublina, priblizime sa

opatrne s kvapkadlom k okraju krycieho skli¢ka, pri ktorom uz voda je, a vodu opatrne
doplnime.
2. Pozorovany objekt je vidy mensi ako krycie sklicko a musi lezat v strede preparatu.

Ak prostredie, v ktorom je objekt pozorovania umiestneny, chceme nahradit inym,
urobite to tzv. presavacou metédou (Obrdzok 15). Kjednému okraju krycieho sklicka
prikvapneme novy roztok (napr. Lugolov alebo roztok kyseliny, prip. zdsady) a k protilahlému
okraju prilozime pruzok filtracného papiera tak, aby nasaval p6vodné médium. Po kratkom
Case nastane Uplna vymena roztoku pod krycim sklickom.

Obrazok 15: Postup pri presavacej metdde. a — kvapkadlo, b —filtracny papier

Mikroskopické objekty, ktoré vidime v zornom poli mikroskopu, obyc¢ajne zakreslujeme
alebo odfotime do protokolu. Kreslenie je dolezité a pri prekresfovani si objekt zdroven
detailne prezerame. Prekreslujeme objekt ¢o najdéveryhodnejSie pri zachovani farieb,
Struktur a velkosti. Pri popise obrdzku vidy zapiSeme aj zvacSenie a numerickd aperturu
objektivu.

Cvicenie ¢. 1: Zaklady mikroskopovania, pozorovanie tlaceného pisma

Objekt: pismo roznej velkosti tlacené na papieri.

Pomocky: svetelny, binokuldarny mikroskop, podloiné sklicko, krycie sklicko, pinzeta,
preparacné ihly, skalpel.

Postup 1: Mikroskop postavime na stdl a postupne sa oboznamime so vSetkymi jeho ¢astami
aich obsluhou. Bez preparatu na stoléeku skisame cinnost makro- a mikro-metrickej
skrutky, pracu so zdrojom svetla, stol¢ekom a irisovou clonou.

Postup 2: Na podlozné sklicko si poloZzime kusok papiera s predtlacenymi pismami. Podlozné
sklicko upevnime pomocou skrutiek na stol¢eku mikroskopu. Pozorujeme pri malom
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zvacsenim (objektiv 10x). Pri vaéSom zvacseni (40x, 100x) pozorujeme detailnu Strukturu
papiera.

Doba trvania cvicenia: 20 min.

Vysledok: 1. Oboznamime sa s cinnostou mechanickych a optickych casti svetelného
mikroskopu. Vyskisame si opatrne manipuldciu s jednotlivymi c¢astami mikroskopu
a samotné mikroskopovanie. 2. Pozorujeme pod mikroskopom obraz; zakreslime, co
pozorujeme a podrobne zapiSeme postup, ako sme mikroskopovali a aky objekt pri akom
zvacseni sme pozorovali.

Cvicenie C. 2: Pozorovanie trvalého preparatu

Objekt: trvalé preparaty rastlinného, Zivocisneho i ludského povodu.
Pomocky: svetelny, binokularny mikroskop, trvalé preparaty.

Postup: Trvaly preparat vloZzime do svetelného mikroskopu na stol¢ek a pozorujeme pri
roznych zvacsSeniach, pricom zaciname vidy od najmenSieho zvdcsenia. Pohybujeme
stol¢ekom a pozorujeme trvaly preparat na réznych miestach.

Doba trvania: 15 min.

Vysledok: Hrubym anasledne jemnym zaostrovanim pomocou makrometrickej
a mikrometrickej skrutky pozorujeme trvaly preparat najskér pri malom a neskor pri vacsom
zvacSeni. Snazime sa zaostrit tak, aby sme preparat videli jasne a zretelne. Pozorne
zakreslime, prip. odfotime sledovany objekt a zapiSeme, aky objekt sme pouzili a pri akom
zvacSeni sme preparat pozorovali.

Cvicenie C. 3: Priprava a pozorovanie nativheho mikroskopického preparatu

Objekt: cibula kuchynska (Allium cepa L.).

Pomocky: mikroskop, podlozné sklicko, krycie sklicko, pinzeta, preparacné ihly, skalpel,
kvapkadlo.

Postup: Pripravime si mikroskop na mikroskopovanie. Podlozné aj krycie sklicko ocistime
suchou handrickou alebo papierovou utierkou. Na podlozné sklicko kvapneme kvapkadlom
kvapku vody. Z prekrojenej cibule pinzetou stiahneme jednu vrstvu. Z tejto vrstvy odrezeme
dostatoéne velky preparat, ktory sa da zakryt vycistenym krycim sklickom. Preparat
pomocou pinzety polozime do kvapky vody na podloznom sklicku. Preparat prekryjeme
krycim sklickom tak, Ze ho postupne spustame z boku, aby sa nevytvorili vzduchové bublinky.
Pod celym krycim sklickom musi byt voda. Ak jej je malo, dokvapneme ju pomocou
kvapkadla k okraju krycieho sklicka, kde voda je. Ak je vody vela, odsajeme prebyto¢nu
kuskom filtracného papiera. Preparat umiestnime do mikroskopu a pozorujeme pri roznych
zvacseniach.

Doba trvania: 20 min.
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Vysledok: Preparat pozorujeme najskor pri mensom zvacseni (10x), kedy sledujeme
Strukturu pletiva cibule a nasledne pri vy$SSom zvacseni (40x az 100x) pozorujeme Strukturu
jednotlivych buniek. Spravne zaostrujeme najskor makro- a ndsledne i mikrometrickou
skrutkou, aby sme jednotlivé Struktury videli jasne a zretelne, ostro. Zakreslime pozorované
objekty, snazime sa ich pomenovat a zapiSeme, pri akom zvaéseni sme objekt pozorovali.

Cvicenie C. 4: Pozorovanie objektu v roznych optickych hladinach

Teoreticky Uvod: V pripade pozorovania trojrozmerného objektu (napr. fudsky vlas, riasa)
potrebujeme realizovat jeho pozorovanie v réznych optickych hladinach, obzvlast pri vacsich
zvacseniach. Pri pozorovani malym zvaééenim vidime cely objekt ostry. Hibka ostrosti tohto
objektu je velka. Pri poutziti silnejSieho objektivu je ostra len ta vrstva objektu, na ktoru prave
zaostrime. Trojrozmerny objekt (napr. fudsky vlas) je valcovité teleso s viacerymi rovinami,
pricom hovorime o optickych rovinach. Pri mikroskopovani otd¢ame (zaostrujeme) stale
mikroskrutkou a tak si postupne vytvarame priestorovu predstavu o pozorovanom objekte.

Objekt: fudsky vlas.

Pomocky: mikroskop, podlozné sklicko, krycie sklicko, pinzeta, preparacné ihly, skalpel,
kvapkadlo.

Postup: Do kvapky vody na ocistenom podloZznom sklicku vloZzime ludsky vlas s vlasovou
cibulkou. Objekt pozorujeme pri roznych zvacseniach.

Doba trvania: 20 min.

Vysledok: Pod mikroskopom pozorujeme objekt najskor pri mensom zvaéseni a postupne pri
vacsom zvacseni pozorujeme detailnejSiu Strukturu objektu. Spravne zaostrujeme makro-
a postupne i mikrometrickou skrutkou, aby sme objekt videli zretelne, s ostrymi obrysmi.
Pozorovany objekt zakreslime alebo odfotime azapiSeme, Co predstavuje a pri akom
zvacseni sme ho pozorovali.

Cvicenie €. 5: Pozorovanie Struktur rastlinného objektu

Objekt: stielka zelenych rias alebo rastlina prhlavy dvojdome;j (Urtica dioica L.).

Pomocky: svetelny mikroskop, podlozné sklicko, krycie sklicko, pinzeta, preparacné ihly,
skalpel, kvapkadlo.

Postup: Podlozné aj krycie sklicko ocistime handri¢kou. Pripravime si nativny preparat vlakna
zelenej riasy v kvapke destilovanej vody. V pripade pouZitia rastliny prhlavy dvojdomej si do
kvapky vody na podloZznom sklicku umiestnime cast ¢epele listu alebo tenky pozdiiny rez
stonky. Preparat umiestnime do mikroskopu a pozorujeme pri réznych zvacSeniach rézne
Casti preparatu. Zakreslime alebo odfotime a popiSeme jednotlivé pozorované struktury.

Doba trvania: 20 min.

Vysledok: Zakreslime azapiSeme pozorovany objekt najskor pri malom zvacSeni (10x)
a postupne pri vacSom zvacSeni. Hlavne pri vacSom zvacSeni (40x aviac) zakreslime
a popiSeme jednotlivé pozorované struktury v ramci rastlinnej bunky.
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Cvicenie €. 6: Pozorovanie Struktur Zivoc¢iSneho objektu

Objekt: ZivociSny organizmus ako napr. ,vinna muska” (Drosophila melanogaster L.) alebo
mucha domaca (Musca domestica L.), pripadne pavuk alebo motyl.

Pomaocky: svetelny mikroskop, podlozné sklicko, krycie sklicko, pinzeta, preparacné ihly,
skalpel, kvapkadlo.

Postup: Podlozné aj krycie sklicko oCistime handrickou. Pripravime si nativny preparat casti
organizmu ZivocCiSneho objektu (napr. kridlo, noha, hlava) v kvapke destilovanej vody.
Preparat umiestnime do mikroskopu a pozorujeme pri réznych zvacseniach. Zakreslime
alebo odfotime a popiSeme jednotlivé pozorované Struktury.

Doba trvania: 20 min.

Vysledok: Pri malom zvacSeni (10x) pozorujeme tvar organu ajeho zakladnu Strukturu
v detailoch a ¢iastoCne aj jednotlivé bunky, ktoré tvoria tkanivo pozorovaného objektu. Pri
zvacseni 40x a spravnom zaostreni jasne vidime Struktdru buniek. DoleZité je vsak pouzivat
pri tomto zaostreni mikrometrickd skrutku. Pri zvacseni 100x vidime detailnd Struktiru
ZivoCiSnych tkaniv. Pozorované objekty zakreslime alebo odfotime a zapiSeme pozorované
Struktury pri jednotlivych zvacseniach.

Cvicenie €. 7: Pozorovanie prvokov

Objekt: voda 1z kaluZe, pripadne prirodnej vodnej ndadrZe obsahujica jednobunkové
eukaryotické organizmy z taxéonu nalevniky (Ciliophora).

Pomaocky: svetelny mikroskop, podlozné sklicko, krycie sklicko, pinzeta, preparacné ihly,
kvapkadlo.

Postup: PodloZzné aj krycie sklicko ocistime handrickou. Do stredu podlozného sklicka
kvapneme jednu kvapku experimentdlnej vody. Opatrne na kvapku polozime ocistené krycie
sklicko a preparat umiestnime do mikroskopu. Pozorujeme pri roznych zvacseniach, pricom
zatiname najmensim zvacsenim. Zakreslime alebo odfotime a popiSeme jednotlivé
organizmy a jeho Struktury, ktoré pozorujeme.

Doba trvania: 20 min.

Vysledok: Pri malom zvacseni (10x) pozorujeme tvar jednobunkovych eukaryotickych
organizmov a ich zakladnu Strukturu. Pri zvacseni 40x a viac a pri spravnom zaostreni jasne
vidime Struktudry vo vnutri bunky a pozorujeme jednotlivé bunkové organely. Pri zvacseni
100x vidime detailnu Struktiru povrchu tela jednobunkového organizmu a detailnu stavbu
jednotlivych organel. Pozorované struktury zakreslime alebo odfotime a popiSeme pri
jednotlivych zvacseniach.

Kontrolné otazky
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1. Na o sluzi mikroskop?

Z akych troch zakladnych casti sa sklada svetelny mikroskop a na €o su jednotlivé Casti
uréené?

Na ¢o sluzi makrometricka a na ¢o mikrometricka skrutka?

Popiste princip sledovania predmetu cez opticky mikroskop.

Na Co sluzi presavacia metdda?

Popiste, ako by ste uskutocénili presavaciu metédu.

V akej forme vidime obraz pod mikroskopom?

Aké dve podmienky musi spifiat preparat, aby bol spravne pripraveny?

W oo NUL W

Popiste kratko podlozné a krycie sklicko.
10. Vymenujte aspon dve chyby spésobujlce, Ze preparat je neostry a matny.

Zaujimavost

Rimania pouzivali zvac¢sSovacie skla uz pred 2000 rokmi. Prvy mikroskop bol zostrojeny okolo
roku 1590 holandskymi vyrobcami monoklov (sklenych SoSoviek) bratmi Hansom a
Zacharisom Janssenovcami. Neskoér sa touto prvou konstrukciou mikroskopu zaoberal a
vylepsoval ju napr. Galileo Galilei (1610). V roku 1663 anglicky badatel a geoldég Robert
Hooke skumal pod mikroskopom hmyz a rastliny. Zistil, Ze korok sa sklada z malych buniek,
¢o bol vedecky velmi vyznamny objav. Vo svojom diele Micrographia popisal konstrukciu
mikroskopu s oddelenym objektivom, okuldrom a osvetlovacim zariadenim. Prace Antona
van Leeuwenhoeka patrili k vrcholom mikroskopického pozorovania v obdobi 17. storocia.
Mikroskopy rychlo vzbudili zaujem o malé Zivé organizmy. Priblizne po roku 1980 boli
skonstruované aj iné typy snimacich mikroskopov. Elektrénovy mikroskop zobrazuje povrch
alebo vnutornu Struktiru pomocou elektronov. Na zobrazenie pouziva viditelné svetlo vo
forme fotonov. Prud elektrénov v tomto mikroskope je usmerneny a zaostreny na
zobrazovany objekt sustavou elektrostatickych a elektromagnetickych ,SoSoviek”.
Elektrénovymi mikroskopmi sa skimaju anorganické i organické vzorky, su schopné
identifikovat napriklad atémy, merat fyzikdlno-chemické i elektrické vlastnosti materidlov.
Neumoziuju vsak sledovat procesy v Zivych bunkach. Polarizacny mikroskop sa riadi
Biotovymi zdakonmi suvisiacimi s rotacnou polarizdciou a pouziva sa hlavne v mineraldgii.
Fluorescencny mikroskop je zaloZeny na principe, Ze niektoré latky po absorpcii UV Ziarenia
vysielaju Ziarenie vaciej vinovej dizky. Pri tomto type mikroskopu sa vyuZiva napriklad
fluoreskujuca vlastnost farbiv viazanych na skimané struktary buniek. SIUZi na pozorovanie
Specifickych Struktur v rdmci rastlinnych i zivociSnych buniek. Tento typ mikroskopie ako prvy
umoznil vizualizovat Struktiry cytoskeletu eukaryotickych buniek, vyuZiva sa v
imunohistoldgii, imunocytolégii a imunocytochémii. V bunkovej bioldgii sa vyuZiva na
identifikaciu zlozZiek cytoskeletu, bunkovych organel a k sledovaniu biochemickych procesov.
V mikrobioldgii sa vyuZiva k identifikacii roznych bakteridlnych rodov.

Renomovanou znackou v mikroskopii a laboratérnej optike je uz od roku 1846 znacka Carl
Zeiss. Jej zakladatelom bol nemecky optik a jemny mechanik Carl Zeiss. Carl Zeiss sa narodil
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11. septembra 1816 v nemeckom meste Weimar ako piate z dvanastich deti dvorného
sustruznickeho majstra, po ktorom zdedil cit k remeslu. S odhodlanim stat sa mechanikom
nastupil ako osemndstrocny na univerzitu v Jene, kde navstevoval rézne prednasky, najma
matematiku, fyziku a mineraldgiu. Buduci priekopnik rozvoja mikroskopu v 19. storoci si
uvedomoval, Ze na lepsiu konstrukciu optickych SosSoviek je potrebny aj teoreticky zaklad.
Znacka Carl Zeiss sa stala symbolom priekopnictva a najvyssej kvality. Ich mikroskopy pri
svojich objavoch vyuZzili napriklad svetoznami vedci Louis Pasteur ¢i Robert Koch.
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SACHARIDY

Zivd hmota (bioplazma) nie je z hladiska chemického zloZenia jednotna, ale sklada sa
z mnohych [atok, ktoré sa vyskytuju vo forme prvkov a zlucenin. Bioplazma sa vyznacuje
uréitym stupnom organizacie a prebiehaju v nej rézne biochemické procesy. Bioplazma
obsahuje asi 60 prvkov z Mendelejevovej periodickej sustavy. VSetky prvky podielajice sa na
stavbe latok Zivej prirody sa nazyvaju biogénne prvky. Z hladiska organickych latok su
v bunke najviac zastupené: sacharidy, proteiny, tuky, nukleové kyseliny. Tieto zlozky Zivych
organizmov nazyvame primarne metabolity.

Sacharid alebo glycid je spolo¢ny ndzov pre skupinu opticky aktivnych
polyhydroxyderivatov karbonylovych zlicenin, ktoré sa nachadzaju vo vsetkych Zivych
organizmoch a virusoch. Sacharidy su organické zluceniny zlozené z uhlika (C), vodika (H) a
kyslika (O). Ich derivaty mozu obsahovat aj fosfor (P), dusik (N) alebo siru (S).

Hlavné funkcie sacharidov su nasledovné: i) zdroj energie (vacSina sacharidov,
predovsetkym glukdza), ii) Strukturna (stavebnd) funkcia (hlavne celuléza pri rastlindch
a chitin pri zZivocichoch), iii) zasobna funkcia (v rastlinach skrob, v hubach a Zivocichoch
glykogén), iv) sucast biologicky aktivnych molekdl ako si enzymy, hormdny, nukleové
kyseliny (napr. DNA, RNA alebo ATP), v) sucast biologickych membran (glykoproteiny a
glykolipidy).

Sacharidy rozdelujeme na monosacharidy (zakladné stavebné jednotky polysacharidov),
oligosacharidy (poc¢et monomérnych jednotiek je 2-10) a polysacharidy (zloZzené z viac ako 10
monomérnych jednotiek). Podla poctu uhlikov v retazci delime monosacharidy na tridzy (3
uhliky), tetréozy (4 uhliky), pentdzy, hexozy, a heptdzy atd. Podla vyskytu keténovej alebo
aldehydovej funkénej skupiny delime monosacharidy na ketdzy a alddzy. Podla pritomnosti
volnej poloacetdlovej skupiny v molekule delime sacharidy na i) redukujuce aii)
neredukujuce. Redukujlice sacharidy maju volny poloacetal a funguju ako redukéné cinidla.
Samé sa pritom oxiduju. Neredukujice sacharidy nemaju volny poloacetal, nedokazu sa
premenit na necyklickii formu s aldehydovou alebo keténovu skupinou, zostavaju v cyklickej
podobe. NemdZzu sa oxidovat. Pritomnost volnej poloacetdlovej skupiny redukujucich
sacharidov sa vyuZiva na dokazové reakcie monosacharidov.

Monosacharidy su bezfarebné krystalické latky, dobre rozpustné vo vode alebo v
zriedenych roztokoch etanolu, nerozpustaju sa dokonca i v mierne polarnych, organickych
rozpustadlach. Je pre ne charakteristicka viac ¢i menej sladka chut. Z chemického hladiska to
su polyhydroxyketény (ketdzy) alebo polyhydroxyaldehydy (alddzy), pretoZe vo svojej
Strukture obsahuju keténovu alebo aldehydovu funkénd skupinu a hydroxylovd funkénu
skupinu. NajvyznamnejSie monosacharidy so Siestimi atdmami uhlika v molekule su glukéza
(alddza) a fruktoza (ketodza).

Oligosacharidy delime podla po¢tu monomérov na disacharidy (2 monosacharidy, napr.
sachardéza zloZend zglukdzy a fruktdzy), trisacharidy (3 monosacharidy) apodobne.
Monosacharidové jednotky sa spadjaju glykozidovou vdzbou. Medzi najznamejsie
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oligosacharidy patria: sachardza — repny cukor (glukéza + fruktéza), laktéza — mlie¢ny cukor
(galaktoza + glukdza), maltéza — melasovy alebo sladovy cukor (glukdza + glukdéza) a rafindza
— sucast repného cukru (galaktéza+fruktdza+glukdza).

Polysacharidy maju retazcové molekuly zloZzené z velkého poc¢tu monosacharidovych
jednotiek (molekul). Stavebnymi jednotkami polysacharidov moézu byt r6zne monosacharidy
a dokonca iich derivaty, ale najcastejsie vyskytujicim sa je glukdza. Vo vode sa iba tazko
rozpustaju, pricom tvoria iba nepravy koloidny roztok. V kyslom prostredi alebo pésobenim
enzymov sa Stiepia na oligosacharidy alebo az na monosacharidy. Medzi najznamejsie
polysacharidy rastlinného pévodu patria celuldéza (zdkladna Struktidrna latka rastlin), Skrob
(zakladna zasobna latka rastlin), inuliny, pektiny, kyselina alginova. Polysacharidy Zivocisneho
povodu reprezentuje napr. glykogén (zakladna zasobna latka Zzivocichov, ale aj hub
a baktérii), chitin (zakladna Strukturna latka hmyzu, kérovcov a hub), kyselina hyalurénova
(dolezitd pri mnohych biologickych a patobiologickych procesoch ako su napr. morfogenéza,
oprava tkaniva a rast nadorov), heparin (zabranuje zrdzaniu krvi).

Cvicenie C. 1: Priprava sacharidového roztoku z ovocia

Teoreticky Gvod: Ovocie je velmi vhodnym prirodnym zdrojom sacharidov. Prave sladka chut
ovocia sved¢i otom, Ze je vinom obsiahnutych vysoky podiel monosacharidov. V ovoci
pozorujeme, v zavislosti od zrelosti (¢im zrelSie ovocie, tym vyssi obsah sacharidov) a typu,
vysoky podiel fruktézy a glukdzy. Glukdéza (aldohexdza) je velmi rychlym a efektivnym
zdrojom energie avrastlinnych organizmoch vznikd ako produkt fotosyntézy. Fruktdza
(ketohexdza) sa nazyva aj ovocny cukor a ako velmi dobry zdroj energie pomaha telu rychlo
regenerovat po chorobe i psychickej zatazi. Monosacharidmi si ludské telo jednoduchsie
vytvori zdsoby energie a nespdsobuju prudké vykyvy hladiny cukru v krvi (doleZité pre ludi
trpiacich cukrovkou). Velmi dobrymi rastlinnymi zdrojmi sacharidov su napr. figy, banany
(hlavne susené), ananas, ardnia, datle, jarabina, susené jablka, hrozno.

Objekt: vzorka ovocia (napr. susené figy, datle, hrozno, jablko alebo hruska).

Pomocky: trecia miska, kadicka, odmerny valec, filtracny lievik, filtracny papier, stojan na
filtranu aparaturu, svorka, lyZic¢ka, vari¢, Petriho miska.

Chemikalie: morsky piesok, destilovana voda.

Postup: Odvazime si 50 g ovocia (ak mame Cerstvé ovocie, zbavime ho pred vazenim Supky
a semienok). Ovocie najemno nastruhame alebo nakrajame. V pripade suseného ovocia po
jeho odvazeni ovocie nakrajame alebo nastrihame na malé casti. Ovocie preloZzime do trecej
misky a pridame lyZicku morského piesku, aby sme urychlili rozrusenie bunkovych stien. Po
homogenizacii ovocia priddme do trecej misky 20 ml teplej destilovanej vody azmes
premieSame. Pripravime si filtraCnu aparaturu. Na urychlenie filtracie pouZijeme skladany
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filtracny papier. Zmes filtrujeme a zaroven dalsimi 30 ml teplej destilovanej vody premyjeme
treciu misku. Po prefiltrovani ziskame sacharidovy roztok ovocia, ktory prikryjeme Petriho
miskou a pouZijeme na dalSie analyzy.

Doba trvania: 25 - 30 min.

Vysledok: ZapiSeme postup aspoOsob ziskania produktu. Zaznamename konzistenciu
ziskaného roztoku ajeho vlastnosti (farba, vona, konzistencia a podobne), ktoré su
pozorovatelné zmyslami (zrak, cuch).

Cvicenie C. 2: Dokaz pritomnosti redukujuceho sacharidu

Teoreticky Gvod: V pritomnosti oxidaénych ¢inidiel, kovovych iénov ako Cu®* a uréitych
enzymov, monosacharidy podliehaju oxidaénym reakciam. Oxidaciou aldehydovej skupiny
aldoéz vznikaju aldénové kyseliny. Pri oxidacii koncovej —CH,OH skupiny (primdrna alkoholova
skupina) sa tvoria urénové kyseliny. Vysledkom oxidacie oboch uvedenych skupin su
aldarové kyseliny. Na to, aby doslo k oxidacii aldehydovej alebo keto- skupiny, je nutné, aby
sacharid obsahoval volny poloacetalovy hydroxyl na C-1 alebo poloketalovy hydroxyl na C-2.
Tym sa zabezpedi to, aby mohol sacharid volne prechadzat z cyklickej formy na otvorenu
formu, ktora je potrebnda na priebeh oxidacnej reakcie. Takym sacharidom hovorime, Ze su
redukujuce (samé sa oxiduju). VSetky monosacharidy su redukujice, ¢o sa vyuZiva na ich
dokaz (dbékazové reakcie sacharidov).

Vystavenim varu mono- a disacharidov obsahujucich volnu poloacetalovu
hydroxyskupinu v silno alkalickom prostredi vznikaju ako medziprodukty tzv. reduktony,
ktoré redukuju komplexne viazané iény tazkych kovov (Cu®, Bi**, Fe*, Hg®', Ag") a niektoré
iné latky (kyselinu pikrovd, metylénovd modru).

Na dokaz redukujucich sacharidov sa vyuziva Fehlingovo Cinidlo. Jeho nevyhodou je, Ze
je nestdle atak sa vidy pred reakciou musi pripravit Cerstvé. Pri vare sacharidu s
Fehlingovym cinidlom sa wvyluci ZltoCervena zrazenina Cu,0 a sucasne sa meni modré
sfarbenie roztoku do zelena, zelenozlta azZ Zltozelena.

Objekt: roztok sacharidu pripraveny v cviceni €. 1, med, jablkovy dzZus.

Pomaocky: stojan na skumavky, skimavky, kadi¢cky, odmerny valec, tyc€inka, pipeta, baldnik,
vodny kupel.

Chemikalie: Fehlingov roztok | (40 g CuSO4 . 5H20 v 1000 ml vody) a Fehlingov roztok Il (200
g vinanu sodnodraselného a 150 g NaOH v 1000 ml vody).

Postup: Pripravime si stojan na skimavky a Styri skimavky, ktoré ocislujeme cislami 1 az 4.
V kadicke rozmieSame 10 g medu v 30 ml destilovanej vody. Do 1. skimavky napipetujeme 2
ml sacharidového roztoku. Do 2. skimavky pridame vodny roztok medu. Do 3. skimavky
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pridame 2 ml jablkového dzusu. Do 4. skimavky napipetujeme 2 ml destilovanej vody, to
bude kontrolna vzorka. V kadicke zmieSame 1 ml Fehlingovho roztoku | a Fehlingovho
roztoku Il. Do kazdej skimavky kvapneme dve kvapky Fehlingovho Cinidla. Farebnud zmenu
v pritomnosti redukujucich sacharidov pozorujeme po kratkej chvili aj pri laboratdrnej
teplote, zohrievanim skumaviek vo vodnom kupeli vSak reakciu urychlime. Pozorujeme
farebnd zmenu v pripade neredukujucich sacharidov.

Doba trvania: 25 - 30 min.

Vysledok: Popiseme zmeny, ktoré sme pozorovali v jednotlivych skimavkach. Na zaklade
vysledkov popiSeme, v ktorej skimavke sme mali redukujuce sacharidy, pripadne na zaklade
pouzitého materialu aj aké sacharidy boli pritomné v danej vzorke.

Cvicenie ¢&. 3: Specifické dokazové reakcie v sacharidovych roztokoch

a) Dokaz glukdzy, specificky dékaz na aldézy

Teoreticky uvod: Glukéza (hroznovy cukor) je monosacharid patriaci medzi aldohexdzy.
Existuje v dvoch enantioméroch, D-glukdza a L-glukdza. V organizme ma osobité postavenie,
prudi krvou a tym sa dostava do celého tela. Glukdza je biela, krystalicka latka, rozpustna vo
vode, sladkej chuti. Nachadza sa v roznych castiach rastlin, najma v zrelych plodoch. Je
vyznamnym zdrojom energie a je fahko stravitelna. V lekdrskej praxi sa vyuZiva na pripravu
injekénych a infuznych roztokov a hojivych masti. Nachadza sa v ovoci, ovocnych stavach
a mede.

Dokazova reakcia Specificka pre glukdzu je reakcia s jodidom draselnym. Trijodid oxiduje
aldézy a pritom sa vyredukuje jéd (hneda farba). Dokaz glukdzy v zasaditom prostredi je
Specificky dokaz pre alddzy. V pripade pozitivnej reakcie dochddza k hnedému zafarbeniu,
pretoZe sa vyredukuje jéd, ktory je hnedej farby.

Objekt: Jabl¢na Stava, sacharidovy roztok z ovocia, vodny roztok medu, destilovana voda.
Pomacky: Skiumavky, stojan na skimavky, pipety s balénikom.

Chemikalie: Roztok jédu (l;) v jodide draselnom (KI) (c = 0,1 mol.dm™), roztok hydroxidu
sodného (NaOH) (c = 2 mol.dm™).

Postup: Pripravime si Styri skimavky, ktoré si ocislujeme. Do kazdej skimavky dame 2 ml
roztoku jédu vKI a po kvapkich priddvame NaOH tak dlho, pokial nevznikne
z tmavohnedého svetloZlté zafarbenie (staci pridat jednu az dve kvapky zvycajne, priddvame
velmi opatrne). Potom pridame do 1. skiimavky 2 ml jabl¢nej Stavy. Do 2. skimavky priddme
2 ml sacharidového roztoku pripraveného v cviceni ¢. 1, do 3. skimavky priddme 2 ml
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vodného roztoku medu a 4. skimavka bude obsahovat 2 mldestilovanej vody ako kontrola.
Pozorujeme vzniknuté farebné zmeny.

Doba trvania: 15 min.

Vysledok: PopiSeme zmeny vskumavkach pri jednotlivych vzorkach. Vysvetlime, Ci
v niektorej vzorke pozorujeme pritomnost glukdzy a aky je pre toto konstatovanie dokaz.

b) Dokaz fruktdzy, Specificky dokaz na ketdzy - Seliwanova reakcia

Teoreticky Uvod: Fruktdza (ovocny cukor) je najsladsi cukor. V krvi sa rychlejSie metabolizuje,
preto ju mozu pouzivat aj diabetici. Podobne ako glukdza je sucastou ovocia (jahody, maliny,
Cucoriedky), zeleniny (meldn, sladké zemiaky) a je podstatnou zloZzkou medu. PouZiva sa na
sladenie cukroviniek, ovocnych Stiav, jogurtov, konzervovaného ovocia a mrazenych
dezertov.

Seliwanovova reakcia rozliSuje ketohexdzy od aldohexdz. Ketohexdzy dehydratuju rychlo
za vzniku 5-hydroxymetylfurfuralu, zatial ¢o aldohexdzy dehydratuju ovela pomalsie. 5-
hydroxymetylfurfural reaguje s rezorcinolom za vzniku tmavocerveného kondenzacného
produktu: 5-hydroxymetylfurfaral + rezorcinol - tmavo Cerveny produkt.

Objekt: Jablkova stava, sacharidovy roztok z ovocia, vodny roztok medu.

Pomaocky: Skumavky, stojan na skimavky, pipeta s baldnikom, drziak na skumavky, vodny
kuapel, koncentrovana kyselina chlorovodikova (HCI), rezorcinol.

Postup: Pripravime si Styri skimavky. Do 1. skimavky napipetujeme 2 ml jabl¢nej Stavy, do
2. skimavky 2 ml sacharidového roztoku ziskaného z ovocia, do skimavky 3 pridame 2 ml
vodného roztoku medu a 4. skimavka bude sliZit ako kontrola, do nej priddme 2 ml
destilovanej vody. Do kazdej skimavky priddme opatrne a v digestore 2 ml koncentrovanej
HCI. Potom pridame do kazdej skimavky na hrot Spachtle rezorcinol a zohrejeme vsetky
skumavky vo vodnom kupeli. Pozorujeme vzniknuté zmeny.

Doba trvania: 15 min.

Vysledok: ZapiSeme, aké farebné zmeny pozorujeme v kazdej skimavke av ktorej by
vzhladom k pozorovanym zmenam mohla byt pritomna ketdza. Vysvetlime ziskané vysledky
a priebeh reakcie s vyslednym produktom.

Cvicenie €. 4: Ddkaz redukujucich sacharidov (Tollensov test)

Teoreticky Uvod: Glukdza a fruktéza spdsobuje sladkd chut ovocia v bunkovej stave. Patria
medzi monosacharidy s karbonylovou funkénou skupinou, ktord ma redukcéné vlastnosti. Ked'
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pridame do cukornych extraktov plodov lahko redukovatelné latky, vznika typické sfarbenie
alebo zrazenina.

Pri vzniku Tollensového Cinidla dochadza najskér k reakcii dusi¢nanu strieborného a
zriedeného roztoku amoniaku — vznika Seda zrazenina oxidu strieborného, ktora sa rozpusta
v nadbytku zriedeného roztoku amoniaku, vytvara sa bezfarebny komplex — diamin
strieborny katién.

V pripade pritomnosti redukujiceho sacharidu (ale aj akejkolvek volnej aldehydovej
skupiny) dochaddza k oxidacii aldehydovej skupiny na danom sacharide, zaroveri sa Ag’
redukuje na Ago. Pri tejto reakcii dochddza k vytvoreniu tzv. strieborného zrkadla na stenach
skiumavky. Glukdza je redukujuci monosacharid, ktory obsahuje aldehydovu skupinu — teda
dochadza k oxidacii aldehydovej skupiny na karboxylovu skupinu. V pripade glukézy dojde k
oxiddacii na kyselinu glukénovd. Sachardza je disacharid, ktory je tvoreny glukdzou a
fruktézou spojenych a(1->2) glykozidovou véazbou. Aldehydové skupiny (presnejsie
poloacetalové hydroxyly), ktoré by sa mohli oxidovat, st zapojené do glykozidovej vazby, a
preto sachardza patri medzi neredukujice sacharidy, a teda sachardéza s Tollensovym
¢inidlom nereaguje. MéZeme pozorovat bezfarebny roztok v skiimavke.

Poznamka: Zahrievanim roztoku sachardézy s Tollensovym roztokom nad kahanom alebo vodnom kipeli, moze
dochédzat k hydrolyze sacharézy. Sachardza sa hydrolyzuje za vzniku glukdzy a fruktézy — po dlhsej dobe
dochddza i vtomto pripade k tmavnutiu obsahu skimavky, ktoré je sp6sobené reakciou glukdzy a fruktdzy
s Tollensovym cinidlom.

Objekt: Jablkova stava, sacharidovy roztok z ovocia, vodny roztok medu.
Chemikalie: Tollensovo ¢inidlo (amoniakalny roztok dusi¢nanu strieborného).

Pomocky: skimavky, stojan na skimavky, kvapkadlo, destilovand voda, vodny kupel, drziak
na skumavky.

Postup: Do troch oznacenych skimaviek v stojane napipetujeme po 2 ml sacharidovych
roztokov (jablkova $tava v skimavke €. 1, sacharidovy roztok z ovocia v skimavke €. 2, vodny
roztok medu v skimavke ¢. 3) a4. skimavka bude obsahovat 2 ml destilovanej vody
(kontrola). Do kazdej skimavky priddme 2 ml Tollensovho Cinidla, ktoré si pripravime tesne
pred samotnou analyzou. Obsah skimaviek zahrejeme vo vriacom vodnom kupeli
a pozorujeme vzniknuté zmeny.

Doba trvania: 25 min.

Vysledok: ZapiSeme vzniknuté zmeny v jednotlivych skimavkach a porovname vysledky
s kontrolou (skumavka ¢. 4). Vysvetlime vzniknuté zmeny v pripade pozitivnej reakcie
sacharidovej vzorky s Tollensovym cinidlom.

Cvicenie €. 5: Ddkaz sacharidov (Molischova skuska)
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Teoreticky princip: Molischova skuska sluzi k detekcii vSetkych sacharidov — reakcie
umoziuju odliSenie sacharidov od ostatnych prirodnych latok (napr.: lipidov, proteinov).
Pozitivny vysledok poskytuju monosacharidy, disacharidy, oligosacharidy i polysacharidy. Di-,
oligo- a polysacharidy mézu podliehat hydrolyze na monosacharidy vplyvom silnej
mineralnej kyseliny (koncentrovana kyselina sirova).

Molischova reakcia je vSeobecny test na vsetky monosacharidy, ktoré obsahuju pat
a Sest atomov uhlika. Test je zaloZeny na schopnosti monosacharidov podstupovat kyselinou
katalyzovanu dehydrataciu za vzniku aldehydu. V prvom kroku sa u¢inkom koncentrovanej
kyseliny sirovej tvori z pentdz furfural a z hexéz 5-hydroxymetylfurfural. V druhom kroku
kondenzuje furfural, resp. 5-hydroxymetylfurfural s dvoma molekulami a- naftolu
(Molischovo cinidlo), pricom vznika fialovo sfarbeny produkt. Rovnako aj disacharidy a
polysacharidy davaju pozitivny vysledok, ked si hydrolyzované kyselinou na 5- a 6-uhlikové
monosacharidy.

Objekt: Jablkova stava, sacharidovy roztok z ovocia, vodny roztok medu.

Chemikalie: Molischovo cinidlo (10 % roztok 1-naftolu (a-naftol) v96 % etanole),
koncentrovana kyselina sirova (H,S0;,).

Pomacky: skimavky, stojan na skimavky, pipeta s balénikom, kvapkadlo, vodny kupel.

Postup: Pripravime si v stojane 4 skimavky. Do 1. skimavky pridame 2 ml jablkového dzusu,
do 2. skimavky ziskany sacharidovy roztok z ovocia a do 3. skimavky pridame 2 ml vodného
roztoku medu. 4. skimavka obsahuje 2 ml destilovanej vody a sluzi ako kontrola. Do kazdej
skiumavky priddme 2-3 kvapky Molischovho ¢inidla. Nepretrepavame. Nasledne opatrne po
stenach nalejeme v digestore do kaZzdej skiumavky 2 ml koncentrovanej kyseliny sirovej.
Pracujeme opatrne a v rukaviciach. Pozorujeme vzniknuté zmeny.

Doba trvania: 30 min.

Vysledok: ZapiSeme do protokolu pozorované farebné zmeny v jednotlivych skimavkach.
Vyhodnotime a vysvetlime, v ktorych skimavkach sme dokazali pritomnost sacharidov.
PopiSeme priebeh reakcii avysledny vzniknuty produkt. Porovname vzniknuté farebné
zmeny v skimavkach v porovnani s kontrolou.

Cvicenie €. 6: Dokaz sacharidov (Tymolova skuska)

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

Objekt: Jablkova stava, sacharidovy roztok z ovocia, vodny roztok medu.

Chemikalie: 3 % etanolovy roztok tymolu, koncentrovana kyselina chlorovodikova (HCl),
chlorid sodny (NaCl).
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Pomocky: skimavky, stojan na skimavky, pipeta s balénikom, kvapkadlo, vodny kupel.

Postup: Pripravime sme Styri skimavky a oznacime ich cislami 1 az 4. Do 1. skimavky
napipetujeme 1 ml jablkovej $tavy, do 2. skimavky 1 ml sacharidového roztoku, do 3.
skiumavky 1 ml vodného roztoku medu a do 4. skimavky 1 ml destilovanej vody (kontrola).
Do kaydej skumavky pridame niekolko kvapiek roztoku tymolu, 5 ml koncentrovanej HCl a
niekolko krystalov NaCl. Obsah skiumavky zahrejeme.

Doba trvania: 15 min.

Vysledok: ZapiSeme do protokolu pozorované farebné zmeny v jednotlivych skimavkach.
Vyhodnotime a vysvetlime, v ktorych skimavkach sme dokazali pritomnost sacharidov.
Porovname vzniknuté farebné zmeny v skimavkach v porovnani s kontrolou.

Cvicenie €. 7: Dokaz pritomnosti Skrobu

Teoreticky Gvod: Skrob je rastlinnd zasobna latka. Skladd sa z dvoch polysacharidov —
linedrna amyldza (tvori asi 20 % Skrobu) a rozvetveny amylopektin (asi 80 % Skrobu).
Stavebnou jednotkou obidvoch zloZiek je a-D-glukopyrandza. Skrob je biela praskova latka
bez chute a zapachu. Vyskytuje sa v rastlinach (zemiaky, obilie, r6zne zasobné organy, plody
a listy rastlin) ako rezervna latka. Patri medzi biologicky a aj hospodarsky najvyznamnejsie
sacharidy. Ma velky vyznam pre vyZivu ludstva. V priemysle sa pouZziva na vyrobu lepidiel, na
Skrobenie vlakien a tkanin a v neposlednom rade v potravinarstve.

Amyléza je funkénou zloZzkou Skrobu. Je charakteristicka svojimi nerozvetvenymi
retazcami, pricom glukézové jednotky su spojené a-1,4 glykozidovou védzbou. Z chemickej
Struktdry vyplyva jej velmi nizka rozpustnost vo vode. Na jej solubiliziciu je nevyhnutné
zvysit teplotu, ¢im dochddza k jej mazovateniu. Reaguje s jdodom a vznika intenzivne modré
sfarbenie. Podstata tejto reakcie je v tom, Ze sa molekuly jéodu dostavaju do dutin zavitnice,
¢im sa meni ich schopnost absorbovat svetlo.

Amylopektin je druhou vyznamnou zlozkou Skrobu, ktord sa nachadza najma vo
vonkajSej casti Skrobovych zfn. Glukézové jednotky su v amylopektine viazané o-1,4
glykozidovou vazbou a v mensej miere sa vyskytuju aj a-1,6 vazby, ¢im dochadza k vetveniu
retazca. Amylopektin ma vyrazne vyssiu rozpustnost vo vode.

Dbékazom pritomnosti Skrobu je vznik tmavo modrého zafarbenia. Ide o vlastnost, kedy
sa jod vlLugolovom roztoku interkaluje do zavitnicovej Struktury Skrobu. Je to rychla
a vizualna, dékazova reakcia Skrobu. Tzv. ,rozpustny Skrob“ pouzivany napriklad na vyrobu
pripravkov na Skrobenie pradla, niektorych praskovych potravinovych produktoch (ako su
napr. pudingy) alebo v lepidle Herkules ddvaju s Lugolovym roztokom jemné ruzovo-hnedé
sfarbenie, ¢o je dékazom pritomnosti dextrinov, ktoré su Stiepnymi produktmi Skrobu a su
lepSie rozpustné vo vode neZ Skrob. PouZivaju sa ako lepidl3a.
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Objekt: skrobovy vyluh zo zemiaku, ktory pripravime Idhovanim postruhaného zemiaku
v teplej destilovanej vode, izolovany suSeny zemiakovy alebo kukuriény Skrob.

Pomacky: stojan na skimavky, skimavky, pipeta, baldnik, laboratérna lyzicka.

Chemikalie: Lugolov roztok.

Lugolov roztok sa pripravuje tak, Ze sa rozpusti jodid draselny (KI, 1,5 g) v 100 cm’® destilovanej vody a prida sa jod (1, 0,5 g).
Vysledny roztok sa pouziva na dokaz pritomnosti Skrobov (modrofialové sfarbenie) v roztokoch a pri inych cytochemickych
analyzach. Lugolov roztok z praxe pozndme ako dezinfekény prostriedok pouzivany na dezinfekciu sliznic (Solutio iodi
aquosa, Solutio Lugoli).

Postup: Do jednej skimavky nasypeme lyZicku Skrobu. Priddme niekolko kvapiek Lugolovho
roztoku. Do dalSich dvoch skimaviek nalejeme 2 ml Skrobového vyluhu. Prvu z tejto dvojice
skimaviek poriadne pretrepeme a pridame niekolko kvapiek Lugolovho roztoku. Druhu
skimavku za staleho pretrepavania zahrievame vo vodnom kupeli do varu. Nechame
vychladnut pod priudom tecucej vody alebo v kadicke so studenou vodou. Potom priddame
niekolko kvapiek Lugolovho roztoku a premieSame. Kontrolou je skiumavka s destilovanou
vodou, kde sme k 2 ml destilovanej vody pridali par kvapiek Lugolovho roztoku. Pozorujeme
farebnd zmenu pritomnostou Skrobu.

Doba trvania: 20 min.

Vysledok: PopiSeme, ako sa spraval Skrob vo vodnom roztoku bez a pocas jeho zahrievania.
PopiSeme, kedy aza akych okolnosti dosSlo kfarbeniu Skrobu pritomnostou Lugolovho
roztoku. Popiseme farebné zmeny v skidmavkach so Skrobom v porovnani s kontrolnou
vzorkou. PopiSeme vlastnosti skrobu.

Cvicenie ¢. 8: Skrobové zrna v rastlinnych bunkach

Teoreticky Gvod: Skrobové zrnd maju v rastlinnych bunkach 3pecificky tvar v zavislosti od
rastlinného druhu. Na povrchu maju dvojiti obalovii membranu. Skrobové zrnad z hluzy
zemiaka maju tvar lastlry. Vrstevnatu Strukturu Skrobovych zin v parenchymatickych
bunkach hluzy sp6sobuju vrstvy skrobu s roznym obsahom vody a teda aj s roznym indexom
lomu svetla. Skrobové zrnd p3enice su $oSovicového tvaru a maju réznu velkost, moézu byt
velké a malé. Skrobova zrnad kukurice su nepravidelné, mnohostranné, vo vnatri maju
hviezdicovitu dutinku, ktord je na povrchu zrna viditelnd ako hviezdicovita trhlina. Skrob je
polysacharid, ktory sa jodom farbi na modro. Na detekciu Skrobovych zfn sa pouZziva
v biologickom laboratériu Lugolov roztok, ktorym sa Skrobové zrnd farbia na modro az
fialovo. Ostatné casti bunky po farbeni Lugolovym roztokom zostavaju bezfarebné.

Objekt: hluza lulka zemiakového (Solanum tuberosum MILL.), zrno kukurice siatej (Zea mays
L.), zrno pSenice letnej (Triticum aestivum L.).
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Pomocky: mikroskop, podlozné sklicko, krycie sklicko, preparacna ihla, skalpel (alebo Ziletka),
pinzeta, filtracny papier, Lugolov roztok, kvapkadlo.

Postup: Kusok osupanej hfuzy zemiaka oplachneme vodou a pomocou Ziletky zhotovime ¢o
najtensi preparat (priesvitny). Preparacnou ihlou alebo pinzetou ho prenesieme na podlozné
sklicko do kvapky vody a prikryjeme krycim sklickom. Prezrieme pod mikroskopom a
zakreslime bunky zemiakovej hluzy, ktoré su parenchymatické. Potom presavacou metdédou
aplikujeme na preparat Lugolov roztok a opéat pozorujeme pod mikroskopom. Zakreslime
bunky s typickymi Skrobovymi zrnami. Podobne pripravime preparat zo zrna kukurice siatej,
pSenice letnej, pripadnej zasobného orgadnu inej rastliny v kvapke vody a presavacou
technikou aj v Lugolovom roztoku. V inom experimente zrno kukurice rozrezeme skalpelom a
preparacnou ihlou alebo Ziletkou vySkrabneme trochu muéneho obsahu (endosperm). Ten
prenesieme do kvapky vody na podloZznom sklicku. Prikryjeme cistym krycim sklickom,
odsajeme nadbyto¢nu tekutinu a pozorujeme. Obdobne pozorujeme Skrobnaty endosperm
inych rastlinnych zdrojov. Porovname tvar skrobovych zin v bunkach jednotlivych objektov.

Doba trvania cvicenia: 20 - 30 min.

Vysledok: Zakreslime alebo odfotime pri mensom i va¢Som zvacseni pozorované objekty pod
mikroskopom. PopiSeme Struktury aich tvar, ktoré sa vyfarbili Lugolovym roztokom
a zapiSeme rozdiely v tvare Skrobovych zfn medzi jednotlivymi pozorovanymi rastlinnymi
druhmi.

Cvicenie €. 9: Pozorovanie amyloplastov pod mikroskopom

Teoreticky uvod: Skrob je polysacharid, ktory sa jédom farbi na modro. V rastlinnych
bunkach sa ako zasobna latka uklada v amyloplastoch, ktoré su za normalnych podmienok,
bez farbenia Lugolovym roztokom bezfarebné az biele. V bunkach sa Lugolovym roztokom
farbia len Skrobové zrnd, ostatné casti bunky zostadvaju bezfarebné. Tvar skrobovych zin je
typicky pre dany rastlinny druh. Skrobové zrna z hluzy zemiaka maju tvar lastury. Skrobové
zrnd psSenice su Sosovicového tvaru a maju roznu velkost, rozlisujeme velké a malé Skrobové
zrna. Skrobova zrnd kukurice su nepravidelné, mnohostranné, vo vnutri maju hviezdicovitu
dutinku, ktora je na povrchu zrna viditelnda ako hviezdicovita trhlina.

Objekt: hluza lulka zemiakového (Solanum tuberosum MILL.), zrno kukurice siatej (Zea mays
L.), zrno pSenice letnej (Triticum aestivum L.).

Pomocky: mikroskop, podlozné a krycie sklicka, skalpel (alebo Ziletka), pinzeta alebo
preparacna ihla, filtracny papier, Petriho miska, Pasteurova pipeta, Lugolov roztok.

Postup: Kisok osupanej hfuzy zemiaka opldchneme vodou a pomocou Ziletky zhotovime ¢o
najtensi preparat (priesvitny). Na malu Petriho misku si kvapneme par kvapiek Lugolovho
roztoku. Preparacnou ihlou prenesieme rastlinny preparat do Lugolovho roztoku. Po par
sekundach ho vytiahneme a premyjeme v destilovanej vode. VloZzime na podlozné sklicko do
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kvapky vody a prikryjeme krycim sklickom. Pozorujeme pod mikroskopom. Zakreslime bunky
s typickymi Skrobovymi zrnami, ktoré sa vdaka naviazaniu |, z Lugolovho roztoku sfarbili do
fialovo-modra. Podobne pripravime preparat zo zrna kukurice siatej, pSenice letnej,
pripadnej zasobného organu inej skrobnatej rastliny. Zrno kukurice rozrezeme skalpelom
a urobime tenky prieCny rez s muénym endospermom. Obdobne pozorujeme skrobnaty
endosperm inych rastlinnych zdrojov. Porovname tvar Skrobovych zfn v bunkach
jednotlivych rastlinnych objektov.

Doba trvania cvicenia: 25 min.

Vysledok: Fotografiou alebo nakreslenym obrazkom zdokumentujeme pozorované
amyloplasty jednotlivych rastlinnych druhov. PopiSeme pozorované Struktudry izmeny
zafarbenia sposobené Lugolovym roztokom.

Cvicenie €. 10: Skrobové zrna v rastlindch z rodu mlie¢nikovité

Teoreticky Gvod: Skrob je polysacharid predstavujici zasobné latky vyssich rastlin. Skrob sa
tvori polymerizaciou glukézy tvorenej v procese fotosyntézy, pricom sa oznacuje ako
asimilacny. Nasledne sa uklada v zasobnych orgdnoch rastlin (plodoch, semendach, hluzach,
korenioch ai.) a tento sa oznacuje ako Skrob zasobny. V rastlinnej bunke je Skrob ulozeny v
$pecializovanom type plastidov — v amyloplastoch vo forme skrobovych zfn. Tvar a velkost
Skrobovych zfn sU charakteristické pre konkrétne rastlinné druhy. Podla poctu jadier
rozliSujeme Skrobové zrna jednoduché (jedno jadro) alebo zloZené (viac jadier). Pri
niektorych Skrobovych zrnach mézeme pozorovat jednotlivé vrstvy, z ktorych je Skrobové
zrno zlozené — tato vrstevnatost je dana réznym obsahom vody. Po vyschnuti obsahujui zrnd
dutinu so vzduchom. Tvar a stavba Skrobovych zfn su dolezitymi rozliSovacimi znakmi pri
uréovani muky alebo zistovani kvality potravin. Skrobové zrnd rastlin z rodu mlieénikovité
maju neobvyklu Strukturu. Vo vyvijajucich sa Skrobovych zrnach su tycinkovitého tvaru
a uplne vyvinuté zrna maju tvar stehennej kosti vo vnutri so zretefnou dutinkou.

Objekt: rastlina z rodu mliecnikovité (Euphorbia) — prystec ohnivy, prystec najkrajsi, mliecnik
kolovratcovy, mlie¢nik chvojkovy a podobne.

Pomocky: mikroskop, podlozné sklicko, krycie sklicko, preparacna ihla, skalpel (alebo Ziletka)
a pinzeta, filtracny papier, Lugolov roztok, kvapkadlo.

Postup: Skalpelom odrezeme kusok vetvi¢ky nativnej rastliny. Do kvapky destilovanej vody
na podloznom sklicku zachytime kvapku vytekajucej stavy (latexu). Tekutinu prikryjeme
krycim sklickom a prebytoc¢nu tekutinu odsajeme kuskom filtracného papiera. Pozorujte tvar
a velkost skrobovych zfn a niekolko ich zakreslime. Presavacou technikou aplikujeme na
preparat Lugolov roztok. Pozorujeme pod mikroskopom pri mensom ivacSom zvacseni
Lugolovym roztokom zafarbené organy, prip. organely.

Doba trvania cvicenia: 15 min.
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Vysledok: Zakreslime alebo odfotime pozorované objekty pri mensom ivacSom zvacseni
mikroskopu, pred ipo aplikacii Lugolovho roztoku. ZapiSeme a vysvetlime, ¢o sme
pozorovali.

Cvicenie €. 11: Dokaz asimilacného Skrobu v chloroplastoch

Teoreticky uvod: Primarne syntetizovany Skrob sa oznacuje ako asimilaény. Postupne sa
transportuje do intenzivne rastucich organov a tiez do zasobnych organov rastlin, kde sluzi
ako rezerva v podobe zasobného skrobu. Uklada sa v tzv. amyloplastoch, ktoré patria k
najcastejsSie sa vyskytujucim bezfarebnym plastidom (leukoplastom) v rastlinnych bunkach.
Vyskytuju sa v zasobnych organoch rastlin, endosperme a kli¢nych listoch. Pod mikroskopom
su dobre viditelné po zafarbeni roztokom jodu (Lugolov roztok).

Objekt: listky machu naloZené v 96 % alkohole.

Pomocky: mikroskop, podlozné sklicko, krycie sklicko, preparacna ihla, skalpel (alebo Ziletka)
a pinzeta, Lugolov roztok.

Postup: Zhotovime nativny preparat listku machu priamo v Lugolovom roztoku. Pozorujeme
pri malom a velkom zvacseni. Zakreslime.

Doba trvania: 10 min.

Vysledok: V chloroplastoch zbavenych chlorofylu alkoholovou extrakciou najdeme fialové
miesta dokazujuce pritomnost Skrobu. Zakreslime a popiseme, ¢o pozorujeme. V pripade
pouzitia fotografie, popiSeme do protokolu, aké Struktury sme identifikovali a pri akom
zvacseni sme pozorovali objekt. Vysvetlime, ¢o sme pozorovali.

Cvicenie €. 12: Dokaz celulézy

Teoreticky Uvod: Celuldza je rastlinny polysacharid. Je to homoglykan, pretoze zakladnou
stavebnou jednotkou polyméru je monosacharid glukdzy. Vyskytuje sa v rastlinnej risi, kde
tvori podstatnu cast bunkovych stien. Celuldza je hlavna stavebna latka rastlinnych buniek a
spolu sligninomsa podiela na stavbe sekundarnych bunkovy stien. V niektorych
organizmoch sa tvori Cista celuléza (vldkna semien druhov rodu Gossypium), inde, napr. v
dreve, je sprevadzana dalsimi latkami, akymi su lignin, hemiceluldzy a Zivicami.

V celuléze su molekuly glukézy pospdjané B-D-glykozidovymi vazbami medzi C1 a C4
atdmami monosacharidu. Molekuly su nerozvetvené. Nativna celuldza sa sklada z 8-12 tisic
(niekedy az 25 tisic) glukézovych jednotiek. Retazec méze byt dlhy az niekolko um a jeho
,3D“ Struktura tvori tzv. micelu. Dvadsat aZz 40 retazcov (micel) tvori jednu mikrofibrilu s
priemerom 10-25 nm. Mikrofibrily spolu s dalsSimi komponentmi (hemiceluldzy, pektiny)
tvoria bunkovl stenu. Priestor medzi micelami a mikrofibrilami umoznuje pohyb vody,
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malych molekul a idnov do priestoru bunkovej steny. Tato stavba je charakteristicka pre
meristematické a intenzivne rastice bunky. Pri diferencidcii sa zacdina tvorit sekunddrna
bunkovd stena, ktora sa vyznacuje vzajomne rovnobeinou orientaciou celulézovych
mikrofibril.

Kyselina sirova hydrolyzuje celuldzu, ktord je hlavnou zlozkou rastlinnych pletiv
vyzretého rastlinného pletiva. Produktom hydrolyzy su kratSie sacharidové retazce az
monoméry glukdzy, ktoré sa jdédom farbia na modro. Medzi bunkami zostavaju nesfarbené
medzery, ktoré predstavuju strednu lamelu. Ta spdja dvojice susednych bunkovych stien a
obsahuje latky pektinovej povahy.

Celuldéza sa pouziva na vyrobu papiera, obalovych materidlov, hygienickych potrieb a
podobne. Pre vacsinu Zivocichov (aj Cloveka) je celuldza nestrdvitelna a v potrave prestavuje
tzv. vlakninu, ktord prejde cez traviacu sustavu a nasledne sa z tela vyluci bez vyraznejsej
zmeny. Je to dosledok toho, Ze Zivocichy nemaju enzymy schopné stiepit B-1,4 vazby medzi
jednotlivymi glukézovymi jednotkami. Jediné organizmy schopné spracovat celulézu
sU baktérie a vlaknité huby. Tieto maji enzymy schopné celuldzu Stiepit a dokonca pouzit
ako zdroj pre vyzivu. Pritomnostou tychto organizmov spravidla v gastrointestinalnom trakte
ZivoCichov, moéZu aj tieto sprostredkovane vyuZivat rastlinni potravu ako zdroj vyZivy
a energie. Podobne aj probiotické baktérie v ludskom gastrointestinalnom trakte rozkladaju
vybrané zlozky vlakniny, pricom tvoria kyseliny skratkym retazcom, teda metabolity
s pozitivnym vplyvom na ludské zdravie.

Cvicenie €. 12a

Objekt: starsi konarik bazy Ciernej (Sambucus nigra L.), pripadne stonka drevnatej byliny
(napr. vratic¢ obycajny (Tanacetum vulgare L)).

Pomocky: mikroskop, podlozné sklicko, krycie skli¢ko, preparacnd ihla, noZnice, Pasteurova
pipeta, Lugolov roztok, 10 % roztok (v/v) kyseliny sirovej (H,SO,).

Postup: Velmi tenky rez vnutorného pletiva kondra poloZime na podlozné sklicko s kvapkou
Lugolovho roztoku a prikryjeme krycim sklickom. Prebyto¢nu tekutinu odsajeme kuskom
filtraného papiera. Pod mikroskopom pozorujeme hnedé sfarbenie viakien celulézy. Potom
k okraju krycieho sklicka opatrne kvapneme kvapku 10 % (v/v) roztoku kyseliny sirove;j.
Kyselina zacne prenikat pod krycie sklicko a jej postupné prenikanie sledujeme pod
mikroskopom.

Doba trvania cvicenia: 10 min.

Vysledok: Zakreslime, ¢o pozorujeme pod mikroskopom a spravne popiSeme a vysvetlime
pozorované struktury.

Cvicenie ¢. 12b

Objekt: vnutorna pokozka cibule kuchynske;j.
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Pomocky: mikroskop, podlozné a krycie sklicko, skalpel, pinzeta, noznice, Pasteurova pipeta,
Lugolov roztok, 10 % roztok (v/v) kyseliny sirovej (H,SO4).

Postup: Z vnutornej pokozky cibule pripravime pomocou skalpela a pinzety Stvorceky
s rozmerom priblizne 5 mm x 5 mm. Stvoréek pokozky poloZime na podloiné sklitko do
kvapky Lugolovho roztoku a prikryjeme krycim sklickom. Pod mikroskopom pozorujeme
bunky pokozky, ktoré zakreslime do protokolu. Potom Lugolov roztok odsajeme a k okraju
krycieho sklicka kvapneme roztok kyseliny sirovej. Pozorujeme prenikanie kyseliny sirovej do
objektu a zmenu sfarbenia bunkovych stien. Zakreslime do protokolu.

Doba trvania cvi€enia: 15 min.
Vysledok: Zakreslime pozorovany objekt a spravne ho popiseme.

Cvicenie €. 12c

Teoreticky princip: Bavinené prirodné vldkno je skrutkovito stocené, ¢o je pre bavinu
charakteristické a mikroskopom dobre viditelné (na rozdiel od syntetického alebo vineného
vlakna). Po celej dizke mdzeme vidiet dutinu so zvy$kami cytoplazmy. Pri najvacéom zvacseni
je na povrchu viditelna jemne zvrasnena kutikula. Posobenim chlérzinkjédu sa vldkno
sfarbuje na modro az fialovo, ¢o je pozitivna reakcia na celulézu.

Celuldza je hlavnou zlozkou rastlinnych bunkovych stien. Je to polysacharid, ktory tvoria

jednovldknové molekuly celobiézy. Pocet jednotiek je v priemere 2000 - 10000. Molekuly
celulézy tvoria linedrne retazce a nerozpustné vo vode. Jddom sa celuléza na rozdiel od
Skrobu nefarbi. Celuléza je rovnako ako Skrob tvorena glukdézovymi jednotkami, ale jej
chemicka Struktura je rozdielna.

Objekt: Kusok bavinenej priadze (nezamenit bavinent priadzu so syntetickym vldknom)
alebo niekolko vlakien vaty.

Chemikalie: chldrzinkjod.
Pomacky: mikroskop, podlozné a krycie sklicko, preparacna ihla, pinzeta, skalpel.

Postup: Kusok bavinenej priadze rozstrapkame preparacnymi ihlami v kvapke chlérzinkjodu
na podloznom sklicku. Pre kontrolu priloZime na podlozné sklicko aj niekolko vldkien vaty
(vata je Cista celuldza). Pripravime preparaty a pozorujeme pod mikroskopom.

Doba trvania: 20 min.

Vysledok: Pozorujeme pod mikroskopom a zakreslime Strukturu prirodného vldkna baviny
a celuldzy. Zakreslime a vysvetlime farebné zmeny sp6sobné chlézinkjédom.

Kontrolné otazky

1. Co viete o monosacharidoch?
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2. Ako by ste charakterizovali oligosacharidy?

3. Uvedte troch najvyznamnejSich zastupcov monosacharidov, oligosacharidov
a polysacharidov.

4. Aké su to redukujuce sacharidy?

5. Aké su funkcie sacharidov v ludskom organizme?

6. Aké vazby su medzi monomérnymi jednotkami v polysacharidoch?

7. Popiste chemicku Strukturu glukozy.

8. Co je $krob a z ¢oho sa sklada?

9. Uvedte rozdiel medzi amylézou a amylopektinom.

10. Pomocou ¢oho dokazete pritomnost Skrobu v rastlinnych bunkadch a ¢o je vysledkom
tohto dokazu?

Zaujimavost

Svetlo je palivo pre Zivot. Pohana biochemické procesy potrebné k fotosyntéze, pri ktorej
rastliny vytvaraju z vody (H,O) sacharidy a kyslik. Chloroplasty v listoch zachytavaju energiu
fotonov z Cervenej a modrej Casti svetelného spektra a vyuzivaju ju k oddeleniu proténov
a elektrénov v molekulach vody cez membrany tylakoidov. Svetelna energia sa premiena na
energiu chemicku VO forme adenozintrifosfatu (ATP)
a nikotinamidadenindinukleotiddifosfatu (NADPH), pricom sa uvolfuje kyslik (O,). Uhlik
z CO, sa nasledne i) bud' fixuje v skeletoch jednoduchych cukrov (monosacharidov) ako je
napr. glukdéza a fruktdza a tie sa potom spdjaju a tvoria retazovité Struktury polysacharidov
ako je celuléza a lignim alebo ii) uklada ako zasobna energia vo forme Skrobu v korenoch,
hluzach alebo semenach. V noci stromy vyuzZivaju energiu nazhromaidenu pocas dna
k produkcii organickych latok. S vyuzZitim rozpustného dusika obsiahnutého v korenoch sa
monosacharidy transformuju na aminokyseliny a nésledne na alkaloidy (lieCivé ijedovaté),
fenolové zluceniny (ako napr. salicylaty, vanilin, antokyany) a na polymérne latky ako su
napr. lignin a triesloviny. Rastliny taktieZz dokazu redukovat sacharidy na lipidy, vdaka ¢omu
su schopné pre ¢loveka produkovat rastlinné oleje.
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PROTEINY

Proteiny patria medzi primarne metabolity. SU to biomakromolekuly zlozené z aminokyselin
pospajanych peptidovymi vidzba, ¢im sa vytvara tzv. polypeptidovy retazec. Existuje 20
Standardnych (tzv. proteinogénnych) aminokyselin, ktorych zaradenie do polypeptidového
retazca je "zapisané" v genetickej informacii. Vzdjomné posobenie aminokyselin vytvéra
komplikovanu, ale prisne determinovanu trojrozmernu Struktdru proteinu so Specifickou
funkciou. Ak je priemernd molekula proteinu zlozena z 50 aminokyselin, ich kombinaciou
moze vzniknut 20° = 1,13.10°%° moznych kombindcii, ¢o predstavuje nesmierne velkd
funkénu variabilitu tychto Struktudr. Sekvencie aminokyselin jednotlivych proteinov su v
organizmoch kdédované génmi, pricom jednu aminokyselinu moéze kdédovat aj viacero
koddnov (tripletov). Retazec proteinu je syntetizovany procesom tzv. translacie (prekladu
genetickej informacie z poradia nukleotidov v mRNA do poradia aminokyselin v
polypeptidovom retazci prostrednictvom genetického kddu), po ktorej nasleduje zbalenie
proteinu (tzv. folding) do fyziologicky funkénej trojdimenzionalnej Struktury.

Proteiny sa delia na jednoduché a zloZené. Jednoduché proteiny su také, ktoré
pozostdvaju iba z aminokyselin. Obvykle maji asi 80 % C, 23 % 0, 16 % N, 7% Ha 0,3 % S.
Zlozené proteiny obsahuju v molekuldch okrem aminokyselin i dalSie zlozky: sacharidy
(glykoproteiny), iony kovu (metalproteiny), hem (hemoproteiny) a pod.

Proteiny su zloZzené z o — aminokyselin. V proteinoch sa nachadza 20 r6znych druhov a —
aminokyselin. Rastlina je schopna syntetizovat vSetky a — aminokyseliny z jednoduchych
anorganickych zliéenin. Organizmus ¢loveka a ostatnych Zivocichov si nevie vytvorit vsetky a
— aminokyseliny. Proteiny su preto v potrave ¢loveka nenahraditelné, kym lipidy a sacharidy
nemusi organizmus ¢loveka na isty ¢as prijimat.

Proteiny, ktoré obsahuju vsetky esencidlne a — aminokyseliny, su plnohodnotné.
Proteiny, ktorym chyba jedna alebo viac a - aminokyselin, st neplnohodnotné a patria sem
napr. proteiny rastlin. Organizmus C¢loveka si nevie vytvorit 8 a — aminokyselin, preto ich
musi ziskavat zo stravy. Hovorime im esencidlne (nenahraditelné) a — aminokyseliny:
histidin, izoleucin, leucin, lyzin, metionin, fenylalanin, tryptofan a valin.

V pripade proteinov je moiné hovorit o jednotlivych drovniach ich Struktury.
NajzakladnejSia je primarna Struktura, ktorda oznacuje len sekvenciu aminokyselin, ktoré
tvoria molekulu proteinu. Zapisuje sa od N-konca po C-koniec, typicky jednopismenovymi
skratkami aminokyselin. Sekundarna Struktara hovori o istom vybratom Useku
polypeptidového retazca a ide o lokalne priestorové usporiadanie atémov hlavného retazca.
Najéastejsie konformacie su a-hélix a B-skladany list. UpIné trojdimenzionalne usporiadanie
atomov v proteine sa nazyva tercidrna Struktura. Tercidrna Struktdra zahfha cely
polypeptidovy retazec. Aj aminokyseliny, ktoré su navzajom v sekvencii velmi vzdialené,
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moézu v koneénom dosledku interagovat v priestore a stabilizovat Struktiru proteinu,
pripadne tvorit jej dolezité funkéné miesto. Kvartérna Struktira referuje o usporiadani
dvoch a viacerych polypeptidovych retazcov alebo podjednotiek vtzv. oligomérnych
proteinoch.

Proteiny zastavaju v organizme pestrd paletu funkcii a podobne ako iné
biomakromolekuly, su pre Zivot nevyhnutné. Su dolezité pre energeticky metabolizmus,
bunkovy cyklus, transportné mechanizmy, imunitu, bunkovu signalizaciu, maju regulacné aj
stavebné funkcie.

Casto sa vyskytujucim javom (pozorovanym v domdcnosti v kuchyni) je denaturacia
proteinov. Pod pojmom denaturacia sa mysli taka zmena trojdimenzionalnej Struktury
proteinu, ktord vedie ku strate jeho funkcie. Tento proces nastdva dbésledkom zmien
konformdcie polypeptidovych retazcov v molekule, pricom nedochadza k zmene primarnej
Struktury proteinu, ale meni sa kvartérna, tercidrna a sekundarna Struktura. Denaturacia
mbZe byt vratna alebo nevratna. Prechod denaturovaného proteinu do nativnej formy sa
nazyva renaturdcia.

Denaturacia mdze nastat:

e mechanickymi faktormi (napr. dlhodoby mechanicky pohyb pri miesani vaje¢ného bielka).

o fyzikdlnymi faktormi (zvySenou teplotou, susenim, roznymi druhmi Ziarenia, zmenou pH).

e chemickymi faktormi (kyselinami, zdsadami, solami taZzkych kovov, organickymi
rozpustadlami ako etanol aacetdn, denaturaénymi Cinidlami ako modovina, guanidin,
hydrochloridy a detergentmi).

Zvysend teplota narusa slabé interakcie v molekule proteinu (predovsetkym vodikové
mostiky). Ide o kooperativny proces — denaturdcia jednej cCasti okamZite spbsobuje
denaturdciu Casti ostatnych. Ak je denaturacia ireverzibilnd, ¢asto dochadza k precipitacii
(vyzrazaniu) proteinu. Za urcitych podmienok mézZu byt niektoré globularne proteiny z
denaturovaného stavu renaturované, a to ich navratenim do fyziologickych podmienok.

Hlavné zdroje proteinov v domacnosti: Strukoviny, hlavne fazula, SoSovica, hrach, sdja,
patria nielen k najlacnejsim, ale aj k najzdravsim potravinam. Séja a sdjové proteiny maju v
nasej strave aj zdravotny vyznam, pretoZe pomahaju predchadzat rakovine, cukrovke,
vysokému krvnému tlaku a zniZzuju hladinu cholesterolu v krvi. Vajicka su zdrojmi
plnohodnotnych proteinov. Mlieko a mliecne vyrobky, ako su tvaroh, syry, jogurty, obsahuju
plnohodnotny protein kazein. Pre vysoky obsah vapnika su hlavnhym zdrojom tejto latky v
nasej strave. Prinasaju do organizmu aj fosfor. Bravéové mdso, hovddzie mdso, hydina, ryby —
su hlavnymi zdrojmi proteinov ZivoCiSneho pdvodu. Proteiny sa nachadzaju v malych
mnozstvach aj v obilninovych produktoch ako je chlieb, peCivo, cestoviny, ryza a taktiez v
zemiakoch.

Proteiny prijimané v potrave su denaturované. Denaturované proteiny su totiz lahko
stravitelné a pritom si zachovavaju svoju vyZzivnd hodnotu. Okrem toho ma denaturacia
proteinov prakticky vyznam v potravindrstve a v domacnosti pri uchovavani potravin.
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Cvicenie ¢. 1: Denaturacia proteinov vajecného bielka

Teoreticky uvod: Proteiny vo vajciach su velmi kvalitné, obsahuju vsetkych osem
esencialnych aminokyselin vdobrom pomere. Avsak kolko z tychto proteinov dokaze ludské
telo vyuzit zavisi od spbsobu, ako vajcia pripravime. Surové vajcia napriklad poskytuju
najmensie mnoiZstvo vyuZitelnych proteinov. Varenie vajec pomaha zlepsit stravitelnost
proteinov, pricom z uvareného vajca dokaZzeme zuZitkovat az 90 % proteinov a zo surového
len 50 %.Vajce velkosti ,M“ (54 aZ 62 gramov) obsahuje v priemere 7,5 g proteinov, pricom
70 % z nich tvori vajecny albumin. Podla odporucani zdravotnickych organizacii potrebuje
priemerny muz so sedavym zamestnanim 56 g proteinov denne, priemerna Zena 46 g denne.
Pri zvySenych fyzickych narokoch su tieto Cisla dvojnasobné.

Objekt: slepacie vajce.

Pomocky: Kadicky, lyzicka, skumavky, drziak na skumavky, sklend pipeta, stojan na
skamavky, liehovy kahan.

Chemikalie: 30 % vodny roztok modrej skalice (CuSO4.5H,0), etanol (CH3CH,OH).

Postup: Zo slepadieho vajca oddelime vajecny bielok a rozpustime ho miesanim v kadicke v
25 ml vody. Do troch oznacCenych skimaviek si pripravime po 5 ml roztoku vaje¢ného bielka.
Do prvej skimavky nasledne priddme 2 ml roztoku modrej skalice, do druhej skimavky
prilejeme 2 ml etanolu a obsah tretej skimavky jemne zahrievame nad kahanom. Pozorujte
zmeny v skimavkach.

Doba trvania: 15 min.

Vysledok: Podla ziskanych vysledkov popiSeme, ¢o sme v jednotlivych skdamavkach
pozorovali; aké procesy prebiehali v jednotlivych skimavkach a ¢o je ich vysledkom.

Cvicenie ¢&. 2: Stiepenie disulfidickych vizieb pésobenim vysokej teploty

Teoreticky Gvod: Nielen vaje¢ny bielok, ale aj Zltok slepaieho vajca obsahuje proteiny (v
priemere 15 - 17 %). Okrem nich sa v #ftku nachadzaju hlavne lipidy (28 - 36 %) a voda (47 -
50 %). Zakladnou véazbou, ktorou su proteiny syntetizované z aminokyselin, je peptidova
vazba (CO-NH). Okrem tejto vazby sa v retazcoch proteinov nachadzaju aj iné typy vazieb. Su
to najma disulfidické vazby, ktorymi su pospajané rozne casti jedného alebo viacerych
peptidickych retazcov. Tieto priecne vazby sa mozu pésobenim vysokych tepldt rozpadat a
preto sa pri vareni vo vajci tvori sulfan (H,S).

Objekt: dve slepacie vaijcia.
Pomacky: varic, vodny kupel, kuchynsky n6z.

Postup: Vo vodnom kupeli beznym sp6sobom uvarime dve vajcia na tvrdo (priblizne 10
minut). Jedno vajce potom prudko ochladime v studenej vode a druhé nechame volne
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vychladnut na vzduchu. Vajcia olipeme a rozkrojime na dve ¢asti. Pozorujeme, ¢im sa vajcia
lisia.
Doba trvania: 25 min.

Vysledok: ZapiSeme rozdiely medzi oboma vajcami a popiseme, €o je pri¢inou sledovanych
rozdielov.

Cvicenie €. 3: I1zolacia proteinov z mlieka

Teoreticky uvod: Kravské mlieko obsahuje v priemere 3,3 % proteinov. Okrem nich sa v
mlieku nachadza aj mliecny sacharid a mlie¢ne lipidy. Z jednotlivych proteinov sa v mlieku
nachadza najma kazein a mlie¢ny albumin. Kazein (patri medzi fosfoproteiny) sa v ¢erstvom
mlieku nachddza viazany s idonmi Ca?*. Pridanim kyseliny octovej (kuchynsky ocot je jej
zriedeny roztok) sa zmeni pH roztoku na taku hodnotu, pri ktorej sa dosiahne tzv.
izoelektricky bod kazeinu (pl = 4,6) avdaka nulovému volnému ndboju sa vyzraza biela
zrazenina - volny kazein, ktory je takmer uUplne bez vapnika. Po jej odfiltrovani ostava vo
filtrate dalsi protein - mliecny albumin. Tento je rozpustny vo vode a zraza - denaturuje sa -
pri teplote 65 °C.

Objekt: kravské mlieko.
Pomaocky: Kadicky, skumavka, lievik, filtraény papier, lyzicka, drziak na skimavky, kahan.
Chemikalie: 8 % roztok kyseliny octovej (CH;COQOH).

Postup: 50 ml mlieka rozriedime v kadicke s 25 ml destilovanej vody a prikvapkame do
roztoku niekolko kvapiek roztoku kyseliny octovej (octu). PremieSame a pozorujeme vznik
Zltej zrazeniny. Vzniknutu zrazeninu odfiltrujeme. Filtrat zahrievame opatrne nad kahanom a
pozorujte zmeny, ktoré v nom prebiehaju.

Doba trvania: 20 min.

Vysledok: Popiseme, aké zmeny sme pozorovali v mlieku po pridani roztoku kyseliny octovej
a aké po zahriati filtratu. Vysvetlime, Co je pricinou pozorovanych zmien.

Cvicenie C. 4: Dokaz pritomnosti proteinov v semenach hrachu

Teoreticky uvod: Strukoviny su velmi vhodnym prirodnym zdrojom rastlinnych proteinov.
Hrach siaty (Pisum sativum L.) ma v porovnani s ostatnymi strukovinami pomerne nizky
obsah proteinov, iba 7 %. So$ovica obsahuje napriklad 25 % a fazula priblizne 20 - 25 %
proteinov v semene. Zo semien strukovin je mozné extrahovat proteiny do vody. V slabo
alkalickom roztoku sa proteiny rozpustaju. Ked neutralizujeme filtrdt zriedenou kyselinou
octovou, proteiny sa zrazaju. Ked' vo filtrate bude vacsie mnozstvo kyseliny, proteiny sa opat
rozpustia. Na rozdiel od koagulacie varom (koagulaciou sa menia vlastnosti proteinov -
denaturuju - ide o ireverzibilny dej) je vtomto pripade zrazanie proteinov dej reverzibilny.
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Objekt: suché semena hrachu.

Pomocky: trecia miska, kadicka, skimavky, stojan na skiumavky, kvapkadlo, lievik, filtraény
papier.

Chemikalie: 2 % vodny roztok hydroxidu draselného (KOH), kyselina octova (CH3COOH),
etanol (CH3CH,0H), destilovana voda.

Postup: 10 g suchych semien hrachu doékladne rozotrieme v trecej miske a mucku nasypeme
do kadicky. Hrachovd mucku zalejeme 50 ml destilovanej vody a 5 ml 2 % vodného roztoku
KOH. O 30 min prefiltrujeme. Do prvej skimavky s 5 ml filtratu opatrne prikvapkame par
kvapiek kyseliny octovej, do druhej skimavky s 5 ml filtratu prilejte 2 ml etanolu.
Pozorujeme vzniknuté zmeny vo filtratoch.

Doba trvania: 50 min.

Vysledok: PopiSeme, aké zmeny sme pozorovali v proteinovom roztoku s pridavkom kyseliny
octovej aaké zmeny nastali vroztoku vplyvom etanolu. Vysvetlime, ¢o je pricinou
vzniknutych zmien.

Cvicenie €. 5: Dokaz pritomnosti aminokyselin obsahujucich siru v mlieku

Teoreticky uvod: Aminokyseliny alebo aminokarboxylové kyseliny su organické zluceniny
obsahujuce v molekule aminoskupinu (primarnu, sekundarnu ¢i terciarnu) a karboxylovu
skupinu (niekedy aj druhd aminoskupinu, druhu karboxyskupinu a dalSie substituenty). Zo
znamych aminokyselin je proteinogénnych (tvoriacich proteiny) iba 20. Sira obsiahnuta
v mlie¢nych aminokyselinach sa velmi lahko uvolfiuje p6sobenim NaOH vo forme sulfanu,
ktory vytvara s octanom olovnatym (Pb(C,H30,),) Ciernu zrazeninu sulfidu olovnatého PbS.

Objekt: kravské mlieko.
Pomocky: skimavka, pipeta, kahan, drziak na skimavku.

Chemikalie: 10 % roztok octanu olovnatého (Pb(C,H30,),), 10 % roztok hydroxidu sodného
(NaOH).

Postup: K 1 ml roztoku octanu olovnatého pomaly priddme roztok hydroxidu sodného, kym
sa nerozpusti zrazenina vznikajuceho hydroxidu olovnatého. Priddme 5-6 kvapiek mlieka
a roztok v skimavke zahrejeme. Pozorujeme, ¢o sa deje v skimavke.

Doba trvania: 20 min.

Vysledok: PopisSeme, ¢o sme pozorovali v skimavke a ako si vzniknutu reakciu a produkt
vysvetlime. Okrem toho do protokolu vypiSeme aminokyseliny, ktoré obsahuju vo svojej
molekule siru.
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Cvicenie C. 6: Reakcie proteinov v kyslom a alkalickom prostredi

Teoreticky uvod: Ked je v mlieku rozpusteny hydrogénuhlicitan sodny (NaHCO3), proteiny v
mlieku sa po pridani roztoku kyseliny octovej (CH3COOH) nevyzrazaju. Roztok v kadicke
barlivo peni, pretoze vznika CO,, ale zrazenina kazeinu nevznikd. Kyselina octova, ktoru
priddvame do zmesi, reaguje s hydrogénuhli¢itanom sodnym za vzniku octanu sodného,
oxidu uhli¢itého a vody.

Objekt: kravské mlieko.
Pomaocky: kadicka s objemom 50 ml, laboratérny valec, laboratérna lyZicka, pipeta.
Chemikalie: hydrogénuhli¢itan sodny (NaHCOs), 8 % roztok kyseliny octovej (CH;COOH).

Postup: Do  kadicky, do ktorej sme naliali 30 ml mlieka, nasypeme dve lyzicky
hydrogénuhlic¢itanu sodného (sody bikarbony). Dobre premiesame a potom prikvapkdme
roztok kyseliny octovej (ocot). Pozorujeme.

Doba trvania: 20 min.

Vysledok: PopiSeme, ¢o sme pozorovali v kadicke po pridani jednotlivych chemickych latok.

Cvicenie €. 7: Proteiny v pSenicnej muke

Teoreticky uvod: V pSenicnej muke je pritomnych priblizne 10 - 15 % proteinov. Medzi
najdodleZitejsie proteiny pSenice patri gliadiny a gluteniny, ktoré tvoria tzv. lepok (glutén),
hygroskopicku, pruznt a taznd hmotu. Glutén sa nerozpusta vo vode, vdaka ¢omu sa da
izolovat vyplavenim skrobu vjemnom prude vody. Lepok je zloZeny z nasledovnych zloZiek:
gliadiny (43 %), gluteniny (39 %), iné proteiny (4 %), lipidy (3 %), sacharidy (2 %) a Skrob (6 %)
a jeho konzistencia je podobna Zuvacke.

Objekt: pseni¢na muka.
Pomocky: kadicka (SirSia sklend miska), husté platno alebo gaza, papier, destilovana voda.

Postup: Odvazime si 80 g pSeni¢nej muky. Na husté platno alebo tri razy naskladanu gazu
rozmeru priblizne 15 x 15 cm nasypeme muku. Muku mierne zalejeme destilovanou vodou
a zmiesime do formy cesta. Zabalime ju do gazy. Bali¢ek preplachujeme pod tecicou vodou
alebo v destilovanej vode v sklenej miske dovtedy, kym vznikd mlie¢nobiely roztok. Ak
nemame k dispozicii tkaninu, muku vo forme cesta premyvame pod teclcou vodou v dlani.
Akonahle prestane vytekat biely roztok, proces ukonéime. Pozorujeme, ¢o zostane na platne.

Doba trvania: 20 min.

Vysledok: PopiSeme, ¢o sme pozorovali na platne po ukonceni premyvania. PopiSeme
konzistenciu a vlastnosti vzniknutej latky.
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Kontrolné otazky

1. Co su proteiny, z éoho st zloZené a akymi vizbami st tvorené?

2. Popiste:

a) jednoduché proteiny,

b) zloZené proteiny.

Aké su to esencialne a-aminokyseliny? Vymenujte ich.

Co je denaturdcia a vplyvom akych faktorov méoze nastat?

Popiste Strukturu proteinov — primarnu az terciarnu.

Kedy je denaturacia proteinov vratna a kedy ide o ireverzibilny jav?
Aké vazby sa nachadzaju v proteinoch vaje¢ného bielka?

Aké proteiny sa nachadzaju v mlieku?

L 0N ;bW

Ako by ste dokazali pritomnost proteinov v strukovinach?
10. Co viete o lepku?

Zaujimavost

Vyznam proteinov naznacuje uZ ich nazov. Proteiny (oznaCované aj ako bielkoviny)
vychadzaju z gréckeho slova proteois, ¢o znamena prvé miesto. Proteiny zaoberaju viac ako
50 % hmotnosti suSiny vacSiny buniek a su ndpomocné pri vsetkych dejoch, ktoré bunky
vykondavaju. VyuZivaju sa ako Struktirne latky na oporu. Napriklad hmyz a pavuky vyuzivaju
hodvabne vldkna k vytvaraniu svojich kukiel a sieti. Kolagén a elastin tvoria vlaknitu struktiru
v spojivovych tkanivach zvierat a keratin je protein vlasov, rohov, peria a dalSich derivatov
koZe. Zasobna funkcia proteinov je dand napriklad vajeénym albuminom. Ako protein
vaje¢ného bielka je vyuzivany ako zdroj aminokyselin pre embryo. Kazein je protein pritomny
v mlieku a je hlavnhym zdrojom aminokyselin pre novorodencov cicavcov. Rastliny obsahuju
zasobné proteiny v semendach. Transportné proteiny reprezentuje napr. hemoglobin. Protein,
ktory obsahuje Zelezo, je pritomny v krvi stavovcov a transportuje kyslik z plic do ostatnych
Casti tela. Transportné proteiny sa nachadzaju aj v bunkovych membranach asluzia na
aktivny transport latok do bunky a z bunky. Hormonalne proteiny maju za Ulohu koordinovat
aktivity organizmu. Inzulin je proteinovy hormdn vyluCovany pankreasom a napomaha
regulovat koncentraciu sacharidov v krvi stavovcov. Receptorové proteiny sluZia ako
odpoved bunky na chemické podnety. SU to proteiny zabudované do membran nervovych
buniek a prijimaju chemické signaly uvolfiované inymi nervovymi bunkami. Kontaktné
proteiny maju zodpovednost za pohyb. Najvyznamnejsie su aktin a myozin a si zodpovedna
za pohyb svalov. Iné proteiny maju na starosti vinenie organel nazvanych riasinky a biciky,
ktoré zabezpecuju pohyb mikroorganizmov. Protilatky , bojujice” s baktériami a virusmi su
tiez proteinovej povahy a ich Uloha je obranna. Enzymatické proteiny sa zapdjaju selektivne
do urychlovania chemickych reakcii a patria medzi ne napr. traviace enzymy, ktoré katalyzuju
hydrolyzu polymérov prijatych potravou.
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LIPIDY

Lipidy su estery wvyssSich karboxylovych (nerozvetvenych) kyselin (nasytenych alebo
nenasytenych) a alkoholov, resp. ich derivatov. Alkoholovou zloZkou je najcastejsie glycerol
(1,2,3—propantriol), sfingozin (nenasyteny aminoalkohol odvodeny od oktadekdanu), inozitol,
vysokomolekulové jednoduché alkoholy s nerozvetvenym retazcom, steroly. Molekuly
lipidov su pomerne chudobné na kyslik. Rozpustné su v organickych rozpustadlach (benzén,
éter, chloroform, n-hexan a podobne). Patria do skupiny nepolarnych molekul biogénneho
povodu a do skupiny primarnych metabolitov.

Lipidy su nevyhnutné pre stavbu bunkovych Struktdr a tkaniv, su zdrojom energie pre
organizmus, chrania organizmus pred stratou tepla ako aj pred mechanickym poskodenim,
zucastnuju sa na stavbe nervovych buniek a obaluju nervové vlakna, vytvaraju prostredie, v
ktorom su rozpustné latky inak nerozpustné vo vode (niektoré vitaminy, hormony, lieciva,
farbiva). Cisté lipidy su bezfarebné latky bez chuti a zapachu. Ich vlastnosti ovplyviiuju vyssie
mastné kyseliny.

Mastné kyseliny su kyseliny viazané v lipidoch. V biochémii sa tymto ndzvom oznacuju
vysSie monokarboxylové kyseliny. Mastné kyseliny sa delia podla réznych kritérii, napriklad
podla dizky retazca alebo nasytenia. Z chemického hladiska sa nasytené a nenasytené
mastné kyseliny rozliSuju v molekularnej vazbe. Kym nasytené mastné kyseliny v molekule
neobsahuju Ziadnu dvojitu vazbu (napr. kyselina palmitova alebo stearova), nenasytené
mastné kyseliny obsahuju bud jednu dvojitu vazbu (mononenasytené) alebo viacero
dvojitych vazieb (polynenasytené) v molekule. Niektoré z polynenasytenych mastnych
kyselin su esencidlne, to znamena, Ze ludsky organizmus si ich nedokaze sam vytvorit, preto
ich ¢lovek musi prijimat v strave. V prirode sa vyskytujice mastné kyseliny maju vacSinou
parny pocet uhlikovych atdmov. Mononenasytené mastné kyseliny su reprezentované napr.
kyselinou olejovou a erukovou. Polynenasytené mastné kyseliny su napr. kyselina alfa-
linolenova a linolova.

Medzi lipidy zaradujeme tuky, oleje a vosky. Tuky su triglyceridy nasytenych mastnych
kyselin. Pri beZznej laboratérnej teplote su pevné. Vyskytuju sa najma v ZivociSnom tkanive.
Oleje, ktoré obsahuju v prevaznej miere kyselinu olejovu a iné nenasytené mastné kyseliny,
su pri beznej laboratérnej teplote tekuté. Vosky su estery vyssich mastnych kyselin a vyssich,
najma dvojsytnych alkoholov, ako aj estery kyselin so sterolmi.

Oxidacia lipidov je proces oxidacie dvojitych vazieb nenasytenych mastnych kyselin
vzdusnym kyslikom. Vysledkom tohto procesu su neZiaduce produkty, hlavne aldehydy a
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ketdny, ktoré negativne vplyvaju na organizmus a vyrazne menia chutovy prejav a vonu
potravin obsahujucich nenasytené mastné kyseliny. Nasledkom je CiastoCne alebo uplne
znehodnotenie potraviny. Chemicka podstata Zltnutia je adicia molekuly O, vzdusného
kyslika na dvojitu vazbu mastnej kyseliny za vzniku peroxidu, s nasledkom Stiepenia
uhlikového retazca za vzniku dvoch koncovych aldehydovych skupin. Tekuté oleje s vysokym
podielom nenasytenych mastnych kyselin su k oxidacii nachylnejsie nez tuhé tuky. Oxidaciu
podporuje pésobenie ultrafialového Ziarenia a méze byt tiez urychlena vhodnymi enzymami.
Oxiddaciu tukov potlacuju antioxidanty. Da sa spomalit (nie Uplne zastavit) aj uloZenim
potravin v chlade, na suchych miestach alebo mimo slne¢nych priestorov.

Adicia lipidov vodikom (katalytickd hydrogeniacia karboxylovych kyselin v lipidoch) na
dvojité vazby sluzi na pripravu stuzenych tukov z olejov. Hydrogendaciou sa nenasytené
karboxylové kyseliny menia z nenasytenych na nasytené karboxylové kyseliny. V
priemyselnej vyrobe sa reakcia, ktorou pripravime stuzeny tuk vola stuzovanie tukov a tato
reakcia prebieha pri zvysenom tlaku a za pdsobenia katalyzatora niklu alebo platiny.

Hydrolyzou acylglycerolov sa Stiepi esterovd vazba, pricom sa uvolfiuju molekuly
karboxylovych kyselin a glycerol. Kysla hydrolyza vznikd posobenim silnych mineralnych
kyselin. Alkalicka hydrolyza je sp6sobena pdsobenim hydroxidov, pricom vznikaju sodné
alebo draselné soli mastnych kyselin, ktoré sa nazyvaju mydla (preto sa reakcia nazyva
zmydelnenie, saponifikacia). Enzymatickd hydrolyza prebieha pomocou enzymov
oznacovanych ako lipazy alebo esterazy.

Cvicenie C. 1: Farbenie tukovych kvapiek v bunkach Sudanovou ¢eriiou

Teoreticky tvod: Lipidy st hydrofébne latky rozpustné v tukoch a lipofilnych rozpustadlach.
Netvoria makromolekuly, spdjaju sa do komplexov na zaklade hydrofébnych interakcii.
Z chemického hladiska su to estery alkoholov avy3$sich mastnych kyselin. Alkoholom je
hlavne glycerol. Mastné kyseliny mézu byt nasytené alebo nenasytené. Jednoduché lipidy
delime na neutralne tuky a vosky. ZloZzené lipidy su fosfolipidy, steroidy a karotenoidy. Lipidy
maju vyznamnu Struktirnu funkciu hlavne ako sucast biologickych membran. NavySe su
vyznamnym zdrojom energie, maju regulacnu funkciu mnohych fyziologickych reakcii
a fyziologicku, napriklad v procesoch fotosyntézy.

Lipidy mozno dokazat farbivom Sudanova cern, ktoré je rozpustné v tukoch. Absorpciou
na tuk dochadza k farebnej reakcii. Alternativne sa ako nahrada Sudanovej ¢erne moze
pouzit farbivo Sudan Il (0,1 g Sudan Ill rozpusteny v 50 ml 96 % EtOH) alebo Sudanova
oranzova. V prvom pripade sa tuk sfarbi na cerveno, v druhom na oranZovo, ale
najvyraznejsie sfarbenie (modrocierne) sa dosahuje Sudanovou ¢erriou. Pri dokaze zloZzenych
lipidov typu lecitinu mozno vyuzit fakt, Ze molekuly tychto lipidov obsahuju hydrofilny a
hydrofébny koniec. V d6sledku toho dochadza k neustalemu kontaktu s vodnym prostredim,
ktord obklopuje hydrofilny koniec a molekula lipidu tak nasava molekuly vody. Vzniknuté
duté atvary sa nazyvaju myelinové figiry. Tento jav mozno sledovat v mikroskope bez
akychkolvek Specidlnych Uprav preparatu. Cholesterol mozno vo vzorke dokazat farebnymi
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reakciami pouzitim kyseliny sirovej (Cerveny prstenec) - Salkovského reakcia. Obdobne
moéZeme pouZit anhydrid kyseliny octovej s kyselinou sirovou, ¢o sa prejavi modrozelenym
zafarbenim roztoku. Kvantitativne (mnoZstvo) mozno lipidy stanovit extrakciou organickym
rozpustadlom.

Objekt: semena slnecnice ro¢nej (Helianthus annuus L.), cibula kuchynska (Allium sativum
L.), zelené riasy alebo machy, pekarenské kvasnice.

Pomocky: mikroskop, podlozné a krycie sklicka, skalpel (alebo Ziletka) a pinzeta, noZnice,
pruzky (~1 x 5 cm) filtraéného papiera, Pasteurova pipeta.

Chemikalie: 2 % (w/v) roztok Sudanovej ¢erne (Sudan black) v alkohole.

Postup: a) Na opacné konce podlozného sklicka kvapneme po jednej kvapke Sudanovej
Cerne. Do jednej kvapky farbiva prenesieme preparacnou ihlou tenky rez zo semena
slnecnice a do druhej tenky (priesvitny) rez duziny cibule. Farbime priblizne 10 min.
Preparaty prikryjeme krycim sklickom a prebyto¢nu Sudanovu cern odsajeme pomocou
presdavacej metédy. Pozorujeme pod mikroskopom a zakreslime bunky so zafarbenymi
tukovymi kvapo6ckami.

b) V malej kadicke pripravime zelenu suspenziu rias alebo mlie¢ne sfarbenu suspenziu
kvasnic. Kvapku suspenzie prenesieme na podlozné sklicko a priddme kvapku roztoku
Sudanu Ill. Nechame posobit niekolko minut. Pripravime mikroskopicky preparat a pri
vhodnom zacloneni kondenzora pozorujeme objektivom pri zva¢seni 40 az 100-krat.

Doba trvania: 30 min.

Vysledok: PopiSeme pozorované objekty v pripade rastlinnych mikroskopickych objektov
i suspenzie kvasiniek, ktoré sa vyfarbili pomocou Sudanovej ¢erne alebo farbivom Sudan lll.
Vysvetlime pozorované zmeny a popiseme lipidové Struktiry, ktoré sme vyfarbili a
pozorovali.

Cvicenie ¢. 2: Dokaz pritomnosti tukov v semenach olejniny

Objekt: semena olejnin ako napr. sinecnica ro¢na, mak siaty, repka olejna.
Pomocky: skimavka, roztieracka s roztieradlom.
Chemikalie: alkoholovy roztok Sudanu lll, tepla destilovana voda.

Postup prace: Nazky sInecCnice zbavime oplodia a niekolko olupanych semien rozdrvime v
roztieracke. Drvinu splachneme teplou destilovanou vodou do skimavky a dobre
pretrepeme. Potom pridame alkoholovy roztok Sudanu Il a nechame stat.

Doba trvania: 25 min.
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Vysledok: PopiSeme pozorované zmeny v kadicke sposobené pridanim farbiva do lipidovej
emulzie. Vysvetlime, ¢o pozorované zmeny sposobilo.

Cvicenie €. 3: Dokaz pritomnosti tukov v semenach orechov

Objekt: orechy (vlasské, lieskové...)
Pomaocky: filtracny papier, 2 malé sklenené vanicky, kadic¢ka, noznice.
Chemikalie: alkoholovy roztok Sudanu IIl.

Postup prace: Olupané orechy roztla¢éime medzi dvoma filtraCnymi papiermi. ZvysSky semien
odstranime. Filtracny papier, na ktorom sa objavila mastna Skvrna, ponorime do vanicky s
nasytenym roztokom Sudanu Il v etanole. Farbivo nechdame asi 2 minaty pdsobit. Potom
papier premyjeme v etanole a oplachneme pod tecucou vodou. Na druhy filtracny papier
kvapneme par kvapiek destilovanej vody a nechame na laboratérnom stole stat. Pozorujeme
oba filtracné papiere ihned po experimente a na konci laboratérneho cvicenia. Porovname
vzniknuté rozdiely.

Doba trvania: 20 min.

Vysledok: PopiSeme a obrazovo zdokumentujeme pozorované zmeny na filtrachnom papieri
s pritomnostou lipidov aj vody. Vysvetlime vzniknuté rozdiely tesne po vykonani
experimentu a aj s casovym odstupom na konci cvicenia.

Cviéenie €. 4: Rozpustnost lipidov a dokaz dvojitych vizieb

Teoreticky tvod: Lipidy su hydrofébne (odpudzuju vodu) a su vo vode nerozpustné (tvoria
emulzie). Pri¢inou je pritomnost velkych nepoldrnych alifatickych retazcov vy$sich mastnych
kyselin. Su preto dobre rozpustné v nepolarnych organickych rozpustadlach ako chloroform,
éter, benzén, acetdn a podobne. ZlozZitejsie lipidy mozu byt amfifilné molekuly. Nepolarne
acylové zvysky su hydrofébne, ale dalSia zlozka viazand estericky na glycerol (napr.
aminoalkohol cholin) je hydrofilna a teda vznika ¢ast hydrofébna a ¢ast hydrofilna.

Objekt: rastlinné oleje rézneho pévodu (slnecnicovy, repkovy, olivovy, fanovy a iné).

Pomocky: kadi¢ky, odmerny valec, odmernda banka, sklenend tycinka, tmava zasobna flasa,
skumavky, stojan na skimavky, pipeta, baldnik.

Chemikalie: benzin, chloroform, brémova voda.

Postup prace: Pripravime si bromovud vodu, t. j. roztok bromu v destilovanej vode (0,1 M). Do
50 ml odmernej banky nalejeme 30 ml destilovanej vody a za stdleho miesania prilejeme 0,5
ml kvapalného brému. Objem roztoku doplnime destilovanou vodou na 50 ml. Roztok
uchovavame v tmavej nadobe av chlade, aby nedoslo k jeho rozkladu. Do kazdej z trochu
skumaviek nalejeme 1 ml rastlinného oleja. Do prvej skumavky prilejeme 5 ml destilovanej
vody, do druhej 5 ml benzinu a do tretej 5 ml chloroformu. Zmesi v skimavkach pretrepeme
a pozorujeme zmeny. Do Stvrtej skimavky nalejeme 2 ml rastlinného oleja a priddme 2 ml
bromovej vody. Pozorujeme.
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Doba trvania: 20 min.

Vysledok: Pozorujeme javy vzniknuté vo vSetkych skimavkach. ZapiSeme pozorované zmeny
v skimavkach a vysvetlime ich.

Cvicenie €. 5: Tepelny rozklad rastlinnych olejov

Teoreticky uvod: Dymovy bod (alebo bod zadymenia) je hodnota oleja, kedy zacina jeho
chemicky rozklad vplyvom vyssej teploty. Pozorujeme ho ako vznik dymu a olej sa zacina
prepalovat a zniZovat svoju nutricnd hodnotu i biologické vlastnosti. Zvycajne Zivocisne tuky,
vzhladom k vysSiemu podielu nasytenych vazieb, lepSie zndsaju vysSie teploty. Rastlinné
oleje obsahuju v porovnani so Zivo¢iSnymi tukmi vyssi podiel nenasytenych vazieb a tak sa
vyssej teplote rychlejsie zacdinaju rozkladat. Pri tepelnom rozklade vznikaji mastné kyseliny,
voda a akrolein, ktory predstavuje najjednoduchsi nenasyteny aldehyd. Vyznacuje sa
Specifickym zapachom.

Objekt: rastlinny olej, glycerol, véeli vosk.

Pomocky: skumavky, stojan na skdmavky, drziak, kahan, vahy, chemicka lyZicka, pipeta
(kvapkadlo).

Chemikalie: hydrogénsiran sodny (NaHSO,).

Postup prace: Vskumavke zmieSame 0,3 g hydrogénsiranu sodného s5 kvapkami
rastlinného oleja. Skimavku zahrievame nad kahanom najskér mierne a potom silnejsie.
Cuchom sa presvedéime, 7e zo skimavky unikd akrolein (pracujeme v zapnutom digestore
alebo v dobre vetranej miestnosti). Obdobny experiment uskutocnime aj s glycerom pre
porovnanie a so vcelim voskom.

Doba trvania: 20 min.

Vysledok: Popiseme vlastnosti akroleinu a spdsob jeho vzniku pri tepelnom rozklade réznych
typov lipidov. PopiSeme rozdiely vtepelnom rozklade rastlinnych olejov ainych druhov
lipidov.

Cvicenie €. 6: Zmeny pri Zltnuti tukov

Teoreticky uvod: Oxidativna stabilita je dolezity parameter v hodnoteni kvality lipidov a je
vyrazne ovplyvnena profilom mastnych kyselin (hlavne nenasytenych) a minoritnymi
zlozkami Gcinkujucimi ako stabilizatory, ktoré oznacujeme ako antioxidanty (tokoferoly a
tokotrienoly), ktoré zvySuju stabilitu oleja a tak zvysuju jeho trvanlivost a znizenu nachylnost
k oxidacii. Chemicka podstata procesu oxidacie je adicia reaktivnej formy molekuly O, napr.
zo vzduchu na dvojitu vazbu mastnej kyseliny za vzniku peroxidu s nasledkom Stiepenia
uhlikového retazca za vzniku dvoch koncovych aldehydovych skupin. Takto vznikaju v lipide
okrem volnych mastnych kyselin aj aldehydy a ketdny, ktoré spdsobuju pokles funkénych
vlastnosti a nutricnej hodnoty oleja, pripadne potraviny. Olej nadoblda neprijemny
zatuchnuty pach a chut sa stdva trpka aZz Stiplava. Vzniknuté prchavé produkty oxidacie
(aldehydy a ketény) maju skodlivé ucinky na ludsky organizmus a konzumované vo vyssej
miere mozu pbdsobit az toxicky. Tekuté (rastlinné) oleje s vysokym podielom nenasytenych
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mastnych kyselin su k oxidacii nachylnejsie nez tuhé tuky. Oxidaciu podporuje posobenie
ultrafialového Ziarenia, vySsia teplota, vzdusna vihkost a moze byt tiez urychlenda vhodnymi
enzymami.

Objekt: Cerstvé a zoZltnuté maslo.

Pomocky: skiumavky, pipeta, ndz, sklenend tycinka, vahy, kadicka, vodny kupel, lakmusovy
papierik, stricka.

Chemikalie: technicky lieh.

Postup prace: Do jednej skimavky navdzime 1 g cerstvého masla. Do druhej skimavky
navazime 1 g starého, zoZltnutého masla. Obe skimavky naplnime 5 ml technickym liehom
a zahrievame vo vodnom kupeli. Pipetou odoberieme par kvapiek z kazdej skimavky
a zistime pomocou lakmusového papierika pH. Pozorujeme a vyhodnotime.

Doba trvania: 15 min.

Vysledok: PopiSeme rozdiely pozorované v skimavke 1 a 2. Vysvetlime zmeny pozorované
v skimavke so starym zazltnutym maslom.

Cvicenie €. 7: Tuky v mlieku

Teoreticky Uvod: Obsah proteinov v mlieku sa pohybuje vrozmedzi 2,9 az 3,6 %. Krmivo
ZivoCichov produkujucich mlieko Uzko suvisi s obsahom proteinov v mlieku. Proteiny, ktoré
sa nachadzaju v mlieku, nazyvame srvatkové. Patria medzi ne PB-laktoglobulin a a-
laktalbumin asu syntetizované v alveolach mliecnej Zlazy. Epitelovymi bunkami nie su
syntetizované imunoglobuliny a sérovy albumin, pretoze pochadzaju z krvi zvierata. Mlie¢ny
tuk sa sklada prevazne z triacylglycerolov (asi 98 % z celkového mnozstva tuku), s drobnymi
CiastoCkami fosfolipidov, cholesterolu, volnych mastnych kyselin a mono- a diglyceridov
mastnych kyselin. Je tu tieZ stopové mnozstvo karoténu, vitaminov rozpustnych v tukoch - A,
D, E a K a latok zodpovednych za charakteristicki chut a voriu. Triacylglyceroly su relativne
jednoduché molekuly pozostavajlce z glycerolu, ktoré su esterifikované z omega-3 mastnych
kyselin. SU to nepoldrne molekuly, teda vo vode nerozpustné. Maju zasadny vplyv na
vlastnosti mlie¢neho tuku, ako je hustota a topenie profilu. Existuje mnoho réznych typov
triacylglycerolov v mlie€nom tuku, ktoré sa znacne liSia v molekuldrnej hmotnosti a stupni
nenasytenosti. Obsah tuku v mlieku zavidi od typu mlieka, ¢i ide o mlieko nizkotucné,
polotu¢né a podobne. Rozdiely su aj medzi mliekom z réznych ZivociSnych zdrojov.

Objekt: plnotuéné mlieko.

Pomocky: skumavky, stojan na skimavky, drziak, kahan, stricka, noZnice, pipeta, striekacka,
oddelovaci lievik.

Chemikalie: éter, etanol.

Postup prace: Skimavku naplnime 5 ml plnotu¢ného mlieka, na to navrstvime 1 mlalkoholu
a zohrievame asi 1 min. Po ochladeni priddme do skimavky 4 mléteru a silne pretrepeme.
Pockdme, kym sa oddelia dve fazy. Fazu éteru obsahujucu lipidy odsajeme pipetou
a nakvapkame na filtraény papier. Pozorujeme jav vzniknuty na filtracnom papieri.

Doba trvania: 15 - 20 min.
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Vysledok: PopiSeme priebeh reakcie v skimavke a popiSeme, ¢o pozorujeme na filtraChom
papieri. Vysvetlime pozorované javy.

Cvicenie C. 8: Reakcie cholesterolu

Teoreticky uvod: Cholesterol patri medzi lipidy, je to steroid. Jeho sumarny vzorec je
C,7H45s0H. Nazov pochadza z gréctiny: chole znamenad ZI¢ a stereos znamend pevny, pretoze
cholesterol bol po prvykrat izolovany zo ZI¢ovych kamenov. Cholesterol je Zivotne délezZita
latka, ktora je sucastou bunkovych membran, nervovych obalov, steroidnych horménov a
ZItovych kyselin. Steroidy reaguju s acetanhydridom, kyselinou sirovou a s formaldehydom
za vzniku farebnych produktov. Takéto reakcie preto moézeme pouzit na ddkaz pritomnosti
cholesterolu vo vzorke.

Objekt: zdroj cholesterolu (napr. vajeény itok, bravéova mast) .
Pomocky: skimavky, stojan na skimavky, pipeta, baldnik, striekacka.

Chemikalie: koncentrovand kyselina sirova (H,SO4), acetanhydrid (C4HgO3), roztok
formaldehydu s kyselinou sirovou (1:50, 1 diel 40 % roztoku formaldehydu a 50 dielov
koncentrovanej kyseliny sirovej).

Postup prace: Do skimavky ddme 1 g vzorky s obsahom cholesterolu. Opatrne podvrstvime
1 ml koncentrovanej kyseliny sirovej. Chloroformova vrstva sa sfarbi na ¢erveno a prejavuje
sa v nej na dopadajucom svetle zelena fluorescencia. Tato skuska sa nazyva Salkowského
skuska na dokaz cholesterolu. K1 g cholesterolu priddme do skdmavky opatrne 1 ml
acetanhydridu apo premieSani aochladeni 2 ml koncentrovanej kyseliny sirovej. Po
premiesani pozorujeme farebné zmeny od cervenej cez modru az po zelenomodru. Je to
Liebmannova-Buchardova reakcia. Formaldehydovy test uskutoénime pridavkom 2 ml
formaldehydu v kyseline sirovej k 2 g cholesterolu. Cholesterova vrstva sa sfarbi do ¢ervena.
Odsajeme ju a do vodnej vrstvy v skimavke pridame 2 kvapky acetanhydridu. Pozorujeme
modré zafarbenie.

Doba trvania: 15 - 20 min.

Vysledok: Popiseme priebeh reakcii aich principy. ZapiSeme alebo zakreslime, co
pozorujeme v jednotlivych skimavkach.

Cvicenie €. 9: Olejova sopka

Objekt: pokrmovy rastlinny olej, mleta ¢ervena paprika, saponat (napr. jar).
Pomocky: odparovacia miska, lyZicka na chemikalie, 10 ml odmerna banka, velka kadicka.

Postup prace: V porceldnovej odparovacej miske zmieSame olej s lyZickou mletej cervenej
papriky. MnoZstvo oleja zvolime podla objemovej velkosti banky, ktoru je potrebné uplne
naplnit farebnou olejovou zmesou. Banku naplnend farebnou zmesou ponorime do kadicky
so studenou vodou, tak aby hrdlo banky bolo aspon 4 cm pod hladinou vody. Potom
prikvapneme na povrch hladiny par kvapiek saponatu. Pozorujeme.

Doba trvania: 15 min.
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Vysledok: Pozorujeme vzniknuty jav a pokusime sa ho vysvetlit na zaklade vlastnosti lipidov
aich reakcie s detergentom.

Kontrolné otazky

Co su lipidy a aky maju vyznam?

Co znamena4, Ze lipidy su hydrofébne a &o je pri¢inou tejto vlastnosti?
V akych rozpustadlach su lipidy dobre rozpustné a preco?

Akym roztokom (farbivom) by ste dokazali pritomnost tukov?

Co viete o mastnych kyselinach?

Popiste oxidaciu lipidov.

Popiste adiciu lipidov.

Popiste hydrolyzu lipidov.

L 0o NoOU e WNE

Ako by ste pripravili olejovu sopku?
10. Aké prirodné zdroje lipidov poznate?

Zaujimavost

Cholesterol je najcastejSie sa vyskytujuci steroid u ZivoCichov. Celkové mnozstvo cholesterolu
u priemerného dospelého Cloveka je priblizne 200 - 300 g. Kvoli relativne komplikovanej
Strukture preslo od jeho izolacie v roku 1775 viac ako 150 rokov, kym sa v roku 1932 podarilo
urcit jeho Strukturu. KedZe cholesterol obsahuje 8 asymetrickych centier a mozZe existovat v
256 stereoizomérnych formach, trvalo dalSich 23 rokov do urcenia jeho kompletnej 3D
Struktury. Cholesterol je vSeobecne rozSireny u eukaryotov, nevyskytuje sa u vacsiny
prokaryotov. V relativne vysokej koncentracii sa vyskytuje v kazdej ZivociSnej bunke a tvori
vyznamnu cast jej plazmatickej membrany a moduluje jej fluiditu a permeabilitu
(priepustnost). Vo vaésej miere je pritomny v mozgu (tvori asi 10 % jeho susiny), v ZI¢i, krvnej
plazme (asi 2 mg/cm3 ), kde je esterifikovany nenasytenymi mastnymi kyselinami a tvori
sucast plazmovych lipoproteinov, dalej v nadobli¢kach, nervovom tkanive, kde je stcastou
myelinovych obalov nervovych buniek, v mieche, vo vaje¢nom Zitku a v tuku z ovéej viny.
Ludska koZa vylu€uje az 300 mg cholesterolu denne ako ochrannud latku. Cholesterol tvori
hlavnd sucast tzv. nezmydelnitelnych podielov ZivocéiSnych tukov. Klicovy vyznam
cholesterolu je dany tiez tym, Ze je vychodiskovou latkou pre biosyntézu dalSich doélezitych
steroidov — ZI¢ovych kyselin, pohlavnych horménov a kalciferolov. Organizmus kryje cast
spotreby cholesterolu prijmom z vonku (potravou), vacésinu vsak syntetizuje (denne vyrdba
viac nez 1 g cholesterolu). Hladina cholesterolu je udrziavana poklesom biosyntézy pri jeho
prijme v potrave. Cholesterol sa z vacsej Casti vyluCuje po premene na zl¢ové kyseliny v
peCeni. Nepremenenad dast sa odburava cinnostou crevnych baktérii, redukciou na
koprostanol (5-B-cholestan-3-B-ol). Patologicky sa cholesterol uklada v stendch krvnych ciev
(aterosklerdza) a v zI€ovych kamenoch.
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NUKLEOVE KYSELINY

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je polymér tvoreny Styrmi nukleotidmi liSiacimi sa
pritomnostou Specifickych dusikatych baz: purinové — adenin (A) a guanin (G) a pyrimidinové
— cytozin (C) a tymin (T). Kazdy nukleotid obsahuje okrem dusikovej bazy aj cukornu zlozku —
pentdzu (deoxyribdza) a zvysok kyseliny fosforecnej. Nukleotidy su spojené do dlhych
(nerozvetvenych) vlakien tzv. fosfodiesterovou vazbou, ktord vznikd medzi fosforom na
zvySku kyseliny fosforeCnej a kyslikom z hydroxylovej skupiny deoxyribdzy susedného
nukleotidu. Dve nukleotidové vlakna sa antiparalelne (t.j. protibezne orientované) spajaju do
dvojitej pravotocivej zavitnice (a-helix). Tieto dve vlakna sa v DNA udrZiavaju spolu v zavitnici
vodikovymi mostikmi tvorenymi medzi bazami leziacimi oproti sebe na susednych vlaknach,
pricom tieto vazby vznikaju vidy iba medzi A a T a medzi G a C, ¢o nazyvame
komplementaritou baz. Specifické poradie nukleotidov v molekule DNA je podstatou
schopnosti DNA niest, uchovavat a odovzdavat dedi¢nl informaciu. Zatial ¢o prokaryotické
organizmy (baktérie) bez ohrani¢eného jadra maju DNA pritomnu v cytoplazme v tzv.
jadrovej oblasti, pri vyssSich organizmoch, ktorych bunky maju jadro oddelené od zvysku
cytoplazmy jadrovou membranou (eukaryonty), je DNA lokalizovana v jadre bunky. V stadiu
interfazy je nukleova kyselina rozptylena v celom jadre ako chromatin. V priebehu delenia
bunky (pocas mitézy alebo meidzy) sa DNA kondenzuje a usporaduva do tzv. chromozémov.
Malé mnozstvo DNA sa nachadza aj v mitochondriach a plastidoch.

Okrem deoxyribonukleovej kyseliny sa v Zivych organizmoch nachdadza aj ribonukleova
kyselina (RNA). Je tvorena jednym vldknom kovalentne naviazanych ribonukleotidov. Je
biochemicky odliSitelna od DNA vdaka pritomnosti dodatocnej hydroxylovej skupiny
pripojenej ku kazdej pentdzovej molekule retazca a pritomnosti uracilu namiesto tyminu.
Jednou z hlavnych funkcii RNA je okopirovat genetickl informaciu z DNA (transkripcia) a
fyzicky ju preniest na miesto, kde ddojde k jej preloZeniu (translacia) na vysledny protein
(priamo tuto funkciu pIni iba jedna skupina RNA, mediatorova RNA - mRNA). Okrem toho
existuje v zivych organizmoch transferovda RNA - pomerne kratka RNA, ktora prenasa
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jednotlivé aminokyseliny na miesto tvorby proteinov v ribozdémoch a ribozomalna RNA ako
sucast ribozémov

Mitéza alebo mitotické delenie je typ bukového delenie eukaryotickej bunky. Je to
najCastejsi sposob delenia bunky, pri ktorom dochadza k presnému rozdeleniu chromozémov
do dcérskych buniek. Bunka vstupuje do M-fazy bunkového cyklu vtedy, ked mozino v jej
jadre pozorovat Struktirne zmeny chromatinu. Dovtedy beztvard jadrovd hmota dostava
zaCiatkom M-fazy vlaknitu Strukturu spdsobenu viacnasobnou Spiralizaciou DNA pomocou
Specidlnych proteinov - histénov, ktord sa oznacduje terminom kondenzacia chromatinu.
Kondenzaciou chromatinu vznikaju mikroskopicky pozorovatelné chromozémy, ktoré su
najlepsie viditelné v metafaze. M-faza je charakterizovana rozdelenim jadra (karyokinéza),
ktoré je nasledované rozdelenim materskej bunky na dve dcérske bunky (cytokinéza).
Mitdza zabezpecuje rovnomerné rozdelenie chromozomov do dcérskych buniek. Prebieha v
niekolkych dobre mikroskopicky odlisitefnych fazach: profaza, metafaza, anafaza a telofaza.
Jednotlivé fazy plynule prechddzaju jedna do druhej, preto v mnohych pripadoch nemozno
medzi nimi urcit ostrd hranicu. Vo vacésine buniek prebieha bezprostredne po telofaze
cytokinéza. V Zivocisnej bunke sa zhruba v ekvatorialnej rovine, v ktorej boli usporiadané
metafazické chromozdmy, zacina bunka zaskrcovat invaginaciou plazmatickej membrany, aZ
vzniknu dve oddelené dcérske bunky. Rastlinné bunky sa naproti tomu delia centrifugalne
(od stredu). V ekvatoridlnej rovine sa z vezikul Golgiho aparatu diferencuje plazmatickd
platnicka, ktora narastéa smerom k okrajom, pricom obsahom vezikul je materidl potrebny aj
pre vznik bunkovej steny. Plazmatickd membrana u ZivociSnej bunky je tvorena povodnou
membranou, zatial ¢o u rastlin pochadza z membrany vezikul Golgiho aparatu.

Cvicenie €. 1: Ddkaz kyseliny deoxyribonukleovej (DNA) v bunkovom jadre

Teoreticky Uvod: V cytoldgii sa chromozémy zviditelfiuji pomocou Feulgenovej reakcie,
ktord Specificky farbi DNA (Feulgenovo farbenie jadra). Jadra buniek sa selektivne farbia
metylovou zeleriou (zelen s fialovym nadychom). Farbivo sa neda odstranit preplachnutim vo
vode, t.j. nejde len o adsorpciu. Kyselina octova v Strassburgerovej zmesi posobi ako fixacné
Cinidlo (zraza nukleoproteiny), metylova zelen sa zase viaze v stechiometrickom pomere na
deoxyribonukleovu kyselinu (DNA), pokial nie je depolymerizovana (1 mol metylovej zelene
sa viaZze na 10 molov fosforu DNA).

Objekt: vnutorna pokozka cibule.

Pomocky: mikroskop, podlozné a krycie sklicko, nozik a drevena doska (na prekrojenie
cibule), pinzeta, skalpel, Pasteurova pipeta, pruzky filtracného papiera (~1 x 5 cm).

Chemikalie: Strassburgerova zmes (1 % metylovej zelene v1 % vodnom roztoku kyseliny
octovej).

Postup: Z vnutornej pokozky cibule pripravime pomocou skalpela a pinzety StvorcCeky
srozmerom priblizne 5 x 5 mm, ktoré vlozime do kvapky Strassburgerovej zmesi na
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podloZznom sklicku. Prikryjeme krycim sklickom a po niekolkych minutach pozorujeme pod
mikroskopom. V pripade, Ze v preparate je privela farbiva, méZzeme ho odstranit presatim
preparatu vodou (presdvacou metddou za pouZitia pruzku filtracného papiera).

Doba trvania: 20 min.

Vysledok: Zakreslime pozorované objekty a sprdvne popiseme, ¢o sme pozorovali a pri akom
zvacseni sme zaznamenané objekty pozorovali.

Cvicenie C. 2: Izolacia nukleovych kyselin z rastlinného materialu

Teoreticky uvod: Mechanické rozdrvenie akejkolvek vzorky biologického materidlu je
dolezité pre jeho homogenizaciu a rozruSenie bunkovych stien. Nasledkom toho sa moéze
uvolnit obsah buniek (cytosol) aje mozné analyzovat, pozorovat alebo extrahovat latky,
pripadne organely v bunkach. Molekuly NaCl su schopné svojimi chemickymi vlastnostami
spbsobovat zhlukovanie nukleovych kyselin. Alkohol spdsobi nasledne vyplavanie nukleovych
kyselin na povrch aich vyzrdzanie. Molekuly RNA sa nachadzaju v rastlinnych vzorkach
v ovela vaésom zastlpeni ako molekuly DNA. Su vSak vzhladom k svojej Strukture velmi
labilné a za pomerne kratky ¢as ich moze degradovat laboratérna teplota, enzym RNa-aza
nachadzajuci sa vsade okolo a aj na rukach ¢loveka.

Objekt: ovocie (banan, jahoda, kivi a podobne), ananasovy dzus.

Pomaocky: nozik a drevena doska, trecia miska, sklenena tycinka, pipety, kadic¢ky, skimavky,
pinzeta, filtracny papier.

Chemikalie: NaCl, domaci detergent (napr. jar), denaturovany lieh, prip. izopropylalkohol
alebo etylalkohol.

Postup: Odvazime si 50 g ocisteného ovocia. Ovocie narezeme na malé kusky a spolu
s malym mnoZstvom NaCl (na hrot lyZicky) rozdrvime v trecej miske. Pre lepSie rozdrvenie
priddme do zmesi cca 15 ml destilovanej vody. Do kadic¢ky si prenesieme priblizne 30 ml
rozdrvenej zmesi ¢o najviac homogénnej azbavenej hrubych casti. Na povrch kadicky
nalejeme 1/6 objemu detergentu. Dobre rozmieSame, ale nie prilis, aby sme zabranili tvorbe
peny, a nechame pdbsobit 10 min. Ztejto zmesi nasledne odlejeme 5 ml do skimavky.
Pridame 5 kvapiek ananasového dzusu. Velmi jemne zmes premieSame. Po stene skimavky
opatrne nalejeme do skumavky 5 ml alkoholu (denaturovany lieh, etylalkohol,
izopropylalkohol a podobne). NemieSame. Pozorujeme vyzrdZanie nukleovych kyselin
v alkoholove] vrstve. Jemne vzniknuty Utvar pinzetou vytiahneme na kusok filtracného
papiera.

Doba trvania: 45 min.

Vysledok: PopiSeme postup izolacie nukleovej kyseliny a popiSeme utvar, ktory sme ziskali.
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Cvicenie C. 3: Extrakcia DNA z biologického materialu

Teoreticky uvod: DNA (kyselina deoxyribonukleovd) patri medzi Styri najdéleZitejSie
polymérne organické latky v Zivej bunke (sacharidy, lipidy, proteiny, nukleové kyseliny). Je
uloZzena v jadre v podobe chromozémov, kde je chranena jadrovou membranou. Ma tvar
dlhej dvojitej pravotocivej skrutkovnice a obtaca sa okolo histénovych proteinov tvoriacich
zlozitu Strukturu solenoidov a oktamérov. Sklada sa z deoxyribdzy, fosfatu a dusikatych baz.
Nachadza sa v kazdej bunke a je nevyhnutnd pre jej Zivot a rozmnoZovanie. DNA je
nositelkou genetickej informacie bunky, riadi rast, delenie a regeneraciu bunky. Okrem
hlavnej DNA, oznacovanej ako chromozomalna DNA, maju organizmy mensie molekuly DNA
ulozené v bunkovych organelach alebo v kratkych do kruhu uzavretych uUsekoch
umiestnenych v cytoplazme, tzv. plazmidoch. Genetickd informacia zapisand v DNA sa
realizuje prostrednictvom dvoch zakladnych krokov, a to transkripcie a translacie.

Objekt: Zivocisny biologicky material (maso, sliny a podobne).

Pomocky: kadi¢ky, skimavka, trojnozka, sietka, kahan, vodny kupel, sklend tycinka,
teplomer, roztiera¢ka s roztieradlom, vahy, mikroskop, podloiné a krycie sklicko, pinzeta,
preparacna ihla.

Chemikalie: tekuty detergent (napr. Cistiaci prostriedok na riad), kuchynska sol, Cerstvo
pripraveny ananasovy dzus (bromelain — protolyticky enzym)/protedza, denaturovany
alkohol, destilovana voda, lad.

Postup: Vzorku (mnoiZstvo cca 10 g) velmi dobre rozotrieme vtrecej miske, v pripade
potreby pouZijeme lyZicku morského piesku. Do kadicky zmieSame 80 ml destilovanej vody a
3g kuchynskej soli. Sklenou tyCinkou zamieSame. Do kadi¢ky pridame 10 ml tekutého
detergentu. V odmernom valci dolejeme destilovani vodu do celkového objemu 100 ml.
Premiesame, snazime sa vyhnut tvorbe peny. V kadicke zmieSame homogenizovanu vzorku s
extrakénym roztokom. Zahrievame vo vodnom kupeli na 60 °C. Priddme 10 ml ananasového
dzdsu. Zmes ochladime na 0 °C. Ochladenu zmes nalejeme do skimavky (2 ml). Priddme do
skumavky rovnaké mnozstvo ochladeného denaturovaného alkoholu. NemieSame. Zmes
nechame 5 min postat, pricom mdzeme kondenzované vidkna DNA jemne premiestnit do
alkoholovej vrstvy. Ziskany produkt prenesieme do kvapky vody na podloziné sklicko.
Prikryjeme krycim sklickom a pozorujeme pod mikroskopom pri mensom a va¢som zvacseni.

Doba: 30 - 40 min.

Vysledok: Zdokumentujeme ziskany produkt (fotografiou alebo zakreslenim) a popiSeme
postup, ako sme DNA izolovali. Zakreslime a popiSeme, ¢o sme pozorovali pod mikroskopom.

Cvicenie C. 4: Mikroskopické pozorovanie faz mitdzy pomocou trvalych preparatov
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Teoreticky uvod: Zaciatkom profazy sa homogénne sfarbené jadro zadina menit.
Kondenzovanim chromatinu vznikaju mikroskopicky viditefné vlaknité chromozémy. KedZe v
S-faze (syntetickej) doslo k replikacii jadrovej DNA, kaidy chromozém pozostava z dvoch
geneticky identickych sesterskych chromatid spojenych v oblasti centroméry proteinom
kohezinom. Mizne jadierko. V blizkosti jadra sa nachddzaju dva centrozéomy, z ktorych kazdy
pozostava z dvoch centriol. Replikdcia centrozomov nastala este pred mitézou. Centrozémy
predstavuju koordinaéné centrd pre syntézu mikrotubulov. Polymerizovanim volného
tubulinu sa z centrozémov za¢nu rozchadzat vldkna mikrotubulov. Ak sa spoja mikrotubuly
dvoch centrozémov, zacnu sa centrozémy posuvat k protifahlym pdlom bunky. Siet tychto
mikrotubulov predstavuje deliace vretienko.

V neskorsej profaze pomenovanej ako prometafaza dochadza k rozruSovaniu jadrovej
membrany a do jadra sa dostavaju mikrotubuly deliaceho vretienka, ktoré asociuju so
vznikajucimi kinetochdérmi v oblasti centroméry chromozémov. Kazdy chromozém ma dva
kinetochéry (kazda chromatida ma svoj kinetochodr), kedZe v dalSom Stadiu je potrebné
chromatidy od seba oddelit a kazdu pritiahnut na iny pdl bunky. (Vldkna deliaceho vretienka,
ktoré smeruju od jedného centrozdmu po druhy, su tvorené nekinetochérovymi
mikrotubulmi. Tie mikrotubuly, ktoré asociuju s kinetochormi chromozémov, su
kinetochdérové mikrotubuly.) V neskorej profaze sa chromozémy dalej Spiralizuju, skracuju a
hrubnu.

V metafaze su chromozdmy maximalne Spiralizované. Koncom metafazy su usporiadané
do tzv. ekvatorialnej roviny, ktora sa nachadza v strede bunky. Toto typické usporiadanie je
dané odpudivymi silami mikrotubulov centrozomov, ktoré sa od seba odtlacaju a
kinetochérové mikrotubuly pritla¢aju chromozémy k sebe. V metafaze sa nachadza mitoticky
kontrolny uzol, ktory kontroluje, Ci su kinetochdérové mikrotubuly deliaceho vretienka
pripojené na vSetky chromozdmy. Kym sa tak nestane, nie je mozny prechod do dalsej fazy -
separacie chromatid.

Pripojenie kinetochdrovych mikrotubulov na vsetky chromozémy, resp. chromatidy, je
signalom pre zaciatok rozchddzania sa chromatid, ktorym zacina anafaza. Prvou fazou je
odburanie proteinu kohezinu, ktora drzi pokope sesterské chromatidy v oblasti centromér, a
postupné skracovanie kinetochdrovych mikrotubulov, ¢o ma za nasledok odtahovanie
chromatid od seba. V druhej faze sa dalsim predlZzovanim nekinetochérovych mikrotubulov
deliaceho vretienka dostanu chromatidy, teraz uz nazvané dcérske chromozémy, k opacnym
polom bunky. Tieto dve fazy sa niekedy nazyvaju aj skora a neskora anafaza.

V telofaze v podstate dochdadza k opacnym procesom, aké prebiehali v profaze.
Nekinetochdérové mikrotubuly sa dalej predlzuju, ¢o spdsobuje az predlZzovanie celej bunky.
Okolo chromozdmov na obidvoch pdloch sa diferencuje jadrova membrana a chromozémy
sa postupne dekondenzuju na stav chromatinu, aky mali pred zaciatkom profazy. Vytvara sa
jadierko.

Objekt: trvalé preparaty.
Pomocky: mikroskop.
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Postup: Vyberieme si trvalé preparaty prezentujuce jednotlivé fazy mitdzy eukaryotickych
buniek rastlinného alebo ZivoliSneho povodu. Preparaty pozorujeme pod mikroskopom
najskor pri malom zvacSeni (10x) a postupne pri vaésom zvacSeni (100x). Sledujeme
jednotlivé fazy delenia.

Doba: 20 min.

Vysledok: Zakreslime alebo odfotime jednotlivé pozorované preparaty dokumentujuce
jednotlivé fazy bunkového delenia. PopiSeme jednotlivé fazy a vysvetlime rozdiely medzi
rastlinnymi a Zivoc¢iSnymi bunkami v mitotickom deleni.

Cvicenie ¢. 5: Mikroskopické pozorovanie faz mitozy

Objekt: korenovy vrchol cibule.

Pomocky: Petriho misky, preparacné ihly, kvapkadlo, podlozné a krycie sklicko, pinzeta,
preparacna ihla, mikroskop, filtracny papier.

Chemikalie: fixacna zmes (etanol : koncentrovand kyselina octovd; 3:1), maceracna zmes
(etanol : HCI; 1:1), acetokarmin (metvlénova modra).

Postup: Z vyrastenych korienkov cibule odrezeme asi 0,5 cm dlhé Casti a preparacnou ihlou
prenesieme do fixacnej zmesi. Fixujeme asi 15 min, potom korienky prenesieme do
maceracnej tekutiny na dobu 10 min. Nakoniec ich preplachujeme v destilovanej vode
najmenej 10 min. Z vypraného korienka odrezeme nadbytocnu cast tak, aby na podloZznom
sklicku zostala len asi 2 mm cast s rastovym vrcholom. Na tuto éast kvapneme farbivo
acetokarmin a prilozime krycie sklicko. Slabym tlakom na krycie sklicko korienok roztlacime,
aby sa izolované bunky rozostupili do roviny. Nadbytoc¢né farbivo odsajeme kuskom
filtratného papiera. Potom zaostrime pri menSom zvacsSeni (10x) a pozorujeme a zakreslime
pri najvacsom zvacseni (100x).

Doba: 60 min.

Vysledok: Zakreslime alebo odfotime jednotlivé fazy a popiSeme ich. Podla pozorovanych
objektov pod mikroskopom identifikujeme jednotlivé fazy mitotického delenia.

Kontrolné otazky

Popiste rozdiely v cytokinéze medzi rastlinnou a Zivoc¢iSnou bunkou.
PopiSte princip karyokinézy a cytokinézy.

Definujte profazu.

Definujte metafazu.

Definujte anafazu.

o Uk WwWwN e

Definujte telofazu mitotického delenia.
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7. Kedy su chromozémy najlepsie viditelné pod mikroskopom?

8. Aku zmes by ste pouzili na fixaciu buniek pri pozorovani mitézy?

9. Aku zmes by ste pouZzili na macerdciu buniek pri pozorovani mitézy?
10. V ¢om vidite vyznam bunkového delenia?

Zaujimavost

Podstatou vzniku rakoviny je zmena genetickej informacie aregulacnych mechanizmov
v bunke. Toto vedie k nekontrolovanému deleniu bunky, vznikd cely novy klon takto
,postihnutych” nekontrolovatelne sa mnoziacich buniek. Tumor-supresorové gény
(oznacované tiez antionkogény alebo recesivne onkogény) su zodpovedné za syntézu
proteinov, ktoré chrdnia zdravd bunku pred nekontrolovatelnym delenim a nddorovu bunku
zasa dokdazu prinutit k samovrazde. Proteiny kédované tumor-supresorovymi génmi maju
teda antiproliferacny ucinok (t. j. zabranuju neregulovanému deleniu nadorovych buniek),
podporuju diferenciaciu (funkénu Specializaciu) buniek, opravu mutaciou poskodenu DNA a
apoptézu (geneticky regulovanu bunkovl samovrazdu). Ako prvy bol objaveny tumor-
supresorovy gén, ktory bol nazvany retinoblastomovy gén (v odbornej literatire oznacovany
skratkou Rb) a zodpovedal za syntézu tzv. retinoblastémového proteinu (RB-protein). Spolu
s dalSim tumor-supresorovym génom TP53, kdédujuci protein p53, funguju ako ,brzdy”
bunkového delenia. Ak obidve alely Rb génu mutuju (menia sa na recesivne), vznika nador
oka (retinoblastom). Nazov mutatorové gény pochadza z anglického nazvu ,mutator”, co
znamena, Ze takyto gén velmi Casto podlieha genetickej zmene — mutacii. Nezmutované
mutdtorové gény su pre kazidd bunku velmi doélezZité, pretoze zabezpecuju spravne
fungovanie reparacnych (opravnych) mechanizmov. Mutdcie alebo inaktivacie mutatorovych
génov sposobuju hromadenie vSetkych mutdcii v bunke a tak podmienuju tzv. nestabilitu
gendmu (jednu z doélezitych podmienok iniciacie karcinogenézy).

81



Laboratérne cvicenia z bioldgie I.

RASTLINNE FARBIVA

Rastlinné farbiva (pigmenty) su zlozité organické latky, ktoré absorbuju Ziarenie v urcitom
rozsahu vinovych diZok vo viditelnej oblasti elektromagnetického Ziarenia. Farbiva, ktoré sa
nachdadzaju v rastlinnych bunkach, sa delia na: (1) hydrochrémy a (2) lipochrémy.

Hydrochrémy su hydrofilné farbiva dobre rozpustné v polarnych rozpustadlach (H,O,
NHs, HCI, H,SO4 a i.) a nachadzaju sa v Specidlnych vakuoldch v bunke. Tato velkd skupinu
rastlinnych farbiv méZzeme na zaklade Struktury jednotlivych latok rozdelit na chalkdny,
dihydrochalkény, flavény, flavanoly, izoflavony, antokyany, aurény a dalSie (Tabulka 1). V
kvetoch sluZia ako atraktanty (na prildkanie hmyzu), ale zudastiiuju sa aj na oxidacno-
redukcnych reakciach.

Tabulka 1: Vybrané skupiny flavonoidov a ich farebny prejav.

Skupina Zdroje Farba

Flavony Cervené vino, plody hlohu, Krémové
paradajky, zeler, petrilen,
citrusy, olivy

Antokyanidiny Bobuloviny, ¢ervené vino, Cervené a modré
cervené hrozno, cerveny

grep, CereSne,  jahody,

Cucoriedky, kvety

pelargdnie, cervené kapusta

Chmel, rastliny rodu Zlté a7 oranZové
Glycyrrhiza

ZIto sfarbené plody ovocia a ZIté, zlatozlté
zeleniny

Lipochromy su hydrofébne farbiva, ktoré sa dobre rozpustaju v nepolarnych

rozpustadlach (etanol, benzén, benzin). V bunke sa nachdadzaju v plastidoch, resp. ich
membranach: chloroplastoch, chromoplastoch a chromatoféroch. Nazyvaju sa preto aj
plastidové farbiva. Maju délezitu ulohu nielen v procese fotosyntézy, ale aj pri raste a vyvine
rastliny. Patria sem chlorofyly, karotenoidy a fykobiliny. Z chemického hladiska je mozné ich
delit do dvoch skupin: (a) dusikaté plastidové farbiva a (b) bezdusikaté plastidové farbiva.
Molekuly dusikatych farbiv su derivatmi porfyrinu, ktorych struktura sa sklada zo Styroch
pyrolovych jadier. Sem patri skupina chlorofylov a fykobilinov. Bezdusikaté farbiva su
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uhlovodikmi polyénového typu, ktoré modziu byt acyklické alebo cyklické. Sem patria
karotenoidy a xantofyly.

Chlorofyly su zakladnou podmienkou fotosyntézy (pri vyvojove nizsich rastlindch sa
namiesto chlorofylov nachadzaju fykokyany a fykoerytriny). Velmi dobre sa rozpustaju v
alkohole, dietyléteri, acetdne a benzéne. V polarnych rozpustadlach chlorofyly fluoreskuju. V
chloroplastoch rastlin sa nachadzaju hlavne chlorofyl a a chlorofyl b. Rastliny, v ktorych je v
prevahe chlorofyl a, maju listie sfarbené na tmavozeleno az modrozeleno. Chlorofyl b
sfarbuje listie bledSou zelenou farbou. Ro¢ne sa rozloZi na celom svete asi 300 miliénov ton
chlorofylu. Na jar sa zosyntetizuje takéto isté mnozstvo nového chlorofylu.

Karotenoidy su lipofilné nehydrolyzovatelné Zlto az cerveno sfarbené latky, ktoré sa
vyskytuju v plodoch, kvetoch a listoch rastlin (kvety pupavy, plody rajciaka, korene mrkvy
ai.). Velmi dobre sa rozpustaju v nepolarnych rozpustadlach (hexan, petroléter, benzén,
chloroform a pod.) a v tukoch. Nazov karotenoidy dostali v roku 1931, kedy sa z mrkvy
(Daucus carota L.) izoloval prvy karotén. Skupina karotenoidov ma dnes vyse 70 druhov
substancii. Chemicky su to tetraterpény. Maju teda zakladnu Struktaru C40.

Xantofyly su derivaty karotenoidov. Rozhodujlce je pritom postavenie — umiestnenie
kyslika. Medzi xantofyly patri aj violaxatin, ktory je vychodiskovou latkou pre syntézu
kyseliny abscisovej. Tym sa uzatvdara kruh latok, ktoré sa zucastiuju na sfarbeni listia
stromov.

Cvicenie €. 1: Pozorovanie chloroplastov

Teoreticky tvod: Machy su taxdn patriaci medzi machorasty. Maju najdokonalejsiu stavbu
tela spomedzi stielkatych rastlin. Gametofyt tvori diferencovana stielka (pakorienky, pabylka
a palistky). Sporofyt predstavuje stopka s vytrusnicou. Machy su starobylé rastliny, ktoré su
ukazkou prechodu vodnych rastlin k suchozemskym. Zaraduju sa medzi vyssie rastliny, lebo
maju zlozitejsiu stavbu tela ako riasy. Ich telo eSte nema vyvinuty dokonaly vodivy systém,
preto nemaju pravé orgdny. Vodu nasdvaju povrchom celého tela. V prostredi, kde sa
vyskytuju, maju funkciu zdsobarne vody. V prirode reguluju hospodarenie s vodou,
zadrZiavaju vlahu a postupne ju vyparuju do okolitého prostredia. Zvlh¢uju lesné ovzdusie a
chrania lesnu podu pred zvetravanim a vyparovanim. Zelené Casti rastlin (palistky) obsahuju
vysoky podiel chloroplastov v bunkach.

Objekt: rastlina machu (Bryophyta).

Pomocky: mikroskop, podloiné sklicko, krycie sklicko, preparacna ihla, skalpel (alebo
Ziletka), pinzeta, kvapkadlo.

Postup: Kusok zelenej casti rastliny machu prenesieme pinzetou do kvapky vody na
podloZznom sklicku. Opatrne zakryjeme krycim sklickom a pod mikroskopom pozorujeme
bunky najskor pri mensom (10x) a potom vacsom (40x, prip. 100x) zvacseni. V bunkach sa
sustredime na zelené chloroplasty obsahujlce zelené farbivo chlorofyl.
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Doba trvania: 15 min.

Vysledok: Zakreslime a popiSeme objekty, ktoré sme pozorovali pri menSom ivacsom
zvacSeni v palistku machu. Pri vaéSom Stasti mdzeme pozorovat okrem vyraznej bunkovej
steny chloroplastov aj jadra buniek.

Cvicenie C. 2: Pozorovanie rastlinnych prieduchov

Teoreticky uvod: Prieduch v pokozkovych pletivach nadzemnych casti rastlin je organ
regulujuci vymenu plynov a vyparovanie vody. Zohrava doélezitu ulohu pri prijme oxidu
uhli¢itého a pri transpirdcii, ma teda svoju ulohu pri dychani (vymene plynov (CO, a O,)
medzi rastlinou a prostredim) afotosyntéze rastlin. Prieduch tvori dvojica buniek
fazulovitého (oblickovitého) tvaru, medzi ktorymi je prieduchova Strbina. VzacnejSie mozu
mat prieduchové bunky kostovity tvar (napriklad u trav z radu Poales). Velkost $trbiny uréuje
turgor zatvaravych buniek, takze ¢im viac su bunky naplnené vodou, tym viac su od seba
oddelené. Prieduchové bunky maju na strane Strbiny zhrubnutu bunkovu stenu. Na rozdiel
od buniek pokozky obsahuju aj chloroplasty. Prieduchy sa nachadzaju najma na spodnej
strane listov, ale vodné rastliny s plavajucimi listami na hladine ich maju na vrchnej strane.

Objekt: Cerstvy list prhlavy dvojdomej (Urtica dioica L.) alebo pupavy lekarskej (Taraxacum
officinale L.).

Pomocky: mikroskop, podloiné sklicko, krycie sklicko, preparacna ihla, skalpel (alebo
Ziletka), pinzeta, kvapkadlo.

Postup: Z Cerstvého listu urobime pomocou skalpela alebo Ziletky velmi tenky preparat
Sikmym rezom, pri¢om sa snazime zachytit ¢o najvacsiu plochu spodnej Casti listu. Preparat
prenesieme pinzetou do kvapky vody na podloznom sklicku. Opatrne zakryjeme krycim
sklickom a pod mikroskopom pozorujeme najskér pri mensom, aby sme lokalizovali bunky
prieduchov. Potom pri vd¢som zvacseni detailne pozorujeme prieduchy a hlavne pritomnost
chloroplastov.

Doba trvania: 15 min.

Vysledok: Zakreslime pozorované Struktury pri mensom i vaéSom zvacseni a popiseme, ¢o
sme pozorovali. Vysvetlime lokalizaciu a vyznam chloroplastov v prieduchoch rastlin.

Cvicenie C. 3: Extrakcia chlorofylu a jeho pozorovanie pod mikroskopom

Teoreticky uvod: V listoch zelenych rastlin sa nachadza viacero farbiv, ktoré sa zucastnuju
procesu fotosyntézy a aj inych procesov regulovanych svetlom. Najznamejsim farbivom je
zeleny chlorofyl. Dalsie farbivd su napr. derivaty chlorofylov a karotenoidy. Pozndme dva
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druhy chlorofylu - chlorofyl a a chlorofyl b. Chlorofyl a sa da od chlorofylu b rozlisit na zaklade
spektralnych vlastnosti (farby). Karotenoidné farbiva su odvodené od alfa- a beta-karoténov
zavedenim molekuly kyslika. Beta-karotén je najpocetnejSie zastupenym karotenoidom v
listoch. Hlavnou ulohou karotenoidov je absorpcia svetla. Karotenoidy absorbuju energiu v
modrej oblasti spektra a prendsaju ju na chlorofyly.

Objekt: zelené listy (trdva, byliny, zelené listy zo stromov).

Pomocky: mikroskop, podlozné sklicko, krycie sklicko, skalpel alebo Ziletka, preparacna ihla,
Pasteurove pipety, filtraCny papier, stojan, kadicky, filtracny lievik, svorka, kvapkadlo, trecia
miska, odmerny valec, skimavka.

Chemikalie: etanol (C,HsOH), uhlicitan vapenaty (CaCOs).

Postup: Odvazime si 2 g zelenych listov. Do kadicky si nalejeme pomocou odmerného valca
40 ml etanolu. Rastlinny materidal narezeme alebo nastrihdme na mensie kusky a
zhomogenizujeme v trecej miske s 0,1 g CaCOs;. Obsah v trecej miske zalejeme 15-20 ml
etanolu ariadne premiesame, az kym sa nam nevytvori kasovitda hmota. Zhotovime si
filtranu aparaturu. Hmotu prefiltrujeme vo filtracnej aparature cez skladany filtracny papier.
Nadobu trecej misky oplachneme zvySnym etanolom. Na odistené podloiné sklicko
kvapneme kvapku ziskaného vyextrahovaného chlorofylu a prikryjeme ju opatrne krycim
sklickom. Pozorujeme pod mikroskopom pri mensom (10x) a postupne vdaésom zvacseni (40x
az 100x). Do skumavky si nalejeme priblizne 5 ml ziskaného alkoholového roztoku
a pozorujeme zafarbenie pri dopade svetla.

Doba trvania: 20 min.

Vysledok: PopiSeme postup extrakcie chlorofylu. Pozorujeme ziskany roztok pri dopadne
svetla. Pod mikroskopom pozorujeme vzniknuty extrakt a zakreslime a spravne popisSeme
pozorované Struktlry pri menSom a nasledne vaéSom zvacseni.

Cvicenie C. 4: Delenie roztoku asimilacnych farbiv

Teoreticky uvod: Lipochromy su rastlinné farbiva vyskytujlce sa v plastidoch. Patria k nim
zelené chlorofyly, Zlté xantofyly a Cervené karotenoidy. Patria medzi asimilacné farbiva
a podielaju sa na biochemickom procese fotosyntézy. V alkohole sa extrahuju spolocne
vsetky lipochrémové farbiva. Pri chromatografickom deleni sa papierovou aj tenkovrstvovou
chromatografiou delia na zelené chlorofyly a Zlté aZ oranzové xantofyly.

Objekt: vyextrahovany chlorofyl (ziskany v cviceni €. 3).
Pomocky: skimavka so zatkou, odmerny valec alebo pipeta, kvapkadlo.

Chemikalie: benzin (CsH14).
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Postup: V skimavke zmieSame 6 ml roztoku chlorofylu s 2 ml benzinu a niekolkymi kvapkami
vody. Skiumavku zazatkujeme a dékladne pretrepeme. Sledujeme rozdelenie vrstiev.

Doba trvania: 15 min.

Vysledok: Zakreslime a popiSeme pozorované vrstvy. Identifikujeme, ktora vrstva
predstavuje ktoré farbiva.

Cvicenie C. 5: Chloroplasty sa menia na chromoplasty

Teoreticky Gvod: Ruza Sipova (Rosa canina L.) je asi 3 metre vysoky krik so silne ostnatymi
vetvami. Sipky kvitnd od aprila do jula. Plody st €erveno sfarbené ipky, obsahujuce suplodie
naziek, ktoré sa nachadza v zduZnatenej SeSuli. Nazka vznikd z jedného alebo viac
plodolistov. Sipky obsahuju vitamin C a okrem &ajov z nich je mozné robit vino a marmelady.
Pri zreni Sipky na jesen sa chloroplasty menia na chromoplasty. Vymizne chlorofyl a ostavaju
len karotenoidy. NavysSe sa syntetizuju nové druhy karotenoidov (napr. lykopén, beta-
karotén) a preto povodne zelené Sipky sc¢erveneju. Uvedené karotenoidy sa nachadzaju vo
forme krystalov v tzv. krystalickych chromoplastoch.

Objekt: zelené a Cervené plody (Sipky) ruze Sipovej (Rosa canina L.).

Pomocky: mikroskop, podlozné sklicko, krycie sklicko, preparacna ihla, skalpel (alebo
Ziletka), pinzeta, kvapkadIo.

Postup: Zo zelenej a cervenej bobule Sipky odrezeme Ziletkou (alebo ostrym skalpelom)
tenké priecne rezy, ktoré preparacnou ihlou prenesieme vedla seba jednom do kvapky vody
na podloZznom sklicku. Zhotovime nativny preparat. Gumou mdzZzeme jemne pritlacit na
krycie sklicko a pripravit tak roztlakovy preparat.

Doba trvania: 15 min.

Vysledok: Do protokolu zakreslime alebo odfotime pri rovnakom zvacseni (40x) bunku s
chloroplastmi zo zelenej bobule a vedla bunky s ruzovo-hnedo sfarbenymi chromoplastmi
z dozretej, cervenej bobule ruze Sipovej. PopiSeme jednotlivé pozorované struktury.

Cvicenie €. 6: Chromoplasty v bunkach mrkvy

Teoreticky uGvod: Karotény su organické farbiva, ktoré sa rozpustaju v
lipofilnych rozpustadlach (v nepoldrnych organickych rozpustadlach ako chloroform, éter,
benzén, acetén a pod.) avtukoch. Su doblezité ako prekurzory pre syntézu vitaminu A.
Nachadzaju sa hojne vkorefnoch mrkvy avplodoch rajéiaka atiez v malom mnozstve
v chloroplastoch spolu s chlorofylom ako zlozky fotosyntetického aparatu rastlin.

Objekt: koren mrkvy (Daucus carota L.) alebo plod rajciaka jedlého (Solanum lycopersicum
L.).
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Pomocky: mikroskop, podlozné sklicko, krycie sklicko, preparacna ihla, skalpel (alebo
Ziletka), pinzeta, kvapkadlo.

Postup: Zrastlinnej vzorky pripravime prieény a pozdi?ny rez (o najtensi, priesvitny).
V kvapke vody pripravime nativny preparat a pozorujeme.

Doba trvania: 10 min.

Vysledok: Najdeme typické parenchymatické bunky a v nich drobné oranzové zhluky
chromoplastov (su to krystalické chromoplasty). Zakreslime a popiSeme pri najvacsom
zvacseni.

Cvicenie C. 7: Prirodzené indikatory pH v rastlinnej bunke

Teoreticky Gvod: Antokyany su Cervené, modré a fialové rastlinné farbiva patriace medzi
hydrochrémy, t.j. vo vode rozpustné farbiva. Vyskytuju sa najma v kvetoch a plodoch,
prevazne vo forme heteroglykozidov. Zriedenymi kyselinami sa tieto glykozidy za tepla lahko
hydrolyzuju na sacharidy a na prislusny aglykén zvany antokyanidin. Farba antokyanovych
farbiv v listoch alebo plodoch zavisi od formy, v akej sa v bunke nachadzaju. Antokyany
v kyslom prostredi su cervenej farby, pri neutrdlnom pH su fialové a v alkalickej oblasti maju
modru az zelenu farbu. Zmenu farby antokyanov v zdvislosti od pH je mozné overit si aj na
nativnych kvetoch fialky, pltucnika, muskatov apod., ktoré v parach ¢pavku modraju a v
parach kyselin Cervenaju. Farba kvetu pltucnika sa meni aj v prirodzenych podmienkach.
Hlavny biologicko-ekologicky vyznam antokyanov spociva v lakani hmyzu (atraktanti) a v
absorpcii slnecného Ziarenia. Antokyany sa casto akumuluju v listoch aj pri poruchach
mineralnej vyZivy rastlin (Cervené a hnedé skvrny na listoch pri nedostatku draslika).

Objekt: cervend kapusta (Brassica oleracea var. capitata Dc.), Cervend odroda cibule (Allium
cepa L.), kvet muskatu (Pelargonium zonale L.).

Pomaocky: mikroskop, podlozné sklicko, krycie sklicko, skalpel, preparacna ihla, kadicka s
destilovanou vodou, Pasteurove pipety, filtracny papier, kvapkadlo.

Chemikalie: 0,1 M vodny roztok kyseliny chlorovodikovej (HCI), 0,1 M vodny roztok
hydroxidu sodného (NaOH).

Postup: Z rastlinnych vzoriek pripravime skalpelom ¢o najtensie rezy a preparacnou ihlou ich
prenesieme do kvapky vody na podloZznom sklicku. Prikryjeme krycim sklickom a sledujeme
pod mikroskopom. Najdeme velké bunky s velkou centralnou vakuolou zafarbenou na
fialovo pritomnostou antokyanu. Potom preparat presajeme 0,1 M vodnym roztokom NaOH
a pozorujeme farebné zmeny v bunkdach. Nasledne presajeme preparat 0,1 M vodnym
roztokom HCl a znovu zaznamename farebné zmeny, ku ktorym v bunkach dochadza. Ak sa
nepodari dosiahnut dvojakd zmenu farby na jednom preparate, je vhodné zhotovit novy
preparat na sledovanie vplyvu zmeny pH.
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Doba trvania: 20 min.

Vysledok: PopiSeme a fotografiou alebo obrdzkom zdokumentujeme zmeny v zafarbeni
antokyanov v kyslom a zasaditom prostredi.

Kontrolné otazky

1. Ako by ste charakterizovali rastlinné farbiva?

2. Napiste, ¢o viete o hydrochromoch.

3. Co viete o lipochrémoch?

4. Ako by ste charakterizovali chlorofyly?

5. Co mozete pozorovat pri zreni $ipky?

6. Aké tri vrstvy pozorujete pri rozdeleni chlorofylov papierovou chromatografiou?

7. Co su karotény?

8. Co viete o antokyanoch? Kde sa vyskytuju a aky maju prinos pre rastlinu?

9. Co su prirodzené indikatory pH v rastlinnej bunke a ako sa ich farba meni v zavislosti od
pH prostredia?

10. Akymi rozpustadlami moZete extrahovat farbiva plastidov, ako su xantofyly, karotény,

chlorofyly?

Zaujimavost

Zeleny chlorofyl je zvlastny fenomén. Svojou Struktirou sa podobad Specifickou zloZzkou krvi
¢loveka, hemoglobinu, za ktorého typicku farbu je zodpovedné farbivo hem s podobnou
Strukturou ako ma chlorofyl. Spolu umoznuju transport dychacich plynov cievnym systémom
Cloveka. Hem obsahuje centralny atom Zeleza, ktory je komplexacne viazany histidinovymi
zvySkami, zatial ¢o chlorofyl obsahuje vo svojej Struktire centrdlne viazany horéik v
porfyrinovej kostre. Mierne nadnesene by sme mohli tvrdit, Ze chlorofyl listov a hem krvi su
z hladiska chemickej Struktury dvojcatd. Chlorofyl moZzno povaZovat za latku, ktorou priroda
umoziuje tvorbu krvi u vSetkych bylinozravcov a teda aj u ¢loveka.. Je klinicky potvrdené, ze
podavanie chlorofylu fudom trpiacim anémiou napomaha zvySovat mnoistvo cervenych
krviniek dokonca efektivnejsie ako podavanie Zeleza, ktoré ma aj negativne vedlajsie ucinky.
Okrem toho by sme zdraviu prospesné Ucinky konzumadcie chlorofylu na lfudsky organizmus
mobhli zhrnat nasledovne: stimulacia imunitného systému, regeneracia pokozky pri koznych
ochoreniach, odvodnenie organizmu pri zavodneni, elimindacia plesni v organizme, Cistenie
krvi, criev acelkovd detoxikacia pecene icelého organizmu, znizovanie rizika rakoviny
a podpora organizmu pri liecbe rakoviny, normalizacia krvného tlaku, zniZzovanie zapachu
v Ustach i telesného pachu.
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BIOGENNE PRVKY

Zivd hmota (bioplazma) nie je z hladiska chemického zloZenia jednotna, ale sklada sa
z mnohych [atok, ktoré sa vyskytuju vo forme prvkov a zlucenin. Bioplazma sa vyznacuje
urCitym stupfiom organizdcie a prebiehaju v nej r6zne biochemické procesy. Bioplazma
obsahuje asi 60 prvkov z Mendelejevovej periodickej sustavy. VSetky prvky podielajluce sa na
stavbe latok Zivej prirody sa nazyvaju biogénne prvky.

Biogénne prvky su prvky, ktoré sa vyskytuju v Zivych systémoch a maju pre tieto systémy
nezastupitelnd ulohu. Podla mnoiZstva, v akom sa vyskytuju v Zivych organizmoch, sa
klasifikuju do dvoch tried:

i.  makroelementy (makrobiogénne prvky) — vyssi obsah v Zivych systémoch; C, H, O, N, P,
Ca, Mg, Fe,S,NaaKa
ii. mikroelementy (mikrobiogénne prvky) nizky obsah —Zn, Cu, Ni, Co, Se, Li, Si,|,BaF.

Voda, anorganické a organické latky su hlavnymi zloZzkami bunky. AZ 99 % hmotnosti Zivej
bunky tvoria 4 biogénne prvky: C, H, O a N, dalej P a S. Majoritna ¢ast makroelementov je
obsiahnuta v proteinoch, nukleovych kyselinach, sacharidoch alipidoch, ktoré tvoria
zakladnu hmotu bioplazmy. Kvantitativne zastupenie jednotlivych zlicenin nie je vo vSetkych
bunkach, ale ani Strukturach rovnaké. Rozdiely zavisia od druhovej prislusnosti organizmu,
od druhu a veku buniek.

V protoplazme su biogénne prvky nielen sucastou organickych latok aj anorganickych
zlt&enin, pricom mnohé z nich mdzu byt pritomné vo forme volnych iénov K*, Na*, CI" a Mg?**
pbsobiacich ako elektrolyty, ktoré podmienuju Zivotné procesy, riadia osmotickd cinnost
buniek, usmernuju hodnotu pH a podobne. Napr. idny Ca®" st viazané prevazne na organické
zluceniny, avsak vyznam maju aj vo forme nerozpustnych soli (kosti, zuby, schranky ulitnikov,
Skrupiny slepacich vajec a pod).

Oligobiogénne prvky tvoria dodnes neuzatvorenu skupinu a patria k nim hlavne tazké
kovy. Zn je viazany predovSetkym v tych proteinoch, ktoré vykazuju enzymatickd aktivitu.
Makrobioticky prvok Fe je vidy viazany v komplexoch organickych zlu¢enin a zucastriuje sa
katalyzy oxidacno-redukénych dejov v bunke. Mn sa zUcastriuje prenosu elektrénov pri
produkcii kyslika pocas fotosyntézy. Co je sucastou vSadepritomného vitaminu Bq,. Mo je
sucastou nitrogendz aredukuje N, na NHs. Se je nevyhnutnou sucastou aminokyseliny
selenocystein.

Z hladiska organickych latok su v bunke najviac zastupené: sacharidy, tuky, proteiny,
nukleové kyseliny.

Cvicenie €. 1: Dokaz vapnika v bunkach cibule

Teoreticky uvod: Vapnik (Ca) patri k makroelementom. V Zivych organizmoch sa vyskytuje
vo forme komplexnych soli (napr. pri Zivoc¢ichoch ako zaklad opornej sustavy), alebo ako
dvojmocny katién (Ca?*). V Zivo&iénych organizmoch je vapnikovy katién délezity pri pohybe
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svalov, Sireni nervového vzruchu, sekrécii hormdnov a zrazani krvi. V rastlindch spevnuje
bunkové steny a udrziava stabilnd hodnotu pH v cytoplazme. ViaZe sa na protein kalmodulin,
ktoru aktivuje a prostrednictvom nej sa zucastriuje na prenose signalov z prostredia do jadra
buniek.

Cibula kuchynska je velmi vhodny objekt na mikroskopické pozorovanie vzhladom ku
svojej Strukture a jemnym vrstvam pokozky. Dokaz vapnika uskutocnime pomocou kyseliny
sirovej, ktord reaguje so Stavelanom vapenatym za vzniku siranu vapenatého, pricom je
mozné pozorovat zmenu obdiZnikovych krystalov $tavelanu vapenatého na typické ihlicovité
krystaliky siranu vapenatého.

Objekt: vonkajsia odumretd pokozka cibule kuchynskej.

Pomocky: mikroskop, podlozné sklicko, krycie sklicko, preparacnd ihla, skalpel a pinzeta,
noznice, Pasteurova pipeta, filtracny papier.

Chemikalie: 10 % roztok (v/v) kyseliny sirovej (H,SOj4).

Postup: VonkajSiu odumretu pokozku cibule (epidermu) rozrezeme na malé (5 mm x 5 mm)
Stvorceky. Stvoréek prenesieme na podloZné sklicko do kvapky vody, prikryjeme opatrne
krycim sklickom a pozorujeme. Pozorovany obraz zakreslime do protokolu. Roztok kyseliny
sirovej priddvame k prepardtu tzv. presavacou metdédou (str. 37 — 38). Pozorujeme pri
malom zvacseni (10x) a tiez pri zvacSeni 40x pocas nasledujucich 10 — 15 min. Pozorovany
obraz opat zakreslime.

Doba trvania cvicenia: 15 - 20 min.

Vysledok: V preparate s vodou pozorujeme tvar a StruktUru buniek epidermy cibule.
Zakreslime alebo odfotime pozorovany objekt pri menSom ivacsom zvacseni.
Zdokumentujeme zmenu vnutorného prostredia bunky spdsobenu pritomnostou kyseliny
sirovej. Vysvetlime dékaz védpnika v bunke.

Kontrolné otazky

Co je to bioplazma?

Definujte pojem , biogénne prvky”“.

V akej forme sa v Zivych organizmoch vyskytuje vapnik a akd ma funkciu?
Uvedte princip metédy na dékaz vapnika v bunkdch cibule.

Aka je Struktura siranu vdpenatého v rastlinnej bunke?

o s wWN e

Charakterizujte stru¢ne mikroelementy a vymenujte aspon pat zastupcov z tejto skupiny

prvkov.

7. Charakterizujte stru¢ne makroprvky a vymenujte aspon pat zdstupcov z tejto skupiny
prvkov.

8. Vymenuijte Styri skupiny latok tvoriace organické latky.

9. Ako by ste charakterizovali oligobiogénne prvky?

10. Aky je vyznam Mn a Co v organizme?
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Zaujimavost

Organickda chémia sa zaobera studiom zluc¢enim uhlika. Organické zluceniny boli kedysi
povazované za latky, ktoré sa vyskytuju iba v Zivych organizmoch, ale neskor bola tato tedria
(vitalizmus) vyvratena, ked sa chemikom podarilo syntetizovat organické zluceniny aj
v laboratdrnych podmienkach z anorganickych zlic¢enin. Schopnost uhlika vytvarat Styri
kovalentné vazby prispieva k jeho schopnosti podielat sa na vzniku rozmanitych molekul.
Uhlik sa mozZe viazat svelkym mnoZstvom atdomov vratane O, H a N, taktiez s dalSimi
atdmami uhlika, ¢im vznika uhlikata kostra organickych zldcenin. Chemickou modifikaciou
uhlika sa napriklad dve latky diametralne odlisSnymi fyzikdlnymi vlastnostami — grafit
a diamant.
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BUNKA A PROSTREDIE

Difuzia je vSeobecny jav, ktory sa pozoruje v plynoch, kvapalinach, ale aj v tuhych latkach. Ak
sa napriklad zmieSaju dve kvapaliny (napr. alkohol a voda), prenikaju (difunduja) molekuly
jednej latky medzi molekuly druhej latky, kym sa nevytvori rovnovazny stav, v ktorom su
molekuly obidvoch kvapalin rovnomerne rozptylené v danom objeme.

Osméza je prenikanie rozpustadla do roztoku oddeleného od neho polopriepustnou
(semipermeabilnou) membranou, ktora prepusta iba molekuly rozpustadla, ale nie molekuly
rozpustenych latok. Tlak, ktorému musime roztok vystavit, aby sa zamedzilo prenikaniu
rozpustadla (napriklad vody) do neho, sa nazyva osmoticky tlak. Je to teda tlak potrebny na
zabranenie osmozy.

Vakuolizovana bunka a vonkajsi roztok, ktorym je bunka obklopenad, tvori prirodzeny
systém, v ktorom prebieha osmodza. Osmotickd hodnota bunky je dand koncentraciou
osmoticky aktivnych latok v bunke, pri rastlinach najma vo vakuole. Ak je osmoticky tlak
vakuolového roztoku mensi (hypotonicky roztok) nez osmoticky tlak okolitého roztoku
(hypertonicky roztok), tak dochadza k osmdze vody z vakuoly cez tonoplast a z cytoplazmy
do vonkajSieho prostredia cez semipermeabilnd cytoplazmaticki membranu. Vakuola (a
sucasne s nim aj bunka) sa zmensuje, scvrkava, az nakoniec sa cytoplazmatickd membrana
oddeli od bunkovej steny — dochadza k plazmolyze. Naopak, v hypotonickom roztoku bunka
vodu nasava cez cytoplazmaticki membranu a tonoplast do vakuoly a vakuola sa zvacsuje a
objem bunky sa meni. Elastickd bunkova stena sa roztahuje tak dlho, kym jej spatny tlak (tlak
bunkovej steny, turgorovy tlak) nedosiahne hodnotu osmotického potencidlu roztoku.
Dochddza k deplazmolyze a navrateniu sa bunky do pévodného (hydratovaného) stavu.

Osmodza je prenikanie rozpustadla do roztoku oddeleného od neho polopriepustnou
(semipermeabilnou) membréanou, ktord prepusta iba molekuly rozpustadla, ale nie molekuly
rozpustenych latok. Osmotickymi javmi nazyvame zmeny v bunkdch odohravajuce sa
vplyvom rozdielnej koncentracie latok v bunke a prostredi. Tlak, ktorému musime roztok
vystavit, aby sa zamedzilo prenikaniu rozpustadla (napriklad vody) do neho cez
semipermeabilnd membranu oznacujeme ako osmoticky tlak. Hodnoty osmotického tlaku
buniek si pomerne vysoké, obycajne 5 - 10 atm (0,5 - 1,0 MPa, 1 atm = 101,3 kPa). Bunky
halofilnach (slanomilnych) rastlin dosahuji az 100 - 200 atm. Vysoku osmotickd hodnotu
podmienuje vysoka koncentracia soli vo vakuole. Roztok, ktory ma nizsi osmoticky tlak (a
vySSi osmoticky potencial), nez je v bunke (ktord sa v takomto roztoku nachadza) je
hypotonicky. Naopak, roztok s vySsim osmotickym tlakom (a niZzSim osmotickym
potencidlom), neZ je v bunke, ktord sa v takomto roztoku nachadza, sa nazyva hypertonicky.

Plazmolyza je Ukaz, pri ktorom sa protoplazma Zivej bunky oddeluje od bunkovej steny a
scvrkdva sa. Zapricinuje ju Unik vody z bunky do (hypertonického) prostredia pri osmdze.
Roztok vyvolavajuci plazmolyza sa nazyva plazmolytikum. O deplazmolyze hovorime vtedy,
ak sa plazmolyzovana bunka vloZi do hypotonického roztoku, z ktorého bunka osmoticky
prijima vodu, kym v nej nenastane rovnovazny stav. Plazmoptyza je roztrhnutie bunkovych
stien po vysokom osmotickom napinani bunkového obsahu. K plazmoptyze dochdadza napr.
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pri praskani ovocia v dazdivom lete, alebo pri umiestneni morskych rias do destilovanej vody:
morské riasy su prisp6sobené morskej vode, ktora ma vysoky obsah soli, v destilovanej vode
ich bunkové steny nevydrzia zvySeny turgor a praskaju.

Osmotické vlastnosti bunky su pre Zivot rastlin velmi dolezité, pretoze maju podstatny
podiel na prijme Zivin z pody a vody. Niektoré Zivotné prejavy su vysledkom zmien
osmotickych pomerov v bunkach a pletivach, napr. otvaranie a zatvaranie prieduchov,
pohyby organov, klicenie semien ai. Osmodza je dblezita aj pre ZivocisSne a mikrobialne bunky.

Cvicenie €. 1: Plazmolyza a deplazmolyza buniek

Teoreticky uvod: Plazmolyza je osmoticky jav, ktory spoliva v osmotickej strate vody z
rastlinnej bunky, ktora sa nachadza v hypertonickom roztoku (Cize roztoku s vacésim
osmotickym potencidlom ako vakuoly danej bunky). V takomto hypertonickom prostredi ma
bunka tendenciu vyrovnat koncentraciu, a tak sa voda z bunky dostava do prostredia, Cize
bunka je vysusovana. Ked' Ziva bunku ponorime do hypertonického roztoku, prenikd voda
cytoplazmatickou membranou von a bunka zmensSuje svoj objem (plazmolyza). Ak
plazmolyzovanu bunku ponorime do hypotonického roztoku, alebo Cistej vody, vnikd voda
do bunky, ktora zvacSuje svoj objem a nadobuda svoj pévodny objem a tvar (deplazmolyza).

Objekt: vnutorna pokozka cibule kuchynskej (Allium cepa L.).

Pomocky: skalpel, pinzeta, podlozné sklicko, krycie sklicko, prepara¢na ihla, Pasteurova
pipeta, kadicka s destilovanou vodou, 2 M vodny roztok NaCl.

Postup: Pripravime si preparat cibule. Z vnutornej pokozky cibule pomocou skalpelu a
pinzety nakrdjame StvorCeky velkosti priblizne 5 x 5 mm. Jeden StvorCek prenesieme
preparacnou ihlou do kvapky vody, druhy do kvapky 2 M vodného roztoku NaCl. Pri
preparate v 2 M vodnom roztoku NaCl pozorujeme priebeh plazmolyzy a po ustaleni
zakreslime. Nasledne plazmolytikum nahradime vodou (presavacou technikou) a pozorujeme
navrat buniek do pévodného stavu — deplazmolyzu.

Doba: 15 min.

Vysledok: Popiste podla obrazka javy, ktoré pozorujeme v bunke v kvapke vody a po pridani
2 M roztoku NaCl. Vysvetlite, za akych okolnosti v bunke dochadza k plazmolyze a za akych
k deplazmolyze.

Cvicenie C. 2: Vypocet osmotickej hodnoty bunky

Teoreticky princip: Osmotickd hodnota buniek sa da orientacne zistit pouZitim metddy
hrani¢nej plazmolyzy, t.j. uréenim koncentracie (napr.) NaCl, ked sa cytoplazmaticka
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membrana prave zac¢ina oddelovat od bunkovej steny. Pre zistent koncentraciu NaCl potom
vyhladdme v tabulkach prepocitand osmoticki hodnotu bunky. Metdédou hranicnej
plazmolyzy nezistime absolitnu hodnotu osmotickych tlakov v bunkach pletiv. Vysledky su
ovplyvnené napucavostou cytoplazmy, pruznostou bunkovej steny, tlakom susednych buniek
a podobne. Preto pri rastlinnych bunkach nehovorime o osmotickom tlaku, ale o osmotickej
hodnote. Koncentracia NaCl, pri ktorej zistime tzv. hranicnd plazmolyzu, zodpoveda
pribliznej osmotickej hodnote bunky. Tato je dana koncentraciou osmoticky ucinnych latok v
bunke (prevaine vo vakuole). O hranicnej plazmolyze hovorime vtedy, ked sa
cytoplazmatickd membrdna prave zacne oddelovat od bunkovej steny. Viditelnd byva
obzvlast v rohoch buniek. Osmotickd hodnotu bunky mdZeme priblizne vypocitat podla
vzorca: P = (R.T.c.i.)/V

kde P je hladany osmoticky tlak v MPa, R je plynova konstanta (R = 0,082), T je absolutna teplota (T = 273 +
teplota laboratdria), c je koncentracia rozpustenej latky v méloch, i je izotonicky koeficient (pre NaCli=1,5)aV
je objem, v ktorom je rozpustena jedna molekula plazmolytika pri hrani¢nej koncentracii (napr. ak plazmolyza
prebieha pri koncentracii 0,25 M, potom V = 1/0,25 = 41)

Objekt: vnutorna pokozka cibule kuchynskej (Allium cepa L.).

Pomaocky: skalpel, pinzeta, podloiné sklicko, krycie sklicko, preparacna ihla, Pasteurova
pipeta, kadicka s destilovanou vodou, 2 M roztok NaCl, skimavky, pipety delené (2 ml, 5 ml),
mikroskop.

Postup: Najprv si pripravime rad odstupnovanych koncentracii NaCl podla Tabulky 2. Potom
si pripravime preparaty cibule. Z vnutornej pokozky cibule pomocou skalpelu a pinzety
nakrajame Stvorceky velkosti priblizne 5 x 5 mm. Narezané kusky pokozky prenesieme do
oznacenych skimaviek s odstupfiovanymi koncentraciami roztoku chloridu sodného. Dbame
oto, aby Stvoréeky z pokozky cibule boli Uplne ponorené do plazmolytika a skimavky
uzavrieme kovovymi vrchnakmi. Za 5 - 10 min prezerame kazdy kusok pokozky pod
mikroskopom vZdy v danom roztoku (za¢iname od najvyssej koncentracie). Zistime, pri akej
koncentracii NaCl prebieha hrani¢na plazmolyza a vypocitame osmotickd hodnotu bunky.

Tabulka 2: Koncentracie roztoku NaCl a spdsoby pripravy jednotlivych koncentracii ako aj ich osmoticka
hodnota pre vypocet osmotickej hodnoty bunky.

Koncentracia roztoku Zas. roztok Destilovana voda Osmoticka hodnota
NaCl (M) 2M NaCl (em’ = ml) (em” = ml) roztoku NaCl
(MPa, pri 27°C)
0,2 0.50 4,50 0,839
0.3 0.75 4,25 1,248
04 1.00 4,00 1.657
0.5 1.25 3.75 2.096
0.6 1.50 3.50 2.566
0.7 1.75 3,25 2.965
0.8 2.00 3.00 3.374
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Doba: 35 - 45 min.

Vysledok: Zaznamename mikroskopické pozorovania jednotlivych preparatov a podfa
vysledkov vypocitame osmotickd hodnotu bunky.

Cvicenie C. 3: Porovnanie semipermeability membran Zivych a mftvych buniek

Teoreticky princip: Ziva bunka ma semipermeabilni (&iastoéne priepustni) cytoplazmaticku
membranu. Prijima vodu a chrani bunkovy obsah proti vonkajSiemu okoliu. Po usmrteni
bunky (napr. pri vysokej teplote, p6sobenim agresivnych chemickych latok, ako su silné
kyseliny, zasady a organické rozpustadld), sa straca jej semipermeabilita a obsah vakuoly sa
vylieva do prostredia.

Objekt: koren repy obycajnej cviklovej (Beta vulgaris var. vulgaris).
Pomaocky: n6z, kadicky, varic.
Chemikalie: destilovana voda, chloroform, 30 % roztok kyseliny octovej.

Postup: Z korena ocistenej repy cviklove;j si pripravime kocky velkosti cca 0,5 x 0,5 x 0,5 cm.
Kocky premyjeme vteclucej vode. Premyté kocky cvikly (12 ks) vlozime do vody
s laboratérnou teplotou (3 ks), vriacej vody (3 ks), roztoku kyseliny octovej (3 ks)
a chloroformu (3 ks). Pozorujeme reakcie.

Doba: 15 min.

Vysledok: PopiSeme reakcie vzoriek, ktoré sme pozorovali v jednotlivych kadickach.
Vysvetlime pozorované javy.

Cvicenie C. 4: Pozorovanie bunky v osmoticky rozne aktivnych prostrediach

Objekt: mrkva, zemiak, list tradeskancie (Tradescantia).

Pomocky: Ziletka, mald lyzicka, skalpel, pinzeta, n6z, kadicky, mikroskop, podlozné a krycie
sklicka.

Chemikalie: NaCl, pSeni¢nd muka, destilovana voda, fyziologicky roztok, nasyteny roztok
NacCl.

Postup:
a) Do mrkvy vydlabeme pomocou malej lyzicky, pripadne skalpelom dve jamky. Jednu
naplnime solfou a druhu pseni¢nou mukou. Pozorujeme.
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b) Ocistime zemiak od vonkajSej Supky. NoZikom z obieleného zemiaka vyrezeme 3 Uplne
zhodné hranolceky. VSetky tri oznacime a odvazime. Hmotnosti si zapiSeme. Jeden
hranolcek vloZzime do kadicky s destilovanou vodou, druhy do kadic¢ky s fyziologickym
roztokom a treti do kadicky s nasytenym roztokom NaCl. Vroztokoch nechame
hranolceky priblizne 20 min. Po tomto case ich vytiahneme z roztokov, mierne osusime
kratkym poloZzenim na filtracny papier a odvazime. Hmotnosti si zapiSeme a porovname
s hmotnostami nameranymi na zaciatku ulohy, pred vloZzenim hranoléekov do roztokov.

c) Pomocou Ziletky ziskame z listu tradeskancie preparat pokozky. Pod mikroskopom
pozorujeme prieduchy. Presavacou technikou pridame k preparatu destilovanu vodu
a pozorujeme.

Doba: 30 min.

Vysledok: Popiseme zmeny, ktoré pozorujeme v jednotlivych pozorovanych objektoch.
Porovname rozdiely v nameranych hmotnostiach a vyvodime zavery (cvi¢enie b). PopisSeme,
aké zmeny pozorujeme v prieduchoch (cviCenie c). Vysvetlime, ktoré prostredia su pre
rastlinné bunky osmoticky aktivne a ako sa toto prostredie prejavuje na rastlinnej bunke a na
jej organoch.

Kontrolné otazky

1. Uvedte, o je difuzia.

2. Definujte pojem osmodza?

3. Kedy dochadza ku:

a) plazmolyze,

b) deplazmolyze,

c) plazmoptyze.

Aky je to osmoticky tlak?

Kedy je roztok hypotonicky?

Kedy je roztok hypertonicky?

Kedy dochdadza k hrani¢nej plazmolyze a pri Com sa tento jav vyuziva?
Aké prostredie predstavuje muka, sol a Skrob pre bunky hluzy zemiakove;j?

L N U e

Co je to semipermeabilita?
10. Definujte pojem deplazmolyza?

Zaujimavost

Voda je latka umozZnujuca Zivot. VSetky Zivé organizmy su vytvorené z velkej Casti z vody
a Ziju v prostredi, ktorému voda dominuje. Voda je na Zemi biologickym médiom a je mozné,
7e je to tak obdobne aj na inych planétach. Zivot na Zemi sa zacal vyvijat pred 4,5 miliardami
rokov vo vode a postupne preSiel na pevninu. Moderny Zivot, dokonca aj suchozemsky
(terestricky) zostava vsak stale s vodou Uzko spojeny. Vacsina buniek je obklopena vodou
a samotné bunky su vodou tvorené zo 70 — 95 %. Voda sa rozprestiera na 3/5 zemského

97



Laboratdrne cvicenia z bioldgie I.

povrchu. Voda sa na zemskom povrchu nachadza vacsinou v kvapalnej forme, zastupena je
vsak aj vo forme ladu a vodnej pary. Voda je jedinou latkou, ktora existuje prirodzene vo
vsetkych trochu skupenstvach — pevnom, kvapalnom a plynnom. Nadbytok vody je hlavnou
pri¢inou, Ze Zem je obyvatelna. Darwinova tedria akceptuje, Ze Zivot sa pomocou prirodného
vyberu prisposobil svojmu Zivotnému prostrediu, avsak Lawrence Henderson vo svojej knihe,
Udrzanie zivotného prostredia (The Fittness of the Environment), zd6raziuje, Ze aby Zivot
mohol vbébec existovat, musi byt pren Zivotné prostredie najskér vyhovujicim miestom.
A prave voda je klu¢ovy element, ktory prispieva k udrzaniu Zivota na Zemi.
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RASTLINNE PLETIVA

Jednou z hlavnych vlastnosti buniek mnohobunkového organizmu je ich schopnost
diferencovat sa, t. j. Strukturalne i funkéne sa prispdsobit potrebam organizmu ako celku.
Diferenciacia nastava v urcitom obdobi Zivota buniek a prebieha postupne v mnohych
generaciach. Vindividudlnom vyvine organizmu sa zpOvodne neSpecializovanych
embryonalnych buniek postupne diferencuju bunky a pletiva ur¢ené na rozlicné funkcie.

V priebehu diferenciacie nastavaju rézne metabolické zmeny, ktorych vysledkom su
rozdiely v morfologickych, chemickych a fyziologickych vlastnostiach buniek. Tieto rozdiely sa
v r6znom stupni vyskytuju nielen v rozliSeni buniek r6znych organov, ale aj medzi bunkami a
pletivami toho istého organu. Najma pri rastlinach sa ¢asto na tom istom orgdne daju
pozorovat rézne prechody od suborov buniek nespecializovanych az po pletiva vysoko
diferencované.

Pletivo je definované ako subor buniek rastlinnych organizmov, ktoré sa diferencovali a
Specializovali na vykonavanie urcitych funkcii. Vznika postupnym delenim buniek, ktoré su od
seba oddelené bunkovymi stenami. Stidium pletiv sa zaobera rastlinnd histoldgia.

Bunky pletiva medzi sebou komunikuju plazmodezmami. Je to bunkovy kanal na
mikroskopickej Urovni arastlina ho vyuziva na komunikadciu atransport latok medzi
jednotlivymi bunkami. Plazmodezma sa sklada z troch vrstiev: cytoplazmatickej membrany,
rukdvu plazmy (tzv. cytoplasmic sleeve) a desmotubulu (trubice endoplazmatického retikula).

Zakladné typy pletiv:

(1) Podla schopnosti delit sa

e DELIVE (meristémy): Ich bunky st schopné delit sa > umoZfuju rast rastliny. Nachadzaju
sa v rastovych vrcholoch (vrchol korena, stonky, listov). Pozndme primarny meristém (vo
vegetacnych vrcholoch korena, listov a stonky ) a sekunddrny meristém (vznikd
obnovenim delivej schopnosti trvacich pletiv — kambium a felogén, ktoré su v druhotne

e TRVACE: Vznikli &innostou delivych buniek. Si tvorené diferencovanymi bunkami, ktoré
stratili schopnost delit sa

(2) Podla zhrubnutia bunkovej steny

e PARENCHYMATICKE: Tvorené tenkostennymi bunkami svelkymi medzibunkovymi
priestormi (intercelulary). Vypifaji vnutorné organy. Napr. palisddovy parenchym
v listoch, mezenchym v mladych ¢astiach rastliny

e KOLENCHYMATICKE: Tvorené nerovnomerne zhrubnutymi bunkovymi stenami
(najéastejsie vrohoch). Hlavne v stopkach plodov (zhrubnutie dodava pevnost >
mechanicka funkcia)

e SKLERENCHYMATICKE: Rovnomerne silne zhrubnuté bunkové steny, ktoré s prestipené
plazmodezmami. Ich bunky sa nazyvaju sklereidy (kamenné bunky), lebo su tvrdé
a zdrevnatené. Vyskytuju sa napr. v duzine hrusky, v kdstke marhuli atd".
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(3) Po

dla funkcie

e KRYCIE: Pokryvaju povrch tela, chrania ho (pred mechanickym poskodenim, vyparovanim

nadmerného mnoiZstva vody, nepriaznivymi vonkajSimi vplyvmi) a umoZiuju vymenu

latok s vonkajSim prostredim. Su tvorené z:

Vi.

POKOZKY: jedna vrstva buniek, ktoré su blizko seba, ich tvar a zloZenie zavisi od typu
rastliny, napr. travy ich maju inkrustované oxidom kremicitym. V nadzemnych castiach
rastliny sa vold EPIDERMA, v podzemnych castiach rastliny sa vold RIZODERMA. Na
povrchu epidermy je kutikula, ktord tvori suvislu vrstvu, obsahuje nepriepustny kutin,
ktory brani vysuSeniu.

. CHLPY (TRICHOMY): vyrastaju z pokozky. MéZzu byt krycie (na povrchu listov), 7laznaté

(muskat), prhlivé ( prhlava), absorpcné (prijimaju vodu a v nej rozpustné latky — napr.
korenovy vlasok)

EMERGENCIE: krycie (ostne) — chrania pred bylinozravcami (napr. ruza, egres), alebo
Zlaznaté (tentakuly) — lepkavé Zliazky masozravych rastlin, na ktoré sa prilepi hmyz .
PRIEDUCHY: zabezpecuju vymenu plynov a vyparovanie vody medzi rastlinou a
prostredim, su vo vSetkych mladych ¢astiach zelenych rastlin, si tvorené dvoma
oblickovymi bunkami, ktoré maj schopnost otvarat a zatvarat sa a medzi ktorymi je
dychacia Strbina.

HYDATODY: su prieduchy, ktoré stratili schopnost otvérat a zatvarat sa. Vidy su
otvorené.

KOROK: je druhotné krycie pletivo, vytvara sa uzdrevnatenych stoniek c¢innostou
felogénu. Je tepelny a mechanicky izolator. U niektorych rastlin jeho vonkajsie vrstvy
praskaju, odlupuju sa a tvoria borku.

e VODIVE: Umoifiuju transport vody a v nej rozpustenych latok. SU tvorené siborom

cievnych zvazkov, ktoré tvori lyko a drevo.

DREVO = XYLEM: vedie vodu a v nej rozpustené mineraly = anorganické latky z korena
k listom = TRANSPIRACNY PRUD. Tvoria ho cievy (mftve rarky srozpadnutymi
priecnymi priehradkami) a cievice (mftve bunky so zachovanymi prieCnymi
priehradkami, ktoré su prederavené).

LYKO = FLOEM: vedie organické latky ziskané fotosyntézou z listou do organov alebo na
dlhodobé uskladnenie. Tvoria ho sitkovice (Zivé bunky, medzi ktorymi su priehradky).

e ZAKLADNE: Tvoria priestor medzi vodivymi a krycimi pletivami. Maju rézne funkcie, tvoria

ich

i
ii.
iii.
iv.

hlavne parenchymatické bunky:

ASIMILACNE: obsahuju vela chlorofylu > fotosyntéza - v listoch

MECHANICKE: chrani cievne zvizky, hlavne kolenchym a sklerenchym

ZASOBNE: obsahuju OL (T, C, B), su v korefioch, podzemkoch, hluzach atd.
VYLUCOVACIE: mlie¢nice, ktoré slzia mlieko (latex) alebo nektaria, ktoré vylucuju
nektar (sacharidova aromaticka latka) a lakaju tak opelovacov.
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Cvicenie €. 1: Pozorovanie pokozky listu

Teoreticky uvod: Pokozka predstavuje krycie pletivo vzniknuté z primarneho meristému. Je
tvorend vrastlinach zvyéajne jednou vrstvou plochych buniek bez medzibunkovych
priestorov. Pri rastlinach rastucich na suchych stanovistiach sa nachadza na vonkajsej strane
buniek zhrubnuta bunkova stena pokryta kutinom. Vytvara suvislu vrstvu nazyvanu kutikula.
Pokozku rastlin tvori zvycajne jedna vrstva pokozkovych buniek, ktoré neobsahuju chlorofyl.
Medzi nimi sU roztrdsené prieduchy tvorené dvojicou zatvaravych buniek oblickovitého
tvaru. Medzi oboma bunkami je dychacia Strbina. Prieduch je tvoreny dvomi bunkami
najCastejsie oblickovitého tvaru, ktoré obsahuju chlorofyl. Funkciou prieduchov je regulovat
mnozstvo vody v rastline azabezpecovat vymenu dychacich plynov i vody. Prieduchové
bunky sa diferencuju pri raste listu, od ostatnych pokozkovych buniek sa neliSia len
velkostou a tvarom, ale aj tym, Ze maju vyssi pocet chloroplastov a na pohlad su zelensie ako
ostatné bunky preparatu.

Objekt: Cerstvy list muskatu.
Pomocky: Ziletka, mikroskop, podlozné a krycie sklicko, preparacna ihla, pinzeta.

Postup: List prie¢ne narezeme pozdiznym smerom Ziletkou. Narezany tenky kisok pokozky
listu pelargdnie poloZzime na podlozné sklicko do kvapky vody azhotovime preparat.
Pozorujeme pod mikroskopom pri réznych zvaéseniach.

Doba trvania: 15 min.

Vysledok: Zakreslime alebo odfotime jednotlivé Struktury atypy buniek pozorované
v rastlinnom listovom preparate pri mensom (10-40x) a va¢Som (100x) zvacSeni. PopiSeme
pozorované Struktury a ich vyznam pre rastlinny organizmus.

Cvicenie C. 2: Pletiva v listovej stopke muskatu

Teoreticky uvod: Listova stopka je tvorenad bunkami rézneho tvaru a velkosti. Na okraji je
vrstva pokozkovych buniek, z ktorych mézu pri réznych druhoch rastlin vyrastat trichdmy.
NajcastejSie sa vyskytuju v rastlinnych stopkach dva druhy trichdmov — krycie (zahrotené)
a zlaznaté (hlavickovito zakoncené). Pod pokozkou smerom do stredu je viacbunkova vrstva
kory, sklerenchymatickd posva tvorend mensimi hrubostennymi bunkami a strziové
parenchymatické pletivo vytvarané velkymi tenkostennymi bunkami. Na sklerenchymaticku
posvu priliehaju v urcitych vzdialenostiach cievne zvazky. Medzi bunkami pozorujeme
rozdiely nielen vich morfoldgii, ale aj vchemickej skladbe a v pritomnosti réznych
bunkovych organel. Bunky vnutornych vrstiev listovej stonky obsahuju Skrobové zrna ako
zdroj energie a farbia sa Lugolovym roztokom do modro-fialova. Bunky kory a strina
obsahuju celuldzu, ktord sa prejavuje modrym zafarbenim v pritomnosti kyseliny sirovej.
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Objekt: cerstvy list muskatu (Pelargonium zonale L.).

Pomaocky: Ziletka, maly Stetec, Lugolov roztok, H,SO,4, podlozné a krycie sklicko, preparacna
ihla, pinzeta, mikroskop, kvapkadlo.

Postup: Ziletkou narefeme sériu prie¢nych rezov listovej stopky avlhkym Stetom ich
prenesieme do vi&iej kvapky vody na podloZznom skli¢cku. Pripravime aj sériu pozdiZnych
rezov, ktoré uloZzime na podlozné sklicko do kvapky vody. Prikryjeme krycim sklickom
a pozorujeme pod mikroskopom. Presavacou technikou presajeme Lugolovym roztokom
a pozorujeme pod opat mikroskopom. Znova pouZijeme presdvaciu techniku roztokom
H,S04a pozorujeme pod mikroskopom.

Doba: 20 min.

Vysledok: Zakreslime jednotlivé pozorované vrstvy buniek v listovej stonke rastliny.
PopiSeme pozorované morfologické rozdiely medzi bunkami ako aj rozdiely v pritomnosti
bunkovych organel a chemickych zloZiek. Vysvetlime, ako jednotlivé typy buniek reaguju
v pritomnosti Lugolovho roztoku a kyseliny sirove;j.

Cvidenie &. 3: Pozorovanie korefia na pozdi?nom a prieénom reze

Teoreticky Uvod: Na priecnom reze koreriom moéZzeme pozorovat tri sustavy pletiv. Na
obvode je pokozka (krycie pletivo), pod fou je prvotna kora a uprostred je centralny valec,
v ktorom je ulozeny zvizok cievny (vodivé pletivo). Na pozdiznom reze korefiovym vrcholom
vidime niekolko odliSnych typov pletiv. Na konci korenového vrcholceka je povodny
meristém, ktory tvoria malé izodiametrické bunky s tenkou bunkovou stenou, tieto bunky su
este nediferencované. Nad nimi sa zacinaju rozliSovat tri sibory primarneho meristému:
dermatogén, z ktorého sa diferencuje pokozka, periblém, z ktorého vznikne kéra a plerom,
z ktorého sa vyvinu vodivé pletiva (cievne zvazky). Koniec korefového vrcholu je pokryty
korenovou ciapockou. Je tvoreny pokozkou bez prieduchov a kutikuly.

Objekt: koren cibule kuchynskej.

Pomacky: mikroskop, Ziletka, maly Stetec, podlozné a krycie skli¢cko, preparacna ihla, pinzeta,
kvapkadlo.

Postup: Ziletkou narezeme sériu prieénych rezov korefia cibule. Najten3i rez prenesieme do
kvapky vody na podloznom sklicku, prikryjeme krycim sklickom a pozorujeme pri mensom
(10-40x) a vac¢som (100x) zvaceni. Taky isty postup opakujeme pri realizovani pozdiznych
rezov korena cibule.

Doba: 20 - 30 min.

102



Laboratdrne cvicenia z bioldgie I.

Vysledok: Zakreslime a popiSeme jednotlivé vrstvy buniek, ktoré pozorujeme pri prieCcnom
a pozdiznom reze rastlinného korefra. Vysvetlime vyznam jednotlivych vrstiev buniek
v Zivotnom cykle rastliny.

Cvicenie C. 4: Pozorovanie parenchymatického pletiva zo strzina bazy Ciernej

Teoreticky uvod: Trvace pletiva podla hrabky bunkovej steny rozdelujeme na
parenchymatické, kolenchymatické a sklerenchymatické. Parenchym je tvoreny bunkami
priblizne rovnakych rozmerov, medzi bunkami sa nachadzaju pocetné medzibunkové
priestory. Parenchymatické pletivo sa nachadza v kazdej Casti rastliny.

Objekt: strzen bazy Ciernej.

Pomocky: mikroskop, Ziletka, maly Stetec, podlozné a krycie sklicko, preparacna ihla,
pinzeta.

Chemikalie: chldrzinkjod.

Postup: Uskutocnime niekolko priecnych rezov z valcovitého strzna bazy. Rezy prenesieme
do kvapky chlérzinkjodu na podloznom skli¢ku. Pripraveny preparat pozorujeme.

Doba: 15 min.

Vysledok: Zakreslime a popiSeme parenchymatické pletivo, ktoré pozorujeme pod
mikroskopom. Vysvetlime vyznam tohto druhu pletiva v rastlinnom organizme.

Cvicenie €. 5: Pozorovanie kolenchymu zo stonky uhorky

Teoreticky uvod: Bunky kolenchymu maju na hranach zhrubnuté bunkové steny. Tento typ
pletiva sa nachadza préave v tych Castiach rastliny, ktoré si namahané tahom, ¢i otac¢anim.
Dodava rastline potrebnul pruznost a pevnost. Sklerenchym sa skladad z odumretych buniek,
ktorych bunkové steny si rovnhomerne zhrubnuté, maju takmer rovnaké rozmery ako bodky.
Sklerenchymatické bunky su prestupené kanalikmi, umoZnujucimi vzdjomné spojenie
susednych buniek plazmodermami. Sklerenchym predstavuje spevfiovacie pletivo, vyskytuje
sa najma v kdéstkach, posvach, ale i v duZine plodov.

Objekt: stonka uhorky.
Pomocky: mikroskop, podlozné a krycie sklicka, pinzeta, Ziletka, maly Stetec, pipeta.

Postup: Z okrajovych casti stonky uhorky urobime niekolko prieénych rezov. Zhotovime
preparat v kvapke vody, ktory pozorujeme.
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Doba: 15 min.

Vysledok: Zakreslime a popiSeme kolenchymatické pletivo, ktoré pozorujeme pod
mikroskopom. Vysvetlime vyznam tohto druhu pletiva v rastlinnom organizme.

Cvicenie C. 6: Pozorovanie sklerenchymatického pletiva zo skrupiny orecha

Teoreticky uvod: Sklerenchym sa sklada z odumretych buniek, ktorych bunkové steny su
rovnomerne zhrubnuté. Sklerenchymatické bunky su prestupené kanalikmi, ktoré sa
nazyvaju plazmodezmy atie umoznuju komunikaciu medzi bunkami avzajomné spojenie
rastlinnych buniek. Sklerenchym predstavuje speviiovacie pletivo. Vyskytuje sa najma v
kostkach, posvach, ale i v duzine niektorych plodov.

Objekt: skrupina orecha vlasského (Juglans regia L.).
Pomocky: mikroskop, podlozné a krycie sklicka, pinzeta, Ziletka, maly Stetec, pipeta.
Chemikalie: glycerol.

Postup: Skrupinu orecha varime asi hodinu vo vode, potom ju na ty?der vloZime do
glycerolu, aby zmadkla. Takto [lahsSie zreZzeme Ziletkou tenku vrstvicku Skrupiny, ktoru
pouZijeme na pripravu preparatu. Mikroskopické pozorovanie zakreslime a popiSeme.

Doba: 15 min. (priprava vzorky 1 tyzden).
Vysledok: Zakreslime a popiSeme sklerenchymatiké pletivo, ktoré pozorujeme pod

mikroskopom. Vysvetlime vyznam tohto druhu pletiva v rastlinnom organizme.

Cvicenie ¢. 7: Pozorovanie pokozkovych buniek listov mikroreliéfovou metédou

Teoreticky uvod: Pokozkové pletiva zaradujeme medzi krycie pletiva. Bunky pokozky su bez
medzibunkovych priestorov a tesne k sebe priliehaju. Ulohou krycich pletiv je chranit rastlinu
(pred mechanickym poskodenim, nepriaznivymi vplyvmi prostredia a pred vysuSenim) a
sprostredkovat vymenu latok. Prieduchy pozorované v pokozke monofacidlneho listu a v
spodnej pokozke bifacialneho listu umoziuju vymenu plynov medzi rastlinou a vonkajsim
prostredim. Tvoria ich dve zatvaracie bunky a dychacia medzera ulozend medzi bunkami.

Objekt: list lubovolnej rastliny.

Pomocky: Ziletka, maly Stetec, mikroskop, krycie a podloZné sklicka, preparacna ihla, pinzeta,
priesvitny lak na nechty, priesvitna lepiaca paska.

Postup: Zo spodnej a vrchnej strany listu nanesieme tenku vrstvu bezfarebného laku na
nechty. Dbame na to, aby vrstva laku dobre zaschla (minimalne 5 min), v opacnom pripade
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neziskame dokonaly odtladok pokoZzky, ale mdzeme stiahnut aj Cast rastlinnych pletiv. Po
zaschnuti laku prelepime tuto Cast listu lepiacou paskou, ktord opatrne stiahneme. Volnymi
koncami lepiacej pasky prilepime ziskany odtlacok na podlozné sklicko. Takto pripraveny
preparat pozorujeme pod mikroskopom. Okrem pokozkovych buniek pozorujeme aj tvar a
rozmiestnenie prieduchov.

Doba: 20 min.
Vysledok: Zakreslime a popiSeme pozorované pletiva a Struktury. Vysvetlime ich vyznam v

rastlinnom organizme.

Cvicenie €. 8: Anatomicka stavba listu jedno- a dvojklicnolistovych rastlin

Teoreticky uvod: List patri medzi vegetativne rastlinné organy. Jeho funkciou je
fotosynteticka asimildcia, transpirdcia a dychanie. Z hladiska vonkajsej stavby rozliSujeme
listovu Cepel a stopku, u jednokli¢nolistovych rastlin sa vyskytuju i prilistky. Na listovej Cepeli
dvojkli¢nolistovych rastlin rozliSujeme rub a lice. Anatomicku stavbu takého listu preto tvori
vrchnd pokozka, palisadovy parenchym, Spongiovy parenchym a spodnd pokozka s
prieduchmi. Kolateralne alebo bikolateralne cievne zvazky su v mezofyle listu. RozliSeny
listovy mezofyl ma dve zdkladné funkcie: fotosyntézu (palisddovy parenchym, obsahujuci
chloroplasty) a dychanie (Spongiovy-hubovity parenchym s velkymi medzibunkovymi
priestormi). Listy jednoklicnolistovych rastlin si monofacidlne, rub a lice sa na nich
nerozliSuje. Anatomicku stavbu listu predstavuje vrchnd pokozka s prieduchmi, nerozliseny
mezofyl, v ktorom su umiestnené cievne zvazky a spodna pokozka s prieduchmi.

Objekt: list travy alebo obilniny (jednokli¢nolistovd rastlina) a dvojklicnolistovej rastliny
(napr. fikus, pupava a podobne).

Pomacky: mikroskop, podlozné a krycie sklicka, pinzeta, Ziletka, maly Stetec, pipeta.

Postup: List oboch typov rastlin oplachneme vodou a urobime niekolko jemnych priecnych
rezov. Najtensi rez z kazdého typu rastliny prenesieme do kvapky vody na podloZznom sklicku
vedla seba a pripravime mikroskopicky preparat. Pozorujeme pod mikroskopom najskor pri
malom a potom pri najva¢som zvacseni.

Doba: 20 min.

Vysledok: Zakreslime a popiSeme pozorované pletiva a Struktury. PopiSeme rozdiely
v anatdmii medzi jednokli¢nolistovymi a dvojklicnolistovymi rastlinami.

Kontrolné otazky

1. Vysvetlite pojem diferenciacia mnohobunkového organizmu.
2. Definujte plazmodezmy a na ¢o sluzia.
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Co je vysledkom metabolickych zmien nastdvajucich v priebehu diferenciacie?
Definujte pojem pletivo.

Ako delime pletiva podla schopnosti delit sa? Popiste kratko kazdu skupinu.
Ako by ste rozdelili pletiva podla zhrubnutia bunkovej steny?

Uvedte rozdiel medzi prieduchom a hydatddou.

Aky je to transpiracny prud a kde k nemu dochadza?

L 00N ;W

Cim st tvorené prieduchy a aka je ich funkcia?
10. Aké sustavy pletiv mdZete pozorovat pri priecnom reze korefiom?

Zaujimavost

Koreniova $picka je podla niektorych odbornikov porovnatelna s mozgom nizsich Zivocichov.
Je to akasi riadiaca centrala, obzvlast citlivé miesto v rastlinnom organizme. Koreriové bunky
su senzoricky i elektricky velmi aktivne. Aj o sa pohybu tyka, su ovela aktivnejsie ako stonka.
NajcitlivejSie vnimaju informaciu a davaju impulz bazalnym motorickym ¢astiam rastliny, aby
zareagovali, ohnu sa. Korenova Spicka ma dve ohybné zény, ktoré spolu koordinuju svoje
aktivity. Tato koordinacia korefiom umoziuje aktivny pohyb, ktory pripomina pohyb cervov a
hadov. Vdaka svojej aktivite korene vyhladavaju v p6de miesta bohaté na vodu a minerdlne
latky a naopak, miestam suchym a toxickym sa vyhybaju. Okrem toho su korenové Spicky
hlboko v pode a tak su chranené pred nepriaznivymi podmienkami prostredia. Prvy, kto si
¢innost koreriov vsimol, bol Charles Darwin. V roku 1880 vydal spolu so svojim synom
Francisom knihu The Power of Movement in Plants (O schopnosti pohybu rastlin). V tom
Case kniha vzbudila polemiky medzi profesormi botaniky a mnohi si mysleli, ze Darwin stratil
na staré kolena rozum. Dnes vSak vedci citlivejSimi metédami vyskumu a vdaka modernym
pristrojom zistuju, Zze bunky v korenovej $picke rastliny funguji velmi podobne ako neurény
v mozgu zivocichov. Koreri pod zemou vplyvom pohybu meni svoj tvar a smer a rychlost
pohybu prispdsobuje vonkajsim podmienkam prostredia. Ako dosledok vnutropletivovych
pnuti a trenia korena s pédou koren dokonca vydava zvuk. Niektori vedci sa domnievaju, ze
koreri ma schopnost echolokacie, podobne ako maju netopiere. Je predpoklad, Zze okrem
inych mechanizmov, aj z ozveny by koreri mohol zistovat povahu terénu, aby vedel, kadial
rast.
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ZIVOCISNE TKANIVA

Zivocigna bunka je eukaryoticka. Podla funkcie a lokalizacie ma rozny tvar a velkost. Velkost
mobze byt od niekolko mikrometrov az po centimetre. Povrch Zivocisnej bunky tvori
cytoplazmatickd membrana, ktord ohranicuje bunku. Je polopriepustnd (semipermeabilna),
reguluje prijem a vydaj latok do bunky a z bunky. Vnitro bunky vyplitia cytoplazma. Zivodi$na
bunka obsahuje membrdnové SsStruktiry (bunkové jadro, jadierko, mitochondrie,
endoplazmatické retikulum, ribozémy, Golgiho aparat alyzozémy), fibrilarne Struktary
(mikrofilamenty a mikrotubuly) a nezivé suicasti bunky, kam patria bunkové inklazie,
rezervné latky (glykogén, tuky) a neustrojné latky vo forme krystalikov. Zivoéidna bunka
neobsahuje pevnu bunkovu stenu, chloroplasty ani vakuoly. Vynimkou su bunky
jednobunkovych organizmov, ktoré vakuoly maju napr. pulzujuca vakuola. Spojenia medzi
bunkami su velmi tesné anazyvaju sa desmozomy. Pomocou nich bunky medzi sebou
komunikuju a zabezpecuju vymenu latok.

Tkaniva su subory buniek a medzibunkovej hmoty rovnakého povodu, tvaru a priblizne
rovnakej funkcie. Vzajomnu vymenu latok medzi bunkami sprostredkuiva tkanivovy mok v
medzibunkovych priestoroch. Tkaniva funkéne a tvarovo Specializované sa zoskupuju do
organov, organovych sustav a tie tvoria organizmus.

Epitelové tkaniva (vystelky) vystielaju vnutorny a vonkajsi povrch organov. Obsahuju len
malé mnoZstvo medzibunkovej hmoty. Nemaju vlastné cievne zdsobovanie a bunky su
vyzivované hlbsie uloZzenymi tkanivami. Patri sem kryci epitel — kryje vonkajsi a vnutorny
povrch (napr. pokozka), resorpény (vstrebdvaci) epitel, ktory tvoria bunky schopné prijimat
latky a odovzdavat ich do dalsich tkaniv a orgdnov (napr. klky tenkého creva), zmyslovy
epitel, ktory obsahuje bunky schopné reagovat na rozliéné druhy podnetov a menit ich na
nervovy vzruch (napr. ¢uchové, chutové, zrakové, sluchové bunky), Zzlazovy epitel obsahujuci
bunky Specializované na sekréciu (napr. v Zlazach s vnutornou sekréciou) a obrveny epitel
obsahujuci bunky schopné pohybu (napr. vystelka priedusnice, vajickovody).

Spojivové (podporné) tkaniva (spojiva) vypltiaju priestory medzi organmi, spajaju ich,
izoluju alebo tvoria oporu makkym castiam tela. Obsahuju velké medzibunkové priestory
vyplnené medzibunkovou hmotou, ktora je produktom tohto typu tkaniv. Spojivové tkaniva
mozu byt vypliové a oporné, trofické, svalové, nervové a pigmentovy epitel. Vyplriové
a oporné spojiva obsahuju bunky nazyvané fibrocyty a velké mnoZstvo medzibunkovej
hmoty, ktord je zloZend z kolagénovych (doddvaju pevnost a odolnost voci tahu) a
elastickych vldken (dodavaji pruznost). Tento typ tkaniva vyplifia priestory medzi organmi,
tvori Slachy a puzdra organov. Trofické tkaniva su tvorené krvnymi bunkami a lymfatickymi.
Svalové tkanivo tvoria pohybové vldkna svalovych buniek (myofibrily), v ktorych
rozoznavame 2 typy proteinovych vldkien: aktin a myozin. Su schopné kontrakcie a pohybu.
Nervové tkanivo tvoria nervové bunky (neurdny) a gliové bunky, ktoré zabezpecuju vyzivu

107



Laboratdrne cvicenia z bioldgie I.

neurdnov. Funkciou nervového tkaniva je drazdivost (vytvorenie nervového vzruchu) a
vodivost (prenasanie nervového vzruchu). Pigmentovy epitel obsahuje pigment ajeho
ulohou je absorbovat Ziarenie. Je tvoreny roéznymi typmi buniek a u bezstavovcov je
jednovrstvovy. U stavovcov je viacradovy a viacvrstvovy a jeho hlavnym reprezentantom je
pokozka. Prechodny epitel je prispdsobeny na roztahovanie a natahovanie (napr. urotel v
mocovom mechuri).

Cvicenie C. 1: Pozorovanie trvalych preparatov ZivociSnych tkaniv

Objekt: trvalé preparaty ZivociSnych tkaniv.
Pomacky: mikroskop.

Postup: Vyberieme si trvalé preparaty roznych Zivoc¢iSnych buniek a tkaniv. Pozorujeme ich
pod mikroskopom najskor pri malom zvacseni a postupne pri vacsom. Sledujeme typy
buniek, pritomnost réznych Struktir v bunkdch a medzibunkové priestory a rozdiely medzi
jednotlivymi typmi tkaniv.

Doba: 15 min.

Vysledok: Zakreslime alebo odfotime jednotlivé pozorované preparaty. Vysvetlime vyznam
pozorovanych tkaniv v Zivo¢iSnom organizme a rozdiely medzi nimi.

Cvicenie C. 2: Mikroskopické pozorovanie fudskych epitelovych buniek

Objekt: epitelové bunky zo sliznice Ustnej dutiny.

Pomaocky: pipeta, podlozné a krycie sklicko, lyzZicka, pinzeta, preparacna ihla, pipeta, stricka
s destilovanou vodou.

Chemikalie: Lugolov roztok (metylénovad modra).
Postup: Okrajom C(istej lyzicky prejdeme velmi opatrne po vlastnom makkom podnebi.
Nepatrné mnozstvo povlaku prenesieme do kvapky vody na podloznom skli¢ku. Prikryjeme

krycim sklickom. Pozorujeme preparat. Presdvacou technikou presajeme preparat
Lugolovym roztokom a opét pozorujeme.

Doba: 15 - 20 min.

Vysledok: Zakreslime alebo odfotime pozorované epitelové bunky v kvapke vody pred a po
posobeni Lugolovho roztoku. PopiSeme jednotlivé pozorované struktury.
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Cvicenie ¢. 3: Mikroskopické pozorovanie ¢rievicky koncistej

Teoreticky uvod: Crievi¢ka koncista patri medzi jednobunkové organizmy (kmef nélevniky,
Ciliophora). Ma zlozitu Struktidru. Na povrchu bunky sa nachadza tenkd pevna pelikula, z
ktorej vyrastaju brvy sliZiace na pohyb. Crievicka ma vyvinuté organely na prijimanie a
spracovanie potravy: bunkové Usta, z ktorych prechadza potrava do bunkového hltana,
potom do traviacej (potravovej) vakuoly a po spracovani prijatych latok sa odpadové latky
vylu€uju bunkovym danusom do vonkajSieho okolia. Na osmoregulaciu ma vyvinuté pulzujuce
(stiahnutelné) vakuoly, ktorymi crievicka vylu€uje prebytocnu vodu i odpadové latky. Ma
vyvinuty jadrovy dimorfizmus, velké jadro je makronukleus a riadi metabolizmus bunky.
Mikronukleus (mensie jadro) je nositelom genetickej informdacie a riadi pohlavné
rozmnozovanie (konjugaciu). Crievicka konéistd (Paramecium caudatum) sa vyskytuje v
stojatych sladkych vodach s organickymi odpadmi a je indikator ich znecistenia.

Objekt: senny nalev.
Pomocky: mikroskop, pipeta, podlozné a krycie sklicko, pinzeta, preparacna ihla.

Postup: Pripravime si tyzden vopred senny nalev. Do sklenej nddoby ddme vrstvu sena
a zalejeme ju vodou z vodovodu. Nadobu nechdme prikrytd stat na svetlom mieste. Na
oCistené podlozné sklicko kvapneme kvapku senného nadlevu, prikryjeme krycim sklickom
a pozorujeme pod mikroskopom najskér pri mensom zvacSeni (10-40x) a ndsledne pri
vacSom zvacseni (100x). Pozorujeme jednotlivé organely pozorovaného organizmu, ako aj
telo organizmu. Rychly pohyb crievi¢éiek obmedzime tym, Ze do kvapky senného nalevu
priddme chumacik vaty alebo kusok papierovej utierky.

Doba: 15 min. (priprava preparatu 1 tyZzden).

Vysledok: Zakreslime alebo odfotime stavbu tela Crievicky apri detailnom zvacseni
zakreslime a popiSeme jednotlivé pozorované organely bunkového tela.

Cvicenie €. 4: Pozorovanie organov dazdovky zemnej

Teoreticky tuvod: Dazdovka zemna (alebo obycajna) je obruckavec z ¢efade dazdovkovité. Je
to stredne velky cerv Zijuci v pdde. Dorastd do dizky priblizne 9 a7 30 cm. Telo ma
svalovitého tvaru. Svaly su tvorené dvoma vrstvami, prie¢nych a pozdiznych. Napnutim
prieCneho svalstva sa pohne dopredu predna cast jej tela. Vyvolané stahy svaloviny prejdu
celym telom a umoinia tak pohyb zadnej ¢asti. Potom pozdiZne svaly posunt chvostové
Casti. Hlien, ktory vylucuju jej zlazy, jej zjednodusuje dychanie a pohyb po nerovnom povrchu
a zabranuje vysychaniu koZe. Taktiez moéZeme pozorovat jemné ochlpenie jej tela,
redukované Stetiny napomahaju pohybu a tiez maju ochrannu funkciu. V prednej Casti tela
ma hmatovy prstik, ktory jej sluzi k lah3ej orientacii. Clitellum (opasok) je u vacsiny druhov
vyrazné po cely Zivot. OcCi im chybaju, v koZi su vsak rozptylené fotoreceptorové bunky. Maju
1 — 2 pary gonad, ich ulozenie v urcitych somitoch je délezitym systematickym znakom.
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V telovej dutine méZeme pozorovat jednoduchd rebrickovitd nervovd sustavu, traviaci
a cievny systém, ktoré kopiruju ¢lankovanie tela.

Objekt: dazdovka zemna (Lumbricus terrestris L.).

Pomocky: filtraény papier, skalpel, preparacné Spendliky, podloZka na preparovanie,
mikroskop, podlozné a krycie skli¢cko, pinzeta, preparacna ihla.

Postup: Najskor umiestnime Zivd dazdovku na filtracny papier a pozorujeme jej pohyb.
vS§imame si jemny Sustivy zvuk, ktory nasvedcuje pritomnosti jemnych Stetin na povrchu tela.
Sledujeme aj tvorbu hlienu. Nasledne dazdovku prenesieme na podlozku a pozdiznym rezom
skalpelom prerezeme telo. Jemne ho pootvorime apomocou preparacnych Spendlikov
prichytime pootvorené okraje. Pozorujeme vnutornu anatomiu tela dazdovky. Vybrané
Struktury prenesieme pomocou preparacnej ihly do kvapky vody na podloZznom sklicku a po
prikryti krycim sklickom pozorujeme pod mikroskopom najskor pri mensom a nasledne
vacSom zvacseni.

Doba: 30 min.

Vysledok: ZapiSeme, o pozorujeme volnym okom pri pohybe ddZdovky na filtraénom
papieri. Sustredime sa na sp6sob pohybu, zvuk a tvorbu hlienu. Zakreslime alebo odfotime
stavbu tela dazd'ovky a jednotlivé typy tkaniv pozorovanych pod mikroskopom.

Kontrolné otazky

Popiste organely vyskytujlice sa v ZivocisSnej bunke.

Popiste rozdiely medzi rastlinnou a Zivoc¢iSnou bunkou.

Charakterizujte vyznam epitelovych tkaniv a vymenujte aspon tri typy tychto tkaniv.
Vymenujte vsetkych pat typov spojivovych tkaniv.

Co st to desmozémy?

Co tvori nervové tkaniva a aky je ich vyznam v Zivo¢isnom organizme?

Co viete o €rievicke kon¢istej?

Ako by ste popisali stavbu tela dazdovky zemnej?

L O NUL R WN R

Co viete o $truktire molekuly DNA?
10. Popiste v skratke postup na extrakciu DNA zo Zivocisnej vzorky.

Zaujimavost

Medzi zivodiSnymi bunkami existuju nielen tvarové, ale aj velkostné rozdiely. Velkost
gulovitych buniek méze byt vrozmedzi 0,15 um (najmensie baktérie) aZz po pStrosie vajce,
ktorého rozmer je 75 000 um (75 mm). Pre porovnanie, ludské vajicko ma v priemere 250
um a slepacie 35 000 um. Medzi najmensie bunky patria sinice a baktérie gulovitého tvaru.
Dizka medzi najmen3ou a najva¢iou bunkou je v pomere 1:5000 tisicom a objem v pomere
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1:125 biliardam. Velkost buniek je spb6sobena mnozstvom zasobnych latok, ktoré obsahuju.
Pozoruhodny je aj rozdiel medzi samcou (spermia) a sami¢ou (vajcovd bunka) pohlavnou
bunkou ¢loveka. Objem medzi nimi je v pomere 1:1 miliénu. Vajcova bunka (vajicko) ma
priblizne gulovy tvar a s priemerom 120 um je tesne na hranici viditelhosti volnym ludskym
okom. Cervené krvinky patria k najmensim bunkdm ludského tela. Maju priemer 8 pm
a neobsahuju ako jedny z mala eukaryotickych buniek jadro. Do jedného milimetra sa zmesti
viac ako 100 cervenych buniek (erytrocytov). Pre porovnanie, oproti ¢ervenej krvinke je
ludské vajicko asi tak velké ako velryba v porovnani s ¢lovekom. Kozné bunky fudského
organizmu su vacsie, maju bezne 30 um. NajdlhSie bunky v fudskom tele si neurdny. Mozu
dosahovat di?ku aj viac ako meter. Na druhej strane, st velmi tenké a ich hrubka je priblizne
10 um. V Zivocisnej riSi sa ale najdu bunky, ktoré su este vyrazne vacsie. Napriklad neurdny
sépii m6zu mat priemer az 1 mm, ¢o nachadza uplatnenie vo vede a umoziuje uskutoérovat
vyznamné pokroky v skimani nervovych buniek.
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PRILOHA - Vzor protokolu Laboratérnych cviéeni z biolégie |

Katedra biotechnoldgii Laboratérne cvicenia Vypracoval(a): (meno
z bioldgie I. a priezvisko)
Fakulta prirodnych vied Laboratérny protokol €.: Datum: (den.mesiac.rok
(vyplnit &islo protokolu) odovzdania protokolu)
Univerzita sv. Cyrila Nazov laboratérneho cvienia: (napisat ndzov cviéenia)

a Metoda v Trnave

Akademicky rok: (vypInit
roky, napr. 2018/2019)

DolezZité upozornenie: Text celého protokolu piSeme v Times New Roman, cislo pisma 5. V pripade
tabuliek a legendy pod obrazkom je mozné poufit Cislo pisma 10 alebo 11.

Zadanie: Napisat presné zadanie laboratérneho cvicenia podla podkladov vyucujiceho.
Uloha: Napisat presny nazov tlohy podla $tudijného materialu.

Teoreticky princip: Strucna teédria ku kazdej ulohe podla Studijného materidlu (rozsiahlejsie ako
jednou vetou), aby bolo jasné podla teoretického Uvodu, o ¢o ide v danej ulohe. Ak maju ulohy
spolo¢nu tedriu, spoloény princip, stadi napisat jeden teoreticky princip. Nepatri sem postup prace,
zadanie ani pozorovanie. Teoreticky princip vdm ma pomoct tiez pri pisani pozorovania, takze sa
netreba zbytoc¢ne rozpisovat, ale pisat k veci.

Pomoécky: Co vietko ste pri danej Ulohe potrebovali, pouZili — presne popisat a $pecifikovat
laboratérne sklo, plasty, pouzitie vodného klpela a podobne. Popisat aj presne objekt, ktory bol
v Ulohe poutzity.

Chemikalie: Popisat presne nazov a koncentraciu pouzitych chemikalii.

Postup: Strucne, v bodoch alebo odrazkach (1., 2., ...) zachytit zakladné kroky, ako bol realizovany
experiment od pripravy vzorky az po ziskanie vysledku. Pozorovanie a tedria sem nepatria.

Pozorovanie a diskusia: Pozorovanie opisuje len to, ¢o sledujete, vidite, pozorujete. Ziadna tedria ani
postup do tejto Casti protokolu nepatria. Do pozorovania sa zahffiaju obrazky (odkazy na obrazky, ¢o
je na nich, ako pozorovany objekt vyzera, prip. ako mal vyzerat a prec¢o vam to nevyslo ako malo...).

Obrazky: Kazdy obrazok musi byt popisany (nazov obrazku sa pise dole pod obrazok) a zaroveri musi
byt spomenuty v texte pozorovania a diskusie. V pripade, Ze je potrebné alebo mozné na nieco
poukdazat v obr., tak Sipkami doplnit ako je to na vzorovom obrazku nizsie. Vidy ked sa jedna
o obréazok ziskany pomocou mikroskopu, je délezité napisat, pri akom zvaéseni 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 poutZitej literatury.

Ak protokol obsahuje tabulku, cislovanie tabulky ajej nadpis je nad tabulkou (Napr. Tab. 1.
Koncentracie roztokov pouzitych na stanovenie osmotickej hodnoty bunky).
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Diskusia obsahuje vlastné myslienky, pozorovania, ¢o by sa mohlo zmenit, inak vypracovat, preco
nam experiment nevysiel alebo vysiel. Je vhodné jednoducho diskutovat o danej téme, realizovanej
laboratérnej praci. Diskusia mbZe obsahovat aj Vase vlastné myslienky, napady k téme a stanoviska.
Tiez moze obsahovat porovnanie Vasich ziskanych vysledkov s literarnymi Gdajmi. Tato éast nie je
povinna.

bunééna sténal chromoplasty

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

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

Pozndmka: Ked'si niekto zoberie do ruk vds protokol, musi vediet podla tedrie porozumiet, comu sa
venujete v prdci (aky je princip, aky ma 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 ¢o si ma dat pozor, ako experiment uskutocnit, pripadne sa
podla Vasich komentdrov vyhnut chybdm. Z protokolu je pre Citatela potrebné pochopit, aky je
vyznam obrdzkov, ktoré vtexte mdte a co obrdzky presne znamenaju. Po formdlinej strdnke je
potrebné, aby cely text bol pisany precizne, bez formdlnych a gramatickych chyb a preklepov. V celom
texte je potrebné poulZit rovnaku formu, tj. pouZit prvd osobu mnozZného cisla v minulom case
(pripravili sme, pouZili sme, navdZili sme... ).
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