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1. DUKAZ A STANOVENI PROTEINU

Bilkoviny, odborné proteiny, jsou vysokomolekularni ptirodni latky s relativni molekularni
hmotnosti 10° az 10° slozené z aminokyselin, které najdeme v kazdém Zivém organismu. V
proteinech jsou aminokyseliny vzajemné vazany aminoskupinami —NH; a karboxylovymi
skupinami —COOH amidovou vazbou -NH-CO- (amidy), ktera se v pfipad¢ proteind nazyva
peptidovad vazba. Strukturu bilkovinného fetézce rozliSujeme na primarni, sekundarni,
terciarni a kvartérni. Bilkoviny v organismech plni rozliéné funkce, napt. stavebni (kolagen),
transportni a skladovaci (hemoglobin), pohybové (aktin, myosin), katalytické (enzymy), fidici
a regula¢ni (hormony), obranné a ochranné (imunoglobuliny).

1.1 DUKAZOVE REAKCE BILKOVIN

1.1.1 TEORETICKY UVOD

Primérni struktura makromolekuly bilkovin je déna poradim jednotliV}'/ch aminokyselin
xantoproteinova a bluretova reakce. Xantoproteinova reakce spociva v nltra01 aromatického
jadra aromatickych aminokyselin v bilkoviné (tryptofan, tyroxin, fenylalanin). Psobenim
kyseliny dusicné dochazi k nitraci aromatického jadra a vzniku zlutych nitrosloucenin. Pfi
biurctové reakci vytvareji médnaté ionty v alkalickém prostiedi s peptidovou vazbou
komplexni slouceniny. Tuto reakci poskytuji latky, které maji v molekule alesponn dvé
peptidové vazby nebo dvé skupiny CO-NHs,.

1.1.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni material: zkumavky, stojan na zkumavky, sklenéna tycinka, pipeta, struhadlo,
tieci miska s tlouckem, vata, filtra¢ni aparatura, kahan

Chemikalie: brambora, vajeny bilek, 1% roztok CuSO,, 20% roztok KOH, koncentrovana
kyselina dusi¢na, amoniak (vodny roztok)

1.1.3 PRACOVNI POSTUP
Biuretova reakce:



http://cs.wikipedia.org/wiki/Relativn%C3%AD_molekul%C3%A1rn%C3%AD_hmotnost
http://cs.wikipedia.org/wiki/Relativn%C3%AD_molekul%C3%A1rn%C3%AD_hmotnost
http://cs.wikipedia.org/wiki/Aminokyseliny
http://cs.wikipedia.org/wiki/Aminokyseliny
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Oloupanou syrovou bramboru nastrouhejte a roztirejte v tfeci misce, kaSovitou hmotu
prefiltrujte — ziskate tim extrakt bilkovin. Do 1 ml extraktu bilkovin ve zkumavce ptidejte 1
ml roztoku KOH a opatrné€ po kapkach ptidavejte roztok CuSO,. Pozorujte barevnou zménu.
Xantoproteinova reakce:

Vajecny bilek rozmichejte s 150 ml vody a piefiltrujte ptes vatu. Do 2 ml filtratu ve
zkumavce pfidejte 1 ml koncentrované kyseliny dusi¢né. Roztok zahtejte. Obsah zkumavky
se zbarvi dozZluta nebo vznikne Zlutd sraZenina. Zkumavku ochlad’te a roztok neutralizujte
amoniakem.

1.1.4 VYHODNOCENI

Pii biuretové reakci se obsah zkumavky na dukaz bilkovin zbarvi modrofialové. V molekule
bilkovin jsou vazané aromatické aminokyseliny s benzenovym jadrem. Jadro se kyselinou
dusi¢nou pii xantoproteinové reakci nitruje za vzniku zluté zbarvenych slou€enin, po ptidani
amoniaku pfechdzi na oranZovou barvu v alkalickém prostiedi.

1.2 DUKAZ KERATINU VE VLASECH

1.2.1 TEORETICKY UVOD

Keratin je stavebni bilkovina fazena mezi skleroproteiny. Keratin je zakladni slozkou vlasi,
chlupu a vytvafi se z néj také nehty. Keratin je nerozpustny ve vodé a ma vlaknitou strukturu,
jednotlivé monomery mivaji délku 400-644 aminokyselin, ale vétvi se do polymerti o velkych
rozmérech. Kone¢ny tvar molekuly - terciarni strukturu - zajistuji disulfidické mustky. Pti
rovnani vlast teplem se prave tato ptirozena struktura ztraci a ni¢i se disulfidické mustky.

1.2.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI
Laboratorni materidl: zkumavky, stojan na zkumavky, vafi¢, pipeta
Chemikalie: vlasy, 1% roztok CuSQOy, 10% roztok NaOH

1.2.3 PRACOVNI POSTUP
Chomacek vlastu ve zkumavce povaiime s 5 ml roztoku 10% NaOH. Po vychladnuti pfidame
po kapkach roztok 1% CuSO,. Pozorujte barevnou zménu.

1.2.4 VYHODNOCENI

Ptitomnost keratinu (bilkoviny) ve vlasech dokazuje vznik modrofialového az
cervenofialového zbarveni. Médnaté ionty v alkalickém prostiedi vytvaieji s peptidovou
vazbou fialové komplexni slouceniny.

1.3 DENATURACE BILKOVIN


http://cs.wikipedia.org/wiki/B%C3%ADlkovina
http://cs.wikipedia.org/wiki/Skleroprotein
http://cs.wikipedia.org/wiki/Vlas
http://cs.wikipedia.org/wiki/Chlup_(zoologie)
http://cs.wikipedia.org/wiki/Nehet
http://cs.wikipedia.org/wiki/Voda
http://cs.wikipedia.org/wiki/Monomer
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Terci%C3%A1rn%C3%AD_struktura&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Disulfidick%C3%BD_m%C5%AFstek
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1.3.1 TEORETICKY UVOD

Funkce vsech bilkovin je podminéna jejich strukturou. Bilkoviny jsou velmi citlivé na teplo a
jiz pii teploté 60°C dochazi k naruseni vodikovych vazeb a rozvinuti Sroubovité struktury
(rozpad nativni prostorové struktury), ¢imz ztrati svou funkci. Za vyssich teplot se mohou i
srazet a koagulovat — dochazi k denaturaci bilkovin. Denaturacni uc¢inek ma na bilkoviny dale
1 vysoké ¢i nizké pH (zménou ndboje proteinu), piitomnost detergenti (interakci s
nepolarnimi zbytky) nebo nékterych dalSich chemikalii, jako jsou nékteré alifatické alkoholy
¢1 koncentrované roztoky nékterych soli (chaotropni ionty).

1.3.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI]
Laboratorni material: zkumavky, stojan na zkumavky, kadinky, 1zicka, kahan, pipeta
Chemikalie: vejce, ethanol, ocet, citronova §t'ava, nasyceny roztok soli, 30% roztok CuSOy4

1.3.3 PRACOVNI POSTUP

Ze dvou vajec oddélte vajecny bilek a rozmichejte ho v kddince v 100 ml vody. Rozd€lte ho
rovnomérné do 7 zkumavek. Do prvni zkumavky nalejte pouze vodu — slouzi jako kontrola.
Do dalsich zkumavek nalévejte chemikalie v tomto potadi: horkd voda, ocet, citronova St'ava,
roztok soli, ethanol, roztok CuSO,. Pozorujte zmény.

1.3.4 VYHODNOCEN{

Zmény bilku jsou disledkem poskozeni bilkovin — denaturace (nevratna reakce). Pokud
k takové zméné nastane v organismu, muze to vést k vaznym nasledkiim az smrti. Bilkoviny
obsazené ve vaje¢ném bilku (obsahuje jich 12%, z nichz 70% tvoii vaje¢ny albumin) citlivé
reaguji na soli tézkych kovi, ethanol, zvySenou teplotu, kyseliny, ... AvSak organickymi
rozpoustédly (ethanol) a nékterymi solemi (CuSOy) se srazeji vratné (Tabulka 1).

Tabulka 1: Vyhodnoceni reakci vajecného bilku.

popis zmény doslo k denaturaci

bilek + studena voda nic ne
bilek + horka voda bilek se srazil ano
bilek + ocet bilek se srazil ano
bilek + citronova $t'ava nic ne
bilek + roztok soli bilek se srazil ano
bilek + ethanol bilek se srazil ano
bilek + roztok CuSO4 bilek se srazil ano

1.4 ODHALENI PRITOMNOSTI GLUTAMATU V INSTANTNICH POLEVKACH

1.4.1 TEORETICKY UVOD


http://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselost
http://cs.wikipedia.org/wiki/N%C3%A1boj
http://cs.wikipedia.org/wiki/Detergent
http://cs.wikipedia.org/wiki/Alkoholy
http://cs.wikipedia.org/wiki/Soli
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Kyselina glutamova je neesencialni aminokyselina (soli se nazyvaji glutamaty ¢i glutamany),
ktera se pouziva k zvyraznéni chuti masovych a zeleninovych pokrmi, je ptirozenou slozkou
bilkovin masa, ale i rostlinnych bilkovin (rajéata, hrasek). Je CcCasto pouzivana
V potravinaiském primyslu jako aditivni kofenici latka a piisobi jako chutové aditivum
(E620, E621). V nezbytném povoleném mnozstvi mize byt soucasti instantnich polévek,
omacek, Podravky, pastik, kecupti, dressingli, konzerv apod.

Chromatografickymi metodami 1ze v potravinatskych vyrobcich zjistit pfitomnost a pfipadné 1
porovnat mnozstvi kyseliny glutamové a glutamatu. Detekce se provadi ninhydrinovou reakei.

1.4.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni materidl: kédinky, odmérny valec, pipeta, sklenéna tycCinka, 1Zicka, nuzky,
pinzeta, rozprasovac, susarna (fén), silufolova deska nebo filtra¢ni papir, kryci sklicko
Chemikalie: 1% roztok ninhydrinu v acetonu, etanol, 1% kyselina glutamova (standard),
amoniak (vodny roztok), vzorek instantnich polévek

1.4.3 PRACOVNI POSTUP

Vzorek instantni polévky rozmichejte v malém mnoZstvi vody a nechejte usadit. Pfipravte si
silufolovou desku nebo filtraéni papir (asi 8x15 cm) k chromatografii a 1 ¢cm od spodniho
okraje vyznacte tuzkou startovaci ¢aru. Malou kapku ptipraveného vzorku naneste kapatkem
nebo mikropipetou na startovaci ¢aru, nechejte kapku zaschnout a postup zopakujte trikrat.
Takto postupujte se vSemi instantnimi polévkami, které mate k dispozici. Vzorky nanasejte
vedle sebe v dostatecné vzdalenosti, jako posledni naneste kapku 1% roztoku kyseliny
glutamova jako standardu. Chromatogram (Silufol ¢i filtracni papir) vlozte do vyssi uzké
kadinky s vyvijeci smési ethanol:amoniak v poméru 8:2 a ptikryjte sklickem. Asi po 2
hodinach vyjméte chromatogram z kadinky a detekujte. Postiikejte ho z rozprasovace 1%
roztokem ninhydrinu, poté ususte a zahtivejte v susarné¢ nebo pomoci fénu.

1.4.4 VYHODNOCEN{
Pritomnost kyseliny glutamové (glutamatu) obsazené v instantnich polévkach se projevi
cervenofialovym zbarvenim (Obrazek 1).
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Obrazek 1: Chromatogram po detekci ninhydrinem. Vzorek 1 — kyselina glutamova, 2 —
Glutasol, 3, 4 — instantni polévka

2. DUKAZ A STANOVENI SACHARIDU

Sacharidy nebo také nazyvané cukry (z lat. Sacchraum = cukr) tvofi pocetnou skupinu
pfirodnich organickych latek, s nimiZ se setkdvame v nasem kaZzdodennim zivoté. Chemické
reakce sacharidi jsou zaloZeny na reaktivit¢ hydroxylovych a karbonylovych skupin. V
nékterych piipadech je mozné odlisit ketosy od aldos, pentosy od hexos apod. Vhodnou
kombinaci kvalitativnich reakci lze urcit sloZzeni neznamé smési cukri. Velkou pomoci pfi
identifikaci sacharidi je chromatografie. vzorku. Barevné reakce sacharidl lze déale vyuzit
napf. pro jejich kvantitativni fotometrické stanoveni, pro jejich chromatografickou detekci,
pfipadné pro identifikaci cukernych slozek biopolymerd. Rada reakci uvedenych nize je
podkladem metod spektrofotometrického stanoveni cukrt.

2.1 STANOVENI CUKRU V JABLECNE STAVE

2.1.1 TEORETICKY UVOD

Redukujici cukry jako glukosa a fruktosa zptisobuji sladkou chut’ ovoce a ovocnych §t'av.
Pozitivni test na redukujici cukry se dokdze pomoci vhodného oxidacniho ¢inidla, napf.
Fehlingova ¢inidla — modra skalice ve vodném alkalickém roztoku vinanu sodného.

2.1.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni materidl: stojan na zkumavky, zkumavky, drzdk na zkumavky, Pasteurova
pipeta, kahan

Chemikalie: Fehlingliv roztok I a I1, jablecna §t'ava
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2.1.3 PRACOVNI POSTUP

Pripravte Fehlingovo ¢inidlo I rozpusténim 7 g CuSO4.5H,0 v 100 ml vody a Fehlingovo
¢inidlo II rozpusténim 35 g vinanu sodno-draselného a 10 g NaOH v 100 ml vody. Ve
zkumavce smichejte 2 ml roztokdi Fehlingova Cinidla I a II a ptidejte 2 ml jable¢né stavy.
Zkumavku umistéte do drzaku a zahtivejte nad kahanem. Pozorujte barevné zmény.

2.1.4 VYHODNOCENI

Obrazek 2: Reakce glukosy s Fehlingovym ¢inidlem (vlevo pied, vpravo po reakci).

2.2 DUKAZ REDUKUJICICH SACHARIDU V OVOCI

2.2.1 TEORETICKY UVOD

Redukujici sacharidy, mezi néz patii monosacharidy (fruktosa, glukosa) a nékteré disacharidy
(laktosa), 1ze dokazat pomoci Fehlingova ¢inidla. Cervenooranzové az ervenohnddé zbarveni
kapaliny zplsobené vyredukovanym oxidem médnym, ktery se usadi na dné¢ zkumavky, je
dikazem pfitomnosti glukosy a fruktosy v ovoci. Tyto cukry se fadi mezi monosacharidy
s karbonylovou funkéni skupinou, které jsou schopny v alkalickém prostiedi redukovat
méd’naté ionty (CuSQO4) na oxid méd'ny (Cuz0). Navic je mozno vznikly oxid méd’ny pouzit
ke kvantitativnimu stanoveni redukujicich sacharidii gravimetricky ¢i kolometricky.

2.2.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI



N ..
A .°.
”, * * L
ev;qp,sky X
fSOC(IjalnlCR SRR (i MINISTERSTVO SKOLSTV OP Vzdélavani Univerzita Palackého
' onav MLADEZE A TE

pro konkurenceschopnost v Olomouci

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Vzdélavani stfedoskolskych pedagogl a studentl stfednich Skol jako nastroj ke
zvySovani kvality vyuky pfirodovédnych pfedmétu

CZ.1.07/1.1.00/14.0016

Laboratorni material: tieci miska s tlou¢kem, kadinka, nalevka, filtraéni papir, stojan na
zkumavky, zkumavky, Pasteurova pipeta, kahan

Chemikalie: Fehlingiv roztok I a II, destilovana voda, duznaté ovoce (hroznové vino,
pomeranc, jablko, jahoda, ...), cukr

2.2.3 PRACOVNI POSTUP

Vybrany druh ovoce rozetiete v téeci misce s trochou destilované vody na kaSovitou hmotu a
prefiltrujte. Napipetujte n¢kolik ml filtratu ovoce do zkumavky a pfidejte 2 ml Fehlingova
roztoku I a II (pfiprava viz uloha 2.1). Obsah zkumavky kratce zahtejte nad kahanem a
pozorujte barevnou zménu. Cukr (jako negativni vzorek) rozpustte v troSce vody, piidejte
taktéz 2 ml Fehlingova roztoku I a II a zahtejte nad kahanem.

2.2.4 VYHODNOCENI

Pozitivni reakce na redukujici cukry v duznatém ovoci dava oranzovocervené zabarveni. Cukr
obsahuje sacharosu, kterd jako neredukujici cukr dava negativni reakci — modré zbarveni
zkumavky.

2.3 KARAMELIZACE SACHAROSY

2.3.1 TEORETICKY UVOD

Karamelizovani znamena suché zahtati cukru pii vysoké teploté, kdy se jeho vzhled
proménuje ve svétle Zlutou az tmavé hnédou, lesklou hmotu s typickym aroma praZeni.
Karamelizace — termicka degradace cukrti nebo také proces oxidace cukri. Oxidace probiha
pfi zahfati cukru na teplotu vyssi nez 110 °C (reakce zavisi na druhu cukru). Tento proces se
Casto pouziva v gastronomii. Ovocny cukr ma bod ohfevu pii karamelizaci asi 110 °C a
sladovy cukr 180 °C. Krystalovy cukr karamelizuje pfi teploté¢ 160 °C. Béhem karamelizace
probihaji stovky chemickych reakci.

2.3.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni material: stojan na zkumavky, zkumavky, drzak na zkumavky, kadinky, 1zicka,
lihovy kahan

Chemikdalie: sacharosa (cukr), mléko, voda

2.3.3 PRACOVNI POSTUP

Do zkumavky nasypte 1zi¢ku sacharosy a opatrn¢ zahtivejte nad kahanem. Kdyz se sacharosa
roztavi a mirn¢ ztmavne, rozd¢€lte ji do dvou zkumavek. Do prvni ptidejte mléko a do druhé
zkumavky vodu. Ovéite rozpustnost. Do Cisté zkumavky opét nasypte sacharosu, zkumavku
umistéte do drzaku a intenzivné zahtivejte nad kahanem. Pozorujte barevné zmény a co se
déje s obsahem.

2.3.4 VYHODNOCENI


http://cs.wikipedia.org/wiki/Teplota
http://cs.wikipedia.org/wiki/Stupe%C5%88_Celsia
http://cs.wikipedia.org/wiki/Gastronomie
http://cs.wikipedia.org/wiki/Chemick%C3%A1_reakce
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Krystalky sacharosy (fepny cukr) se pii zahfivani roztavily a ztmavly — vznikl karamel.
Karamel je rozpustny ve vod¢ i mléku. Del§im zahtivanim se sacharosa (cukry obecn€) tiplné
rozklada az na oxid uhliCity, ze zkumavky se intenzivné dymi a na sténdch se srazeji kapky
vody (vodni para se srazi na kapalinu na chladné&jsi sténé zkumavky).

2.4 1ZOLACE BRAMBOROVEHO SKROBU

2.4.1 TEORETICKY UVOD

Skrob je bild, ve vodé malo rozpustna makromolekularni latka. Obecny vzorec $krobu je
(CsH1005)n. Primysloveé se z n&j vyrabé&ji napt. technicka lepidla a glukosa. Je vyznamnou
sloZkou potravy — vyskytuje se napf. v bramborach, v ryZzi nebo v obili. Kofeny nékterych
rostlin, napt. brambor, také obsahuji $krob, ktery si ukladaji do zasoby.

2.4.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI
Laboratorni material: niz, struhadlo, Skrabka na brambory, kddinky, 1zi¢ka, gaza nebo cednik
Chemikalie: brambora, voda

2.4.3 PRACOVNI POSTUP

Bramboru oloupejte nozem ¢i oskrabejte Skrabkou a nastrouhejte na jemném struhadle do
kadinky. K nastrouhané hmot¢ poté piidejte trochu vody a promichejte. Smés preced’te do
Cisté kadinky pfes gazu ¢i cednik. Filtrat nechte 10 minut stat a poté pozorujte.

2.4.4 VYHODNOCENI
Na dn¢ kadinky s filtratem se usadi bily prasek — Skrob. Hliza brambory obsahuje az 20%
Skrobu. Skrob se sklada z amylosy a amylopektinu.

2.5 SKROBOVE ZRNA POD MIKROSKOPEM

25.1 TEORETICKY I’JVOD

v pribéhu procesu fotosyntézy. Skrob se uklada v zasobmch organech rostlin ve form¢ zrn,
ktera maji pro dany rostlinny druh charakteristicky tvar. Skrobova zrna se tvofi v buiice
v amyloplastech. Podle poctu inicialnich krystalizacnich jader se tvofi bud’ jednoducha
Skrobova zrna (jedno krystalizaéni jadro), nebo slozena Skrobova zrna (nékolik
krystaliza¢nich jader) (Obrazek 3).
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jednoduché zrno sloZena zrna

Obrizek 3: Skrobové zrna z hlizy lilku bramboru . Velikost §krobového zrna je 70 — 140 um.
(pfevzato  z:  http://web2.mendelu.cz/af 211 multitext/obecna_botanika/texty-cytologie-
rostlinna_bunka.html).

2.5.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni material: niz, preparacni jehla, podlozni a kryci sklicka, ziletka, kapatko
Chemikalie: brambora, obilky ovsa ¢i pSenice, zrnka ryze, kukufice, mouka, pudinkovy
prasek, voda, Lugoluv roztok (5 g jodu a 10 g KI ve 100 ml destilované vody, uchovame
V tmavé lahvicce)

Pristroje: mikroskop

2.5.3 PRACOVNI POSTUP

Roziiznéte hlizu bramboru a pomoci preparacni jehly seSkrabnéte trochu §tavy z fezné plochy
Cerstvé roziezané hlizy bramboru a rozetfete ji na podlozni sklicko. Pfikryjte krycim
sklickem. Tvar Skrobovych zrn pozorujte pod mikroskopem. Prepardt pro zvyraznéni
Skrobovych zrn probarvéte Lugolovym roztokem tak, ze na jednu stranu kryciho sklicka
kapnete malou kapku barviva a na druhé strané pfilozenym filtracnim papirem odsavate
piebyte¢nou vodu. Timto zpisobem dosahnete plynulejSiho probarveni Skrobovych zrn.

Na jind podlozni sklicka naneste velmi mald mnoZstvi pSeni¢ného, ryzového nebo
kukuficného Skrobu. Lze také pouzit trochu mouky ¢i pudinkového prasku rozmichaného ve
vodé k pozorovani Skrobovych zrn. V ptipadé pouziti obilek ovsa, ryZe ¢i jiné obiloviny
rozpulte obilku a preparacni jehlou seskrabnéte trochu endospermu (vnitini ¢ast obilky). Ve
vSech ptipadech pozorujte pii malém zvétSeni. Zakreslete jednotlivé tvary zrn (Obrazek 4).

2.5.4 VYHODNOCENI


http://web2.mendelu.cz/af_211_multitext/obecna_botanika/texty-cytologie-rostlinna_bunka.html
http://web2.mendelu.cz/af_211_multitext/obecna_botanika/texty-cytologie-rostlinna_bunka.html
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Obrazek 4: Skrobova zma (A) lilku bramboru a (B) ovsa setého. (pievzato z :
http://www.sci.muni.cz/~anatomy/cytology/html/intro_2.htm).

——

2.6 DUKAZ POLYSACHARIDU REAKCI S JODEM

2.6.1 TEORETICKY UVOD

Polysacharidy jsou tvofeny vice nez deseti cukernymi jednotkami. Radi se k nim naptiklad
S$krob a celulosa. Skrob, ktery je mozné dokazat reakci s jodem, je slozen z amylosy a
amylopektinu. Amylosa poskytuje s jodem intenzivni modré zbarveni. Podstata reakce
spoc¢iva v tom, ze molekuly jodu pronikaji do dutin vytvofenych Sroubovici polysacharidu a
ve formé klathratu jevi zménéné vlastnosti. V disledku vzniku nevazebnych interakci volnych
elektronovych para agregatu KI.I, (Lugolova roztoku) s vodiky hydroxylovych skupin uvnitf
Sroubovice amylosy Skrobu dochazi ke zméné absorpéni energie roztoku jodu a k posunu
barevného spektra z fialové do modré oblasti (metachromasie).

2.6.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni material: Petriho misky, zkumavky, kapatko ¢i Pasteurova pipeta

Chemikalie: Lugoliv roztok, 1% roztok glukosy, 1% roztok Skrobu, vyizolovany Skrob
Z tlohy 2.4, jogurt,

2.6.3 PRACOVNI POSTUP

K 1 ml 1% roztoku glukosy, Skrobu a bramborového Skrobu z tlohy 2.4 ve zkumavkach
ptikapnéte kapku Lugolova roztoku. Na Petriho misky dejte vzorky jako rohlik, vlocky,
piskoty, jogurt, jablko a zakdpnéte Lugolovym roztokem. Pozorujte zbarveni a zapiste do
tabulky.

2.1.4 VYHODNOCENI


http://www.sci.muni.cz/~anatomy/cytology/html/intro_2.htm
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Je-li ve vzorcich piitomen $krob, vznikd modré zbarveni. Cervené zbarveni svédéi o
pfitomnosti glykogenu nebo kratSich polysacharidovych fetézcti vzniklych casteCnym
Stépenim Skrobu. Pozitivni reakci na Skrob dava skrob z brambory, piskoty, rohlik, vlocky.
Roztok glukosy, jablko a jogurt davaji negativni reakci, nebot’” neobsahuji Skrob. Pozor,
Vv piipad¢ jogurtu se muze objevit pozitivni reakce u ovocného jogurtu, nebot se do n¢j
pridava skrob na zvyseni hustoty, v bilém jogurtu by skrob byt nem¢l.

2.7 VYROBA GUMOVYCH MEDVIDKU

2.6.1 TEORETICKY UVOD

Gumovy medvidek nebo také gumovi medvidci jsou oblibené gumové sladkosti ve tvaru
medvéda, které maji pivod v Némecku, ale rychle si ziskaly celosvétovy ohlas pievazné u
déti. Gumovi medvidci se skladaji z cukru (pomémé mnoho cukru, jedno baleni miize
obsahovat az 80 kostek cukru), hroznového cukru, potravinaiského barviva, zelatiny,
ochucovadel, aromat a dalSich slozek. Medvidci nejcastéji chutnaji po ananasu, pomeranci,
citronu, jahod¢, maling a po jablku.

2.6.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni material: kadinky, sklenéna tyCinka, Spachtle, 1zicka, pinzeta, nliz, teplomér,
filtra¢ni nalevka, odmérny valec, alobal, gdza, vanicka ¢i plech, formi¢ky na medvidky
Chemikalie: sacharosa, kyselina vinna, kukuficny Skrob, Zelatina, kyselina jablecna,
potravinaiské barviva a ovocné aroma, ¢ervena fepa

Pristroje. elektromagnetickd michacka se zahfivanim (vafic¢), vahy

2.6.3 PRACOVNI POSTUP

Izolace ptirodniho Cerveného barviva: asi 50 g Cervené fepy posekejte na malé kousky a
pfidejte 1 1Zicku cukru, ponechejte pisobit asi 30 minut. Vzniklou suspenzi protlacte pies
gazu a Stavu pouzijte jako barvivo.

Ptiprava cukrového sirupu: Do 200 ml kéadinky navazte 45 g sacharosy, ptidejte Spachtli
Spetku kyseliny vinné a 20 ml vody. Promichejte a zahtejte na 75°C. Tuto teplotu udrzujte asi
30 minut. Vznika sirupovita latka.

Do 400 ml kadinky navazte 20 g Zelatiny a pfidejte 30 ml vody. Ponechejte 15 minut stat, nez
zelatina nabobtna. Do druhé 200 ml kadinky navazte 55 g sacharosy, piidejte 15 ml vody a
vafite tak dlouho, nez roztok doséhne teploty 115°C. Poté ihned odstavte kadinku z vafice.
Nabobtnalou zelatinu roztopte (avSak teplota nesmi pifesahnout 75°C). K teplé Zzelating
pridejte cukrovy sirup a roztok cukru. Dobte promichejte.

Do takto pfipravené zakladni smési pfidejte 5 kapek aroma nebo ovocného sirupu. Poté
pridejte trochu kyseliny jablecné a ochutnejte. Nakonec piidejte vyrobené piirodni barvivo
z Cervené fepy nebo asi 3 kapky potravinarského barviva. Nechte smés nékolik minut stat a
poté ji rozlévejte pomoci sklenéné tyCinky ¢i malé nalevky do formicek.

Po asi 10 hodinach medvidci ztuhnou. Pomoci pinzety je vyloupnéte z formicek a ochutnejte.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Guma
http://cs.wikipedia.org/wiki/Sladkost
http://cs.wikipedia.org/wiki/Medv%C4%9Bd
http://cs.wikipedia.org/wiki/N%C4%9Bmecko
http://cs.wikipedia.org/wiki/Hroznov%C3%BD_cukr
http://cs.wikipedia.org/wiki/Potravin%C3%A1%C5%99sk%C3%A9_barvivo
http://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%BDelatina
http://cs.wikipedia.org/wiki/Ananas
http://cs.wikipedia.org/wiki/Pomeran%C4%8D
http://cs.wikipedia.org/wiki/Citron
http://cs.wikipedia.org/wiki/Jahoda
http://cs.wikipedia.org/wiki/Malina
http://cs.wikipedia.org/wiki/Jablko
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3. DUKAZ A STANOVENI LIPIDU

Lipidy (z feckého lipos = tu¢ny) jsou heterogenni skupinou biologickych latek rostlinného i
zivo¢iSného pltvodu. Jsou velmi malo rozpustné ve vodé€, ochotné se vSak rozpousti v
nepolarnich rozpoustédlech jako je benzen, ether ¢i chloroform. Zahrnuji chemicky tak
odli$né slouceniny, jako jsou triacylglyceroly (tuky), oleje, vosky, vitaminy, terpeny, steroidy
(cholesterol), karotenoidy. Z biologického hlediska slouzi tuky jako vyznamny zdroj energie a
také plni funkci zésobni. Tuky jsou za béznych teplot pevné latky (pfevladaji zde nasycené
mastné kyseliny), oleje jsou kapaliny (pfevladaji nenasycené mastné kyseliny).

3.1 DUKAZ TUKU V POTRAVINACH

3.1.1 TEORETICKY UVOD

Tuky (lipidy) se daji rozdélit na nasycené mastné kyseliny (vétSinou zivocisného ptivodu), ty
jsou obsaZené v mase, mléce, masle, Slehacce, syrech, vejcich, pastikach, salamech a podobné
a urcitou mérou pfispivaji 1 ke zvyéovémi cholesterolu v krvi Oproti tomu druhé tuky —
obsazené ve Inéném oleji, rybach, avokadu, sdje, olivovém oleji, slune€nicovém a dalSich
rostlinnych olejich.

Nepolarni azobarvivo Sudan III se pouziva na diikazovou reakci lipida.

3.1.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni material: kddinky, filtracni papir, tfeci miska s tlouckem

Chemikalie: barvivo Sudan Il v ethanolu, ethanol, ocet, voda, olej, sadlo, syr, ofechy,
seminka dyné ¢1 slunecnice, kokos, mak, maso

3.1.3 PRACOVNI POSTUP

Filtra¢ni papir nastiihejte na ctverce asi 4 x 4 cm. Vzorky vody, octa a oleje naképnéte na
filtra¢ni papir. V piipadé¢ tuhych vzorkd (ofechy, mak, ...) je rozmackejte mezi listy
filtraéniho papiru a odstraiite zbytky materidlu. VSimnéte si, zda na papife zUstala ,,mastna
skvrna®. Takto pfipravené vzorky na filtraCnim papiru vloZte na 2 minuty do roztoku barviva
Sudan III . Poté papiry proplachujte v ethanolu, dokud se nevymyje piebytecné barvivo.

3.1.4 VYHODNOCENI

Mastné skvrna na papiie se barvivem Sudan III zbarvi na Cerveno. Voda a ocet neobsahuji
tuky, proto nepozorujeme ¢ervenou skvrnu tak jako v ptipadé ostatnich vzorkl (ofechy, syr,
maso, ...).
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3.2 DUKAZ TUKU V BUNKACH KVASINEK

3.2.1 TEORETICKY UVOD

Kvasinky jsou jednobunétné houbové mikroorganismy. Cytoplazmatickd membrana je
sloZzena z fosfolipidii a proteind. Jsou vybornym pokusnym objektem, nebot ve 100 g
kvasinek je asi 1,3 g tuku. Obsahuji lipidy strukturni (volné steroly v membran¢), zasobni
(sterolové estery) a funkéni (derivaty fosfoglyceridit).

Pekatské drozdi je zivy organismus. Obsahuje miliardy mikroorganismi - kvasinek. Ty jsou
viditelné jen pod mikroskopem, ale pro ptredstavu, 1 g drozdi jich obsahuje cca 10 miliard.
Nepolarni azobarvivo Sudan III se pouziva na diikazovou reakci lipidii v téle kvasinek.

3.2.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni material: kadinky, kapatko, kryci a podlozni sklicko
Chemikalie: barvivo Sudan 111 v ethanolu, kvasnice (pekaiské drozdi)
Pristroje: mikroskop

3.2.3 PRACOVNI POSTUP

V malé kadince pfipravte mlécné zbarvenou suspenzi kvasnic. Kapku suspenze pieneste na
podloZni sklicko a pfidejte kapku alkoholového roztoku Sudan III. Po chvili pfikryjte krycim
sklickem a pozorujte v mikroskopu pii zvétSeni asi 60krat.

3.2.4 VYHODNOCENI
V bunikach kvasinek se nachdzi ¢ervené zbarvené kapicky — pfitomnost tuku.

3.3 ZLUKNUTI TUKU
3.3.1 TEORETICKY UVOD

Zluknuti (t6Z oxidace tuk®) je proces oxidace dvoinych vazeb nenasycenych mastnych
kyselin, obsazenych ptedevsim v tucich a jinych lipidech, vzdusnym kyslikem. Vysledkem
tohoto procesu jsou nezadouci produkty, zejména aldehydy a ketony, které negativné méni jak
zdravotni pusobeni, tak i chutovy projev a vuni potravin obsahujicich nenasycené mastné
kyseliny. Nasledkem je castecné nebo Gplné znehodnoceni potraviny. Chemickou podstatou
zluknuti je adice molekuly O, vzdusného kysliku na dvojnou vazbu mastné kyseliny za
vzniku peroxidu, s naslednym Stépenim uhlikového fetézce za vzniku dvou koncovych
aldehydickych skupin. Tekuté oleje s vysokym podilem nenasycenych mastnych kyselin jsou
k oxidaci nachylnéjsi nez tuhé tuky. Oxidaci podporuje ptsobeni ultrafialového zafeni a miize
byt také urychlena vhodnymi enzymy. Naopak potlacuji ji tzv. antioxidanty.

3.3.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI


http://cs.wikipedia.org/wiki/Houby
http://cs.wikipedia.org/wiki/Mikroorganismus
http://cs.wikipedia.org/wiki/Oxidace
http://cs.wikipedia.org/wiki/Dvojn%C3%A1_vazba_(chemie)
http://cs.wikipedia.org/wiki/Mastn%C3%A1_kyselina
http://cs.wikipedia.org/wiki/Mastn%C3%A1_kyselina
http://cs.wikipedia.org/wiki/Tuky
http://cs.wikipedia.org/wiki/Lipidy
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kysl%C3%ADk
http://cs.wikipedia.org/wiki/Aldehydy
http://cs.wikipedia.org/wiki/Ketony
http://cs.wikipedia.org/wiki/Chu%C5%A5
http://cs.wikipedia.org/wiki/V%C5%AFn%C4%9B
http://cs.wikipedia.org/wiki/Potravina
http://cs.wikipedia.org/wiki/Nenasycen%C3%A9_mastn%C3%A9_kyseliny
http://cs.wikipedia.org/wiki/Nenasycen%C3%A9_mastn%C3%A9_kyseliny
http://cs.wikipedia.org/wiki/Adice
http://cs.wikipedia.org/wiki/Molekula
http://cs.wikipedia.org/wiki/Dvojn%C3%A1_vazba
http://cs.wikipedia.org/wiki/Peroxidy
http://cs.wikipedia.org/wiki/Olej
http://cs.wikipedia.org/wiki/Ultrafialov%C3%A9_z%C3%A1%C5%99en%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Enzym
http://cs.wikipedia.org/wiki/Antioxidant

N ..
A .°.
”, * * L
ev;qp,sky X
fSOC(IjalnlCR SRR (i MINISTERSTVO SKOLSTV OP Vzdélavani Univerzita Palackého
' onav MLADEZE A TE

pro konkurenceschopnost v Olomouci

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Vzdélavani stfedoskolskych pedagogl a studentl stfednich Skol jako nastroj ke
zvySovani kvality vyuky pfirodovédnych pfedmétu

CZ.1.07/1.1.00/14.0016

Laboratorni material: zkumavky, pipeta, niz, sklenéna tyCinka, vahy, kadinka, vafi¢, modry
lakmusovy papirek
Chemikalie: 1ih (ethanol), Cerstvé a Zluklé staré maslo

3.3.3 PRACOVNI POSTUP

V 5 ml ethanolu rozpust'te v jedné zkumavce 1 g Cerstvého masla a v druhé zkumavce 1 g
zluklého masla. Zkumavky vloZzte do vodni lazn€ a zahtivejte. Do zkumavek vlozte vlhky
lakmusovy papirek tak, aby byl ponofeny do roztoku ve zkumavce. Sledujte zménu barvy
modrého lakmusového papirku.

3.3.4 VYHODNOCENI

U druhé zkumavky s rozpusténym zluklym maslem pozorujeme zménu modré barvy papirku
na ¢ervenou. Tuky plisobenim tepla, svétla, mikroorganismu a za pfitomnosti vody a vzduchu
zluknou. Nastava proces jejich oxidace a vznikaji rizné aldehydy, ketony a nizsi karboxylové
kyseliny, které zpiisobuji zménu barvy indikatoru lakmusu.

3.4 ROZPUSTNOST TUKU

3.4.1 TEORETICKY UVOD

Spole¢nym znakem lipidi je ptfitomnost velkych nepolarnich uhlovodikovych struktur v
molekulach, které jsou pii¢inou jejich hydrofobniho charakteru. Jejich nerozpustnost
V nepolarnich rozpoustédlech vede k jejich ukladani v organismu jako zasobnich latek, jsou
také rozpoustédly dilezZitych biologickych latek -vitaminli, hormont, dale rGznych 1éciv,
barviv...

3.4.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI{
Laboratorni material: zkumavky, stojanek na zkumavky, pipeta
Chemikalie: aceton, benzin, diethylether, voda, jedly olej, pokrmovy tuk, sadlo

3.4.3 PRACOVNI POSTUP

Do 4 oznacenych zkumavek nalejte po 5 ml rozpoustédla (voda, aceton, benzin, diethylether)
a do kazdé zkumavky ptidejte 1 ml oleje, zazatkujte a protiepejte. Pozorujte, zda se olej
rozpousti. Totéz zopakujte pro pokrmovy tuk ¢i sadlo.

3.4.4 VYHODNOCENI

Ve vode¢ (nepolarni rozpoustédlo) se tuky a oleje nerozpoustéji viibec a tvoii riiznorodou smés
- emulzi. Pii promichani se pouze rozptyli na kapicky (emulguje), potom se ale od vody opét
oddéli. V polérnich rozpoustédlech jako benzin ¢i diethylether se tuky rozpousti.

3.5 STANOVENI VOLNYCH MASTNYCH KYSELIN
V ROSTLINNEM OLEJI
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3.5.1 TEORETICKY UVOD

Mastné kyseliny jsou alifatické monokarboxylové kyseliny, ziskané hydrolyzou pfirozenych
lipidii. Mastné kyseliny se vyskytuji hlavné jako estery v piirodnich tucich a olejich, ale
mohou byt pfitomné v neesterifikované podobé jako volné mastné kyseliny, které jsou
transportni formou pfitomnou v krevni plazmé. Mastné kyseliny v ptirodnich tucich maji
zpravidla nevétveny fetézec obsahujici sudy pocet uhlikovych atomt, protoze jsou
syntetizovany z dvouuhlikatych jednotek.

3.5.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni material: titracni batika, byreta

Chemikalie: fenolftalein (1% etanolovy roztok), 0,1 M hydroxid sodny, vzorky oleje
(olivovy, slune¢nicovy, fepkovy, ...)

3.5.3 PRACOVNI POSTUP

Stanoveni obsahu volnych mastnych kyselin v rostlinném oleji (stanoveni ¢isla kyselosti)
proved’te nasledujicim zplisobem:

Do titra¢ni banky odméite 10 ml oleje, tento olej rozpustte ve 100 ml ethanolu a pfidejte 5
kapek roztoku fenolftaleinu. Roztok titrujte odmérnym roztokem hydroxidu draselného v
ethanolu do rGiZového zbarveni. Zopakujte tiikrat a zapiSte si primérnou spotiebu Cinidla
v ml.

3.5.4 VYHODNOCENI
Jaky je obsah volnych mastnych kyselin v analyzovaném oleji? Vyjadiete jako obsah olejové
kyseliny v hmotnostnich procentech.

3.6 VLASTNOSTI MYDLA

3.6.1 TEORETICKY UVOD

Mydlo miizeme povazovat za sodnou ¢i draselnou stl vyssich mastnych kyselin — naptiklad
palmitan sodny CH3(CH,)14COONa, ktery se ve vodé rozklada za vzniku kyseliny palmitové
CH3(CH3)14COOH a hydroxidu sodného. Kyselina palmitova reaguje s chloridem vapenatym
nebo hofecnatym za vzniku srazenin, které maji bilou barvu. Sodné mydla jsou tuhé a
pouzivaji se jako Cistici a praci prostfedky. Naopak draselné mydla jsou mazlavé a pouzivaji
se k vyrob¢ dezinfekénich pripravki. Mydla vznikaji reakci zvanou zmydelnovani — alkalicka
hydrolyza esteri za vzniku piislusného alkoholu a alkalické soli mastné¢ kyseliny.

3.6.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI
Laboratorni material: Petriho miska, zkumavky, stojan na zkumavky, pipeta, struhadlo
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Chemikalie: fenolftalein (1% etanolovy roztok), ethanol, 5% roztok CaCl, a MgCl,, 20%
roztok kyseliny sirové, mlety pepft, Cervena paprika, Jar, olej, mydlo

3.6.3 PRACOVNI POSTUP

1. Asi 2 g nastrouhaného mydla rozpust'te v 1 ml ethanolu ve zkumavce. Ptikapnéte 2 kapky
fenolftaleinu. Pozorujte zbarveni.

2. Po malych davkach piidavejte asi 10-15 ml vody do zkumavky z ukolu €.1, zkumavku
protiepavejte a sledujte barvu roztoku.

3. Obsah zkumavky rozd¢lte do 2 zkumavek:

a) do prvni zkumavky pfidejte 1 ml 5% roztoku chloridu vapenatého nebo chloridu
hofec¢natého,

b) do druhé zkumavky ptidejte 1 ml 20% roztoku kyseliny sirové.

4. Petriho misku napliite vodou a na hladinu nasypte mlety pepi. Doprostfed hladiny ponoite
ruzek mydlové kostky a pozorujte.

5. Obarvéte olej Cervenou paprikou. Dvé zkumavky napliite vodou:

a) do prvni zkumavky piidejte par kapek Jaru,

b) do obou zkumavek nalijte asi 2 ml obarveného oleje,

¢) zkumavky diikladné protiepejte.

3.6.4 VYHODNOCENI
1. Mydlo se v lihu nerozpousti, proto se fenolftalein nezbarvi.
2. Cim vice vody piilévame, tim vice se mydlo rozpousti a roztok se zbarvuje fialové, je
alkalicky v dusledku pfitomnosti NaOH vzniklého rozkladem mydla. Vznika kyselina
palmitova.
3. a) Mydlo se srazi — ptitomnost bilé srazeniny, vznikaji nerozpustné vapenaté nebo
hotecnaté soli mastnych kyselin.

b) Vznikaji srazeniny, silna kyselina H,SO, vytésni z roztoku mydla mastné kyseliny,
které jsou ve vod¢€ nerozpustné.
4. Mydlo je slozeno z dlouhych molekul, které maji dva konce: hydrofilni = ,,vod¢ pratelsky*
a hydrofobni = ,,vodé nepratelsky*. Pfi rozpousténi pronikaji hydrofilni konce molekul do
vodni hladiny, rovnaji se v ni vedle sebe, rozd€luji ji a tim sniZzuji povrchové napéti vody.
5. Olej je hydrofobni kapalina. Jar obsahuje molekuly, které maji hydrofilni a hydrofobni
konec. Podle principu ,,stejny se rozpousti ve stejném® pronikaji hydrofobni konce molekul
Jaru do oleje, kdezto hydrofilni konce vyénivaji z povrchu kazdé olejové kapky. Tyto
hydrofilni konce jsou stejné (zaporn¢) nabity a navzdjem se odpuzuji. Nemohou se tedy opét
shlukovat a vznasi se, jelikoz jsou velmi lehké, ve vodé. Takovd smés kapalin se nazyva
emulze.

4. STANOVENI A DUKAZY VITAMINU

Vitamin (nékdy také vitamin — podle latinského vital a amine = ,,zivotné dulezité aminy*,
ackoli podle dnesnich poznatkli nejde o aminy, nazev se ujal) je latka, ktera spolu s
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bilkovinami, tuky a sacharidy patii k zakladnim slozkam lidské potravy. V lidském organismu
maji vitaminy funkci katalyzatort biochemickych reakci. Podileji se na metabolismu bilkovin,
tukdt a cukrd. Existuje 13 zdkladnich typti vitamint. Lidsky organismus si, az na nékteré
vyjimky, nedokaze vitaminy sdm vyrobit, a proto je musi ziskavat prostfednictvim stravy.

4.1 KVANTITATIVNI DUKAZ VITAMINU

4.4.1 TEORETICKY UVOD

Vitaminy délime na rozpustné v tucich (vitamin A, D, E, K) a rozpustné ve vod¢ (vitamin C,
H — biotin a skupina vitaminu B — B-komplex). Komplex vitamini B — pro ¢lovéka ma
vyznam B1, B2, B6, B12, H a PP faktor.

4.4.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni material: treci miska s tlouckem, filtrani aparatura, kadinky, zkumavky,
stojanek na zkumavky, odmérna barika, struhadlo, pH papirek

Chemikalie: benzin, konc. H,SO,4, Fehlingovo ¢inidlo, 30% Hy0,, 5 % roztok dusi¢nanu
stiibrného, 12% HCI, KMnOQOy, anilin, ¢inidlo 1 (50ml 5,8% NaHCO3; a 50 ml 4% NaOH),
¢inidlo II (kyselina p-diazobenzensulfanova, 0,9g kyseliny sulfanilové rozpustime v 9 ml
konc. HCI a doplnime vodou do 100 ml). Potom 1,5 ml tohoto roztoku nalajeme do 50 ml
odmérné banky stojici v ledu a piidame 1,5 ml Cerstveé ptipraveného 5% roztoku NaNOs. Dale
béhem 1 minuty pfidime postupné za chlazeni vodu po znacku 50 ml. Ponechame jesté 15
minut v ledu za obCasného protiepani.

Material: mrkev, pomerané, Celaskon, Spofavit (vitaminovy doplngk stravy z lékarny), rybi
tuk, Sipky, kvasnice

4.4.3 PRACOVNI POSTUP

1. V mrkvi, Spofavitu a Sipku dokazte vitamin A:

A) Duzninu S$ipku a kousek mrkve najemno rozstrouhejte a spolu sna prasek
rozdrcenym Spofavitem dejte zvlast do tii zkumavek a pfilijte 3 ml benzinu.
Dikladné protrepejte a nechejte ustdt 3 minuty. Potom benzin slijte na hodinové
sklicko a ponechejte odparit. Pak na sklicko prikapnéte nekolik kapek kyseliny
sirové.

B) Asi 10 kapek rybiho oleje pfidejte Kk chloroformovému roztoku chloridu
antimonitého (3 ml).

2. Dtkaz vitaminu C:

A) Dikaz v Celaskonu, Spofavitu.

B) Dikaz v piirodnim materialu (pomerancova $t'ava). Nejprve musite Kyselinu L-
askorbovou vazanou v askorbigenu wuvolnit napf. pulsobenim kyseliny
chlorovodikové.

a) 3 ml dusi¢nanu stfibrného a nékolik kapek amoniaku + 2 ml roztoku vit. C
— zahtejte — vzniké Cerna srazenina
b) 2 ml Fehlingova ¢inidla + 2 ml roztoku vit. C — zahfejte — Fehlingliv roztok
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se odbarvuje, vylucuje se Cerveny oxid médny
c) 1 g Sipkl nebo citrénu rozdrtite v misce s piskem a ptidejte po Castech 25
ml 12% HCI. Zfiltrujte a takto ziskany filtrat rozd€lte na dvé ¢asti.
d) K prvni ¢asti filtratu ve zkumavce pridejte stejny objem 30% H,0,. Povaite
asi 3 minuty a pfidejte po kapkach manganistan draselny. Soucasné k druhé
Casti filtratu pridavejte jen roztok manganistanu draselného. Sledujte obé
zkumavky a pozorujte odbarveni roztokit KMnO4 V obou zkumavkach.
Vysvétlete rozdilné chovani.
3. Dukaz vitaminu B
Susené pivovarské kvasnice rozmichejte s vodou a nechejte stait 3 hodiny za
obc¢asného promichani (50 ml vody na 5 g kvasnic). Roztok zfiltrujte a filtrat odpaite
do sucha. Pfed reakci zied'te vodou (10 ml) a okyselte HCI do pH 3.
Do zkumavky dejte 1ml ¢inidla I a 10 kapek ¢inidla II. Pfidejte 20 kapek extraktu
z kvasnic. Je-li pfitomen Bj, vznikne zluté zbarveni, které piechazi béhem 2-3 minut
V rizové.
4. V roztoku Spofavitu a Infadinu (rybim tuku) dokazte vitamin D:
Do zkumavek se Spofavitem ¢i rybim tukem pfidejte 5 ml koncentrované kyseliny
sirové a povaite 30-40 sekund. Zluta barva se méni v rudou.

4.4.4 VYHODNOCENI

1A) Karoten, ktery se v benzinu rozpustil, se po odpafeni benzinu usadi v podob¢é kruhi. Po
pridani kyseliny sirové se zbarvi modie — fialové az hnéde¢.

1B) Modré zbarveni roztoku dokazuje pfitomnost vitaminu A. Po zmizeni modrého zbarveni
se roztok zbarvi Cervené, coz dokazuje pfitomnost vitaminu D.

2A,B) Kyselina L-askorbova ma silné redukéni Gcinky, ztratou vodiku se dehydrogenuje na
kyselinu L-dehydroaskorbovou. Pozn. Reakce neni specificka, dava ji fada jinych latek, napft.
fruktosa, laktosa, pepsin aj.

3) Thiamin poskytuje pfi reakci s diazotovanou kyselinou sulfanilovou slouc¢eninu, ktera je
ruzove zbarvena vzniklym azobarvivem.

4.2 OVERENI MNOZSTVI VITAMINU C V OVOCI A ZELENINE

6.1.1 TEORETICKY UVOD

Vitamin C (kyselina askorbova) je ve vodé rozpustna latka a vitamin nezbytny k Zivotu a
udrZeni télesného zdravi. Je citlivy na teplo a vysoce citlivy na oxidaci. Pii tepelném
zpracovani potravin v nich dochazi k tbytku vitaminu C. Vatenim se ni¢i az 60% vitaminu C,

susenim az 50%, Setrn&j$i je duSeni v pafe. Velké ztraty zpusobuje tepelna konzervace.
Nejsetrnéjsi k vitaminu C je mrazeni.

6.1.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI
Laboratorni material: tieci miska s tlouckem, filtracni aparatura, nalevka, zkumavky
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Chemikalie: 5% roztok chloridu zelezitého, 5% roztok hexakyanoZzelezitanu draselného,
tableta Celaskonu, vzorek ovoce ¢i zeleniny (jablko, citron, cibule, mrkev, ...)

6.1.3 PRACOVNI POSTUP

Rozetiete asi 5 g vzorku 5 ml destilované vody v tieci misce a smés prefiltrujte do Cisté
zkumavky. K filtratu ptidejte 2 ml roztoku chloridu Zelezitého a potom stejny objem roztoku
hexakyanozelezitanu draselného. Zaznamenejte barevné zmény ve zkumavce a porovnejte
barevné vysledky u pouzitych vzorkli ovoce a zeleniny s kontrolnim vzorkem (Celaskonem).
Popiste chemicky prab¢h reakce.

6.1.4 VYHODNOCENI

Po pfidani obou smési roztokil k vitaminu C se smés zbarvi temné zelené. Casem prechazi
zbarveni do modrozelené (Berlinskd modf). Barevné zmény jsou dusledkem piitomnosti
vitaminu C jako redukéniho ¢inidla.

FeClj —™“ 5 FeCl

FeCl, + [ Fe'' 3[Fe™(CN)s ™ 5 + 3K  — - K[Fe™Fe"(CN)]

zele%zi barva Berlinska modr

4.3 MNOZSTVI VITAMINU C V NAPOJIiCH

6.1.1 TEORETICKY UVOD

V potravinarském priimyslu se kyselina askorbova (vitamin C) pouziva k omezeni oxidace v
potravinach. SniZzuje oxidaci tukd, pfidava se proto zejména do uzenin, ve kterych pomaha
udrzovat cervenou barvu. MnozZstvi vitaminu C lze urcit titraci po odecteni z kalibracni kiivky
standardu.

6.1.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni material: titracni barnika, byreta, pipeta

Chemikalie: tablety Celaskonu, 0,1% roztok vitaminu C (pomeran¢ovy dzus, limonada), 6 M
kyselina octova, 1% roztok skrobu, roztok jodu v KI (1% KI, 0,125% I,)

6.1.3 PRACOVNI POSTUP
Nejprve si pfipravte kalibracni kiivku pomoci titrace standardu Celaskonu: do 125 ml titracni
banky odpipetujte 25 ml standardu o znamé koncentraci, pfidejte 2 ml 6 M kyseliny octové a
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3 ml 1% Skrobu. Pomoci byrety titrujte roztokem jodu v Kl aZz do modrého zbarveni a
zaznamenejte spotiebu. Zakreslete titracni kiivku.

Pro vlastni titraci pro urCeni kvantitativniho mnozstvi vitaminu C v ndpoji pouZzijte
prefiltrovany dzus, limonadu ¢i Stavu z kompotu. Pouzijte postup stejny jako pro titraci
Celaskonu, podle spotieby titraéniho roztoku jodu v KI odecitejte piisluSnou koncentraci
vitaminu C.

6.1.4 VYHODNOCENI
Pro titraci se pouziva roztok jodu v KI a detekuje se pomoci reakce jodu se Skrobem (do
modrého zbarveni v bod¢ ekvivalence).

5. ANALYZA MEDU

Med je husta sladka a lepkava kapalina, vytvafena vcelami, ptipadné i jinym hmyzem sbérem
a zahustovanim sladkych §tav — predev§im nektaru kvétd (med kvétovy) a vymeéskia hmyzu
(msSice, medovice) ziviciho se sanim mizy rostlin (med medovicovy). Na 1 kg medu musi
jedna véela obletét ptiblizné milion kvéti. Ne nadarmo se tedy tika pilny jako vcelka ©.
Medu je ne€kolik druht, které se lisi kvétinami, které véely navstivi. Zakladni tfi druhy jsou:
Med kvétovy, Med miseny, Med lesni. Med kvétovy je pfirodni koncentrat nektari z kvétin
rostlin, v pfevazné vétSin€ z rostlin 1é€ivych. Je snadno stravitelny diky vySSimu obsahu
jednoduchych cukr - glukosy a fruktosy. Med lesni je zpravidla tmavsi, coz zplsobuji
rostlinnd barviva v mize dfevin. V porovnani s kvétovymi medy obsahuje vice fruktosy a
dextrind, ale hlavné vétSi mnozstvi minerdlnich latek a stopovych prvki. SmiSeny med se
ziska z opyleni malin, lipy a ostruZin, ale také z bylin a pozdé&ji kvetoucich kvétin. Tento med
je tmavsi barvy nez kvétovy med a krystalizace je pomalejsi.

5.1 STANOVENI KYSELOSTI MEDU

5.1.1 TEORETICKY UVOD

pH medu je bézné v rozmezi hodnot 3,2 az 4,5. Tento relativné vysoky stupen
kyselosti zabrafiuje ristu bakterii zpsobujicich infekci. Kyselost také zavisi na druhu medu.
Naptiklad med kvétovy ma vSeobecné nizsi pH nez med lesni, neboli medovicovy med.

Kyselost medu je méfena titraci zasadou. Stanoveni kyselosti medu je tedy zalozeno
na alkalimetrickém stanoveni s vyuzitim odmérného roztoku hydroxidu sodného (NaOH)
titrani metodou na acidobazicky indikator fenolftalein. Spotiebované mnozstvi zasady
(NaOH) v ml na neutralizaci kyselin v 1 kg medu je poté mirou obsahu volnych kyselin
vyjadfenych jako miliekvivalent na kg (mekv/kg) medu. Jde o metodu analytické chemie
kvantitativni, odmérnou (volumetrickou) z acidobazickych titraci.
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Legislativni pozadavky na kyselost medu (v mekv/kg) dle Ptilohy ¢. 3 k vyhlasce ¢.
76/2003 Sh.:

Med kvétovy — 50,0

Med medovicovy (lesni) — 50,0

Med pekaisky (primyslovy) — 80,0

5.1.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni materidal: sklenéna tyCinka, titracni banka, byreta, pipeta, univerzalni
indikatorovy pH papirek

Chemikalie: vzorky medu, fenolftalein (1% etanolovy roztok), 0,1 M hydroxid sodny

5.1.3 PRACOVNI POSTUP

K 10 g medu ptidejte 75 ml destilované vody a roztok rozmichejte sklenénou ty¢inkou az do
rozpu$téni medu. pH medu ovéfte pomoci univerzalniho indikatorového pH papirku. Poté
pridejte asi 5 kapek fenolftaleinu a za stalého michani titrujte z byrety 0,1 M roztokem
hydroxidu sodného do rizového zbarveni, které je stabilni 10 sekund. Titrace nesmi trvat déle
nez 1 minutu! Vyslednou spotiebu NaOH odecteme na desetiny mililitru.

U tmavého medu mize byt rdzové zbarveni velmi malo patrné, proto misto 10 g medu
navazte jen 5 g (pozor — u hodnoceni vysledku nutno nasobit dvéma).

5.1.4 VYHODNOCENI

Kyselost medu vyjadiete jako mnozstvi 1 M NaOH spotfebovaného k neutralizaci volnych
kyselin ve 100 g medu. Spotieba 0,1 M roztoku NaOH v ml pfi titraci 10 g medu udava pocet
ml 1 M NaOH spotiebovanych k neutralizaci kyselin ve 100 g medu.

5.2 STANOVENI OBSAHU PROLINU V MEDU

5.2.1 TEORETICKY UVOD

Prolin (Obrazek 5) je nejvyznamnéj$i aminokyselinou obsazenou v medu. Obsah prolinu je
dulezity pro urceni vyzralosti a pravosti medu. Stanovuje se s cilem zjistit vyzralost medu a
jeho piipadné poruSeni ptidavkem exogennich cukrti po vytoCeni medu. V Némecku se
povazuji medy s obsahem prolinu niz§im jak 180 mg/kg za podezielé z poruseni.

Princip stanoveni: Prolin tvofi po reakci s kyselinou mraven¢i s ninhydrinem barevny
komplex. Po ptidani 2-propanolu je méfena absorbance pii vinové délce 510 nm. Interference
ostatnich aminokyselin je < 5 %.
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Obrazek 5: Prolin

5.2.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni materidl: pipeta, byreta, odmérny valec, odmérna zkumavka, zkumavky se
zatkami, titracni baiika, 1zi¢ka, magnetické michadlo, univerzalni pH papirek

Chemikalie: prolin, koncentrovana kyselina mravenc¢i, 3% roztok ninhydrinu, 2-propanol,
vzorky medu

Pristroje: spektrofotometr

5.2.3 PRACOVNI POSTUP

Ze zasobniho roztoku prolinu (40 mg v 50 ml destilované vody) pfipravte standardni roztok
prolinu do 25 ml odmérné banky (0,8 mg v 25 ml destilované vody). Do kadinky navazte
pfiblizn€ 5 g medu a rozpust'te jej v 50 ml destilované vody. Roztok kvantitativné preved’te
do 100 ml odmérné banky, doplite destilovanou vodou po rysku a promichejte.

Piipravte si pét 25 ml odmérnych ban¢k a fadné€ si je oznacte popisky. Do prvni 25 ml
odmérné banky odpipetujte 0,5 ml roztoku medu, do druhé 0,5 ml destilované vody a do
zbylych tfi ban¢k 0,5 ml standardniho roztoku prolinu. Do vSech péti ban€k pfidejte 1 ml
koncentrované kyseliny mravenci a 1 ml 3% roztoku ninhydrinu. Banky uzaviete a 15 minut
S nimi intenzivné tiepejte. Poté je vloZte na 15 minut do vrouci 14zn€ a nakonec na 10 minut
do vodni lazné o teploté 70°C. Po vyjmuti piidejte 5 ml 50% roztoku 2-propanolu a ihned
baiiku uzaviete a ponechejte chladnout. Po 45 minutach zméite jejich absorbanci pii 510 nm
proti slepému pokusu (barika ¢. 2 pouze s vodou).

5.2.4 VYHODNOCEN{

Obsah prolinu v analyzovaném vzorku medu (v mg prolinu na 1 kg medu) Ize vypocitat
nasledovné:

X = ((Avz . mg)/(Ast . Myz)) . 80,

kde Ay, je absorbance vzorku medu, Ay je absorbance standardu prolinu, mg je navazka
prolinu na ptipravu standardniho roztoku v mg, m,; je navazka medu v g a 80 je dilata¢ni
faktor.

5.3 DUKAZ PORUSENI MEDU SACHAROSOVYM SIRUPEM

5.3.1 TEORETICKY UVOD
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Jednoduchy test na falSovani medu (Obrazek 6) je pouze orientacni a rozeznd pouze silngjsi
poruseni medu. Princip metody spocivd v rozdilné rozpustnosti a chovani se medu a
poruSovadla ve studené vodé€. Neporuseny med postupné vlévany do sklenice se studenou
vodou se pti prichodem vodniho sloupce viditelné nerozpousti a pravidelné se skladd u dna
sklenice. Cim vétsi podil v medu tvoii pfimisenina sacharosového sirupu, tim vice dochazi pfi
vlévani takto poruseného medu do studené vody k jejimu zakaleni a nepravidelnym
turbulencim vlivem nestejného rozpousténi medu a uméle ptidané sacharosy.

5.3.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI
Laboratorni materidl: kadinky ¢i sklenice s vodou, vzorky medu

5.3.3 PRACOVNI POSTUP

a) Cisty med proudi a sklada se bez rozpousténi b) a ¢) med michany homogennég se stejnym
mnozstvim 70% cukrového syrupu netece tak ptimo a vytvaii zakaleni téméf okamzité, ale
zvlasté po liti vétstho mnozstvi nebo je-li mirn€ naruSeny vodou. Medovy syrup se sklada
nepravidelné¢ na dné. d) 70% cukrovy syrup, Zakaleni je jesté silnéj$i a nenastava zretelné
usazovani na dné¢.

5.3.4 VYHODNOCENI

Obrazek 6: Jednoduchy test na falSovani medu. (A) pravy med ve studené vodé, (B) med
smichany se 70% cukrovym sirupem (pfevzato z http://ovcsvpardubice.blog.cz/0602/0-
falsovani-medu-trocha-teorie)



http://ovcsvpardubice.blog.cz/0602/o-falsovani-medu-trocha-teorie
http://ovcsvpardubice.blog.cz/0602/o-falsovani-medu-trocha-teorie
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6. ANALYZA MLEKA

Mléko je produkt mléénych zlaz samic savcu. Mléko je zakladnim zdrojem vyzivy hlavné pro
mlad’ata, ktera z tzv. ,,mleziva“ ziskavaji potiebné protilatky a vitaminy pro upevnéni své
imunity. S mlékem se setkavame v raznych podobach. Muze to byt Cerstvé mléko, zkyslé
mléko, susené mléko, apod. Rostlinnymi ndhrazkami kravského mléka jsou sojové mléko,
ryzové mléko, mandlové mléko...

Je zdrojem kvalitnich Zivocisnych bilkovin, jejichZ obsah se odtu¢iiovanim ani pfi tepelnych
upravach prili§ neméni (spise jejich kvalita). Pomét dvou hlavnich bilkovin mléka - kaseinu a
syrovatkového proteinu (laktalbuminu) v mléce je 80 : 20.

Primérné slozeni kravského mléka je nasledujici:

Voda 87 %
Lipidy 4,6 %
Bilkoviny 3,1%
Sacharidy 4,6 %
Mineralni latky 0,7 %

6.1 DUKAZ VODY V MLECE

6.1.1 TEORETICKY UVOD
Voda je hlavni slozkou mléka a je v ném obsazena z 80-90% Vv zavislosti na zdroji. Matetské
mléko obsahuje 83-90 % vody, mléko kobyli 87-91 % a mléko kravské 85-89 %.

6.1.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI
Laboratorni material: Petriho miska, 1zicka
Chemikalie: mléko, bezvody CuSO4

6.1.3 PRACOVNI POSTUP
Do Petriho misky nalejte trochu mléka a malou 1zicku bezvodého CuSO,4. Pozorujte barevnou
zménu krystalkd.

6.1.4 VYHODNOCENI


http://cs.wikipedia.org/wiki/Ml%C3%A9%C4%8Dn%C3%A1_%C5%BEl%C3%A1za
http://cs.wikipedia.org/wiki/Savci
http://cs.wikipedia.org/wiki/Mlezivo
http://cs.wikipedia.org/wiki/Imunita_(biologie)
http://vitainfo.cz/eshop/detail.php?idzb=108
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Bil¢ krystalky CuSO4 ve vod¢ zmodraji, nebot’ na sebe navazi molekuly vody a vznika
CuS04.5H,0 (pentahydrat siranu méd’natého je téz znam jako modra skalice). V bezvodém
stavu tvofi bily prasek, ktery pfijimanim vody modra.

6.2 IZOLACE LAKTOSY A KASEINU Z MLEKA

6.2.1 TEORETICKY UVOD

Laktosa (mlé¢ny cukr) je disacharid (podobné jako fepny cukr - sacharosa) a ma i stejnou
kalorickou hodnotu, i1 kdyz nizsi glykemicky index. Na rozdil od sacharosy vSak neni sladky a
muze se tak u lidi, konzumujicich velké davky mléka jako zdroj bilkovin, stat skrytym
zdrojem kalorii (1 1 nekysaného mléka obsahuje asi 45 g cukru, tedy pfiblizné 3 polévkové
1zice!). Laktosa je redukujici sacharid, coz 1ze dokéazat reakci s Fehlingovym ¢inidlem.

Kasein jako vyznamny zdroj vapniku je hlavni bilkovinou mléka, mezi dalsi bilkoviny se fadi
albuminy, globuliny a syrovatkové bilkoviny. Z jogurtu ¢lovék bilkoviny vstiebava rychleji
neZ z mléka. Kasein se srdzi z mléka pii hodnoté pH, kterd je blizka jeho izoelektrickému
bodu. Dukaz kaseinu jako bilkoviny se provadi biuretovou reakei.

6.2.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni material: kadinky, sklenéna ty¢inka, zkumavky, drzak na zkumavky, kahan,
filtra¢ni aparatura, teplomér

Chemikalie: mléko, 8% kyselina octova (ocet), 20% roztok hydroxidu sodného, 1% roztok
siranu mé&d’natého, Fehlingovo ¢inidlo I a II

6.2.3 PRACOVNI POSTUP

Do kadinky nalejte 20 ml mléka, pridejte 5-6 kapek kyseliny octové (ocet) a zamichejte.
Zahtejte na 50°C a vzniklou bilou sraZeninu zfiltrujte. Pteneste né€kolik ml filtratu do
zkumavky a zalkalizujte pfebytkem hydroxidu sodného. Ptidejte po 2 ml Fehlingova ¢inidla I
a Il a zahftejte.

Se vzniklou srazeninou proved’te diikaz na bilkovinu kasein — biuretové reakce. Pfidejte ke
srazenin¢ 1 ml roztoku hydroxidu sodného a opatrné po kapkach roztok siranu méd’natého.

6.2.4 VYHODNOCENI

Pti reakci filtratu s Fehlingovym c¢inidlem vzniké cervenooranzovy oxid médny, protoze
laktosa je redukujici sacharid.

Po pfidani kyseliny octové (ocet jako jeji zfedény roztok) do mléka se zméni pH roztoku a
vysrazi se bila sraZzenina — volny kasein (patii mezi fosfoproteidy). Pfi biuretové reakci se
obsah zkumavky zbarvi modrofialové — diikaz piitomnosti bilkovin.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Voda
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6.3 STANOVENI KYSELOSTI MLEKA

6.3.1 TEORETICKY UVOD

MIéko obsahuje laktosu (mlé¢ny cukr), ktery bakterie ptfitomné v mléce postupné preménuji
na kyselinu mlé¢nou. Jakmile se koncentrace kyseliny zvysi nad urcitou hodnotu, mléko
zkysne (srazi se). Kyselost mléka se udava ve stupnich °D. Jeden °D odpovida 0,1 g kyseliny
mlééné v 1 litru mléka. Cerstvé mléko obsahuje méné nez 18 °D a nad 40 °D mléko
,,tvarohovati®.

Celkovou titracni kyselost mléka zjistime alkalimetrickou titraci hydroxidem sodnym na
fenolftalein jako indikator.

6.3.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni material: titraéni banka, byreta, pipety

Chemikalie: fenolftalein (1% etanolovy roztok), heptahydrat siranu kobaltnatého, 0,1 M
hydroxid sodny, vzorek mléka (Cerstvé nepasterované z farmy, pasterované, krabicové, ...)

6.3.3 PRACOVNI POSTUP

Do titra¢ni baiikky odpipetujte 50 ml vzorku mléka a piidejte 2 ml roztoku fenolftaleinu.
Roztok titrujte z byrety odmérnym roztokem hydroxidu sodného o koncentraci 0,25 M do
slabé rizového zbarveni, které ma srovnavaci roztok (50 ml vzorku mléka s 1 ml roztoku
heptahydratu siranu kobaltnatého). Zbarveni musi vydrzet po dobu 1 minuty. Zaznamenejte si
spotiebu titracniho Cinidla.

6.3.4 VYHODNOCEN{

Kyselost mléka dle Henkla vypoététe jako Eislo spotieby titrace 0,25 M hydroxidu sodného na
50 ml vzorku:

SH=a.2,

kde a je spotieba titracniho ¢inidla na 50 ml vzorku.

Kyselost mléka vyjadrenou jako latkovy obsah kyselin (v mmol/l) vypoctéte dle vztahu:

N =(a.c.1000)/V,,

kde a je spotfeba titracniho ¢inidla na 50 ml vzorku, C je koncentrace odmérného roztoku
hydroxidu sodného (tedy 0,25 M) a V,; je objem vzorku v ml pouzitého ke stanoveni.

Kyselost mléka ve stupnich °D:

stupen kyselosti mléka x°D = spoticeba (NaOH) v ml . 4,5

m = ¢ (NaOH) . V (NaOH) . M (kyselina mlé¢na) . faktor ztedéni
6.4 STANOVENI VAPNIKU V MLECE

6.4.1 TEORETICKY UVOD
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Z mineralnich latek obsahuje mléko hlavné vapnik (1220 mg/l), draslik (1440 mg/l), sodik
(600 mg/l) a dale i hoicik a fosfor. Vapnik je dulezity piedev§im pro tvorbu kosti a zubti, pro
regulaci nervosvalové drazdivosti, pro spravnou funkci pievodniho systému myokardu, pro
spravnou srazlivost krve a zachovani vnitinitho prostfedi organismu. Nedostate¢ny piijem
vapniku v seniorském véku urychluje vznik a pribéh osteoporosy.

Pro stanoveni vapniku v mléce lze pouzit komplexometrickd titrace Chelatonem
(metalochromnim indikatorem) nebo gravimetricka metoda.

Pti vlastnim stanoveni se nejdiive vytvoii komplex z pfitomnych véapenatych kationi S
pouzitym indikatorem:

Caz+ + Hing = CalndJr +H"

V pribéhu titrace Chelaton 3 (dihydrat disodné soli EDTA) nejprve reaguje s volnymi
vapenatymi kationty v roztoku a potom dochazi k ptfechodu vapenatych kationtli vazanych
indikatorem do komplexu:

Capng” + H2Y? =CaY” + Hjpg + H'

6.4.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni materidl: titracni banka, byreta, pipety

Chemikalie: indikator fluorexon, 0,1 M hydroxid draselny, 0,05 M Chelaton 3, vzorek mléka
(Cerstvé nepasterované z farmy, pasterované, krabicové, ...)

6.4.3 PRACOVNI POSTUP

Do titra¢ni banky odpipetujte 100 ml vzorku mléka s mnozstvim vapniku nejvyse 20 mg nebo
mensi mnozstvi vzorku, které doplnite na 100 ml destilovanou vodou. K takto upravenému
roztoku piidejte 2 ml KOH, aby byl silné¢ zasadity (pH 12). Roztok promichejte, pfidejte
indikatorovou smes (fluorexon) do zietelné zeleného odstinu a titrujte odmérnym roztokem
Chelatonu 3 do fialové rizového zbarveni. Zaznamenejte si spotfebu titraéniho ¢inidla.

6.4.4 VYHODNOCENI]
c¢(Ca) = (c(Ch 3) x V; x 10%)/V,
kde:

c(Ca) je latkova koncentrace vapniku (mmol/l),

¢(Ch 3) je latkova koncentrace odmérného roztoku Chelatonu 3 (mol/l),

V1t je objem roztoku Chelatonu 3 spotfebovany do konce titrace (ml),

VV je objem vzorku vzaty k analyze (ml).

Pro pfepocet latkové koncentrace na hmotnostni se pouzivd hodnota molarni hmotnosti
vapniku M(Ca) = 40,08 g/mol. Vysledky se uvadéji v mg vapniku/I.

6.5 STANOVENI VAPNIKU V MLECNYCH VYROBCICH
6.5.1 TEORETICKY UVOD

Vépnik ptedstavuje v lidské potravé velmi vyznamnou slozku. 99% vapniku v lidském téle je
obsazeno v kostech a zubech. Kromé toho se vapnik napoméha funkeci srdce, svalll a nervové


http://www.ordinace.cz/clanek/vapnik/
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soustavy. Denni davka by méla Cinit 800-1000mg denn¢. Hlavnim zdrojem vapniku v potrave
je mléko a mlécné vyrobky.

Pro stanoveni Ca?* jontd v mléce a mlécnych vyrobceich je mozné vyuzit chelatometrického
stanoveni. Principem chelatometrie je reakce Ca“" s chelatonem III (odmé&rnym &inidlem), pii
niz vznikd malo disociovany, ve vodé rozpustny komplex (vZdy v molarnim poméru 1:1).
Vzhledem ktomu, Ze stalost téchto komplexti je =zavisla na pH, je potieba pfi
chelatometrickych titracich udrzovat ur¢itou hodnotu pH, cehoz dosdhneme pouzitim
tlumivych roztokd (pufrti). Indikace bodu ekvivalence je provadéna vizudlné pomoci
metalochromnich indikétord, které tvoii se stanovovanym kationtem slaby barevny komplex.
Sledujeme barevnou zménu zptisobenou vytésnénim kationtu z komplexu s indikatorem.

6.5.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni materidl: titrani aparatura, hodinové sklicko, 1zicka, odmérné banky 25 ml,
titracni banka, pipety

Chemikalie: 0,05 M chelaton 111, 2M NaOH, murexid, vzorky mléénych vyrobku

6.5.3 PRACOVNI POSTUP

Na hodinové sklicko odvazte 10 g vzorku (jogurt, taveny syr, pomazankové maslo, ...).
Navazenou potravinu rozpust'te v malém mnozstvi destilované vody. Roztok pielijte do 25 ml
odmérné barnky a dopliite po rysku. Sestavte titracni aparaturu. Do titra¢ni banky odpipetujte
10 ml vzorku. Pfidejte 5 ml 2M NaOH, $petku murexidu a dobfe promichejte. Do byrety
nalijte roztok chelatonu I1l. Vzorek titrujte chelatonem, az se zbarvi fialové. Odecététe hodnotu
spotfebovaného chelatonu a zapiste si ji.

6.5.4 VYHODNOCENT
Pti chelatometrii jsou latkova mnozstvi vapniku a chelatonu stejna:

n (Ca?*) = n (chelaton)

pro latkové mnozstvi plati n = nebo n=cV

m
M

m....hmotnost (navazka)
M... molarni hmotnost
c.... molarni koncentrace
V... objem

m(Ca?") _ m(Ca?")
M(ca*) 401

pro latkova mnozstvi plati  n (Ca®) =

n (chelaton) = ¢ (chelaton) . V (chelaton) = 0,05 . V (chelaton)
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Protoze plati :
n (Ca’*) = n (chelaton)

2+
m(C_a) =0,05. V (chelaton)
40,1
z tohoto vztahu vypocteme po dosazeni objemu spotfebovaného chelatonu hmotnost
vapenatych iontti v 10 ml vzorku (k titraci jsme odebrali pouze 10 ml).
Vysledek musime vynasobit 2,5 krat, protoze jsme k titraci odebirali 10 ml z 25 ml. Vysledek,
ktery ziskame, bude odpovidat hmotnosti vapniku v 10 g potraviny, které jsme analyzovali.

7. CHEMIE NAPOJU A POCHUTIN

Jidlo a napoje jsou dulezitou soucasti naseho kazdodenniho Zivota. A to jak z divodu kryti
naSich vyZivovacich potteb, tak i pro naSe potéSeni. Hygiena a bezpecnost proto hraji
nejdulezitéjsi roli pro potravinaisky primysl. V mnoha oblastech vyroby potravin, véetné
pochutin a napoji hraje analyza klicovou roli: od sledovani kvality potravin v po¢atecnich
krocich michani a skladovani az po sledovani odpadnich vod opoustéjicich vyrobnu.
Pochutiny, coZ jsou pozivatiny bez vyzivné i energetické hodnoty, v potravinafstvi
rozdélujeme na:

a) kofenici (kofeni)

b) alkaloidni (kava, ¢aj, kakao — obsahuji alkaloidy kofein a theobromin)

7.1 STANOVENI KYSELIN V OVOCNE STAVE

7.1.1 TEORETICKY UVOD

Celkova acidita — Kyselost ovocnych §tav je zptisobena piitomnosti karboxylovych kyselin
pfirozen¢ obsazenych v ovoci. Stanoveni je zalozeno na neutralizaci kyselin hydroxidem
sodnym v pfitomnosti indikatoru fenolftaleinu. Vysledek se vyjadiuje jako obsah ve vzorku
nejvice zastoupené kyseliny (bezvodé citronové kyseliny pro citrusové, bobulové ovoce a
rajcata, jablecné pro peckové a jadrové ovoce, vinné pro hrozny vinné révy apod.).

7.1.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni material: titratni baiika, byreta, pipety

Chemikalie: fenolftalein (1% etanolovy roztok), 0,1 M hydroxid sodny, vzorky ovocnych
Stav (most, ovocny dzus, sirup, ...)

7.1.3 PRACOVNI POSTUP
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Stanoveni celkového mnozstvi organickych kyselin v ovocném napoji proved’te nasledujicim
zpusobem:

Do titracni banky odpipetujte 10 ml ovocného napoje, ty nafed’te destilovanou vodou na
objem piiblizné 100 ml a pfidejte 5 kapek roztoku fenolftaleinu. Roztok titrujte z byrety
odmérmym roztokem hydroxidu sodného o koncentraci 0,1 M do ruzového zbarveni.
Zaznamenejte si spotiebu titracniho ¢inidla.

7.1.4 VYHODNOCENI
Jaky je obsah kyselin v analyzovaném napoji? Vyjadiete jako obsah citronové kyseliny v g ve
100 ml napoje.

7.2 DUKAZ CHININU V TONIKU

7.2.1 TEORETICKY UVOD

Nealkoholicky napoj hotké chuti tonik vznikl pravdépodobné v roce 1825 v Indii diky
britskym kolonizatorim. Alkaloid chinin je ve velkém mnozstvi obsazen v ktife chinovnik,
ale také v dostupnéjsich rostlinach rodu Remijia, ze které se nyni vyrabi tonikové napoje.
Detekovat ho Ize v napojich chromatografii na tenké vrstvé (nejcastéji silufol) po ozareni
silufolu UV svétlem, nebot’ v UV svétle chinin fluoreskuje (Obrazek 7). Chinin se také
pouziva jako ucinné antimalarikum. Chinin (Obrazek 8) je methoxyderivat cinchoninu s
chemickym vzorcem CyH24N,0. JelikoZ se jedna o alkaloid, ma zasadité vlastnosti.

Obrazek 7: Tonik s obsahem chininu pod UV svétlem, kde fluoreskuje (pievzato z:
http://en.wikipedia.org/wiki/Tonic_water).



http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Methoxyderiv%C3%A1t&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Cinchonin&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Z%C3%A1saditost
http://en.wikipedia.org/wiki/Tonic_water
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Obrazek 8: Chemicky vzorec chininu.

7.2.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni material: chromatografickd deska — plastickd folie silikagel, tfeci miska,
kadinky, sada automatickych pipet, hamiltonky, tuzka, pravitko, chromatografick4 vana
Chemikalie: 96 % ethanol, vyvijeci soustava: ethylacetat : methanol : amoniak (34 : 4 : 2),
vzorky toniku obsahujici chinin, komer¢ni chinin

Ptistroje: UV —lampa (s vinovou délkou 254 a 366 nm), fén, vodni lazen.

7.2.3 PRACOVNI POSTUP

Ptiprava standardu: Preparat chininu (prasek ¢i tabletova forma) navazite na analytickych
vahach piimo (asi 200 mg) do ptipravenych ependorfek a rozpustite v ethanolu. Pokud je
povrch tablety pokryt obalem, musite obal odstranit nebo smyt. Standardni roztok chininu
prenesete do lahvicky a oznacime jej datem piipravy. Skladujeme ve tmé a chladu (0-4°C).
Pfiprava toniku: Napoj tonik s obsahem chininu (asi 20 ml) nalijete do odpatfovaci misky a
nechate odpafit na vodni 14zni tak, aby se objem zakoncentroval na asi 2 ml.

Chromatografie: Na chromatografické desce (Silufolu) vyzna¢ime mékkou tuzkou mista
startii. Pomoci hamiltonky naneseme potiebna mnozstvi vzorkt zkoncentrovaného toniku (1—
4 kapky) a prislusny standardni roztok chininu. Vzdalenosti mezi nanaSenymi vzorky nesmi
byt mensi nez 15 mm a primér nanaSenych skvrn nesmi byt vétsi jak 5 mm. V prabehu
nanaSeni skvrny vysuSujeme teplym vzduchem z fenu. Nejméné 10 minut predem pied
vyvijenim nalijeme do chromatografick¢é komory takovy objem vyvijeci smési, aby jeji
hladina byla niZe, nez mista startu vzorku na chromatografické desce. Smés pouzivame pouze
pro jedno vyvijeni. Komoru uzavieme sklem, obsah dukladn¢ promichame (prostor komory
se nasyti parami smési, coZ napomdha dokonalejSimu a rychlej§imu déleni). Po nasyceni
komory parami rozpoustédel do ni vlozime pfipravené chromatografické desky a provedeme
vzestupné vyvijeni. Kdyz ¢elo mobilni faze (vyvijeci smési) dosahne vzdalenosti asi 20 mm
od horniho okraje desky, desku z komory vyjmeme a celo faze vyzna¢ime mekkou tuzkou.
Zbytky mobilni faze z desky odstranime vysusenim volné na vzduchu nebo proudem teplého
vzduchu.

7.2.4 VYHODNOCENI


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f8/Chinin.svg
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Latku identifikujeme tak, ze polohu skvrny vztahujeme k poloze skvrny standardu, ktery se s
ni ztotoznuje nebo se nachazi v tésné blizkosti. Chinin detekujete pomoci UV lampy pii 366
nm. Zakreslite polohy skvrn.

7.3 BARVIVA V KAKAOVEM PRASKU

7.3.1. TEORETICKY UVOD

Kakao je obvyklé oznaceni pro semena kakaovniku (Theobroma) a z nich vyrobeny prasek.
Kakaové boby se po sklizni vyjmou z roziiznutych plodi fermentuji se (2 — 7 dnti pii teploté
38-50°C), potom se ususi a nakonec se prazi podobné jako kavové boby. Uprazené kakaové
boby se pomelou a poté lisuji. Lisovanim se ziskdva zluté kakaové maslo a pevny zbytek se
pomele na kakaovy prasek. Kakao obsahuje télu prospésné latky jako flavonoidy, tfisloviny a
fenylalanin. Hlavni aktivni soucésti kakaa je alkaloid zvany theobromin.

7.3.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI
Laboratorni material: kadinky, Spachtle, sklenénd tyCinka
Chemikalie: kakaovy prasek, jedla soda, odbarvovac

7.3.3 PRACOVNI POSTUP

Ptipravte roztok kakaového prasku rozmichanim 3-4 1zicek kakaa v kadince s vodou a poté
rozdélte do 3 kadinek. Extrakt v prvni kadince ponechte jako srovnavaci roztok. Do druhé
kadinky pfidejte na Spachtli trochu sody ado tfeti kddinky stejné mnoZstvi odbarvovace.
Sklenénou ty¢inkou promichejte obsah kddinek a pozorujte barevné zmény.

7.3.4 VYHODNOCENI

V kadince se sodou je barva v porovnani se srovnavacim vzorkem tmavsi. V treti kadince se
po pfidani odbarvovace roztok odbarvi. Barvu cokolddy zplsobuji produkty prazeni
kakaovych zrn (hnédé barviva chinony, které vznikaji oxidaci fenolu) — jde o neenzymatické
hnédnuti v pribéhu fermentace. Pii reakci kakaového prasku s kyslikem v alkalickém
prostiedi (soda) dochazi k oxidaci rostlinnych fenolt a tim k tmavnuti roztoku. Rostlinné
fenoly je vSak mozné také redukovat — a to dithioni¢itanem sodnym obsaZzenym
v odbarvovaci a tim se docili odbarveni roztoku.

7.4 DUKAZ KOFEINU V KAVE CI CAJI

7.4.1 TEORETICKY UVOD

Kofein je alkaloid patfici do skupiny purinovych, methylovych derivati xanthinu, ktera
zahrnuje theobromin (kakao) a theofylin (¢aj). Cisty kofein je bily hebky prasek nebo lesklé
jehli¢ky, hotké chuti. Purinovy derivat kofein se vyskytuje v listech, semenech a plodech
alespon 63 rostlin. Nejznaméjsi jsou kavova zrna, kakaové boby, cola ofechy, cajové listky a
listky maté. Nejbeznéjsi zdroje kofeinu jsou kava, ¢aj a mensi mnozstvi obsahuje 1 kakao.

Mén¢ znamé zdroje kofeinu jsou napt. yerba maté a guarana.



http://cs.wikipedia.org/wiki/Kakaovn%C3%ADk_prav%C3%BD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Theobromin
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kakao
http://cs.wikipedia.org/wiki/Theofylin
http://cs.wikipedia.org/wiki/Chu%C5%A5
http://cs.wikipedia.org/wiki/Purin
http://cs.wikipedia.org/wiki/K%C3%A1va
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kakao
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kolovn%C3%ADk_za%C5%A1pi%C4%8Dat%C4%9Bl%C3%BD
http://cs.wikipedia.org/wiki/%C4%8Caj
http://cs.wikipedia.org/wiki/Mat%C3%A9
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7.4.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI
Laboratorni material: kadinky, 1zi¢ka, hodinové sklicko ¢i alobal, kahan
Chemikalie: kédva nebo Cerny Caj

7.4.3 PRACOVNI POSTUP

Do kédinky nasypeme 1zi¢ku kdvy nebo cerné¢ho c€aje a ptikryjeme alobalem ¢i hodinovym
sklickem. Zahtivame kadinku tak dlouho, dokud se nezacnou tvofit krystalky kofeinu na
spodni stran¢ alobalu ¢i sklicka.

7.4.4 VYHODNOCENI
Kofein z kavy/Caje sublimuje a vyluc€uje se ve tvaru jehlicovitych krystalt. Je to pevna latka
bez chuti a zépachu.

7.5 IDENTIFIKACE POTRAVINARSKYCH BARVIV

7.5.1 TEORETICKY UVOD

Potravinaiska barviva se piidavaji do potravin pro zvyraznéni jejich barevného vzhledu.
Zpravidla se déli na tfi zdkladni skupiny: pfirodni barviva, syntetickd barviva identicka
S pfirodnimi, synteticka barviva.

Ptirodni barviva jsou nejcastéji rostlinného ptivodu a klasifikuji se podle struktury, vyskytu
Vv biologickych materidlech nebo dilezitych vlastnosti (rozpustnosti ve vod¢€ a v tucich).
Nejcastéji pouzivanymi piirodnimi barvivy jsou karotenoidy, anthrachinony, flavonoidy (z
nichz nejdtlezitéjsi jsou anthokyany), pyrollova barviva (k nejvyznamnéjSim patii hemova a
chlorofylova barviva).

Syntetickd barviva identicka s pfirodnimi se ziskdvaji chemickymi reakcemi, ale jejich
struktura je totozna se strukturou barviv ptirodnich (napft. synteticky - karoten).

Syntetickd barviva maji zpravidla intenzivnéj$i barvu nez barviva piirodni, maji staly odstin
barvy a neovliviiuji charakteristickou viini a chut barvené potraviny. Podle struktury
rozliSujeme: azobarviva, fenylmethanovd barviva, pyrazolonovd barviva, nitrobarviva,
xanthenova, anthrachinonova, chinolinovd a inigoidni barviva. V potravinafstvi se casto
pouzivaji praveé synteticka barviva predevsim z ekonomickych a praktickych davodi (levnéjsi
a stabilnéjsi neZ barviva pfirodni).

Tabulka: Seznam povolenych syntetickych barviv v CR.
Cislo E Nizev Barva

E 102 Tartrazin citronové zluta

E 104 Chinolinova Zlut’ Zluta
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E 110 Zlut SY oranzova

E 122 Azorubin modrocervena
E 123 Amaranth modrocervena
E 124 Ponceau 4R cervena

E 127 Erythrosin ¢ervena

E 128 Cerven 2G modrocervena
E 129 Cerveit Allura AC cervena

E 131 Patentni modf zelenomodra
E 132 Indigotin tmaveé modra
E 133 Brilantni modf zelenomodra
E 142 Zelen S zelena

E 151 Cerii BN erna

E 154 Hnéd FK hnéda

E 155 Hnéd HT hnéda

E 180 Litholrubin BK Cervena

7.5.2 EXPERIMENTALN{ VYBAVENI

Laboratorni material: TLC destic¢ka, chromatografickd komora, nanaSeci mikropipety, m&kka
tuzka, pravitko

Chemikalie: standardni roztoky potravinafskych barviv, ethanol, 20% methanol, vzorky
potravin

7.5.3 PRACOVNI POSTUP

Vzorky potravin co nejvice rozmélnéte (mixérem, lisem na Cesnek, drcenim,..) a vyluhujte
v ethanolu. Na TLC desticku nakreslete tuzkou 1,5 cm od dolniho kraje startovaci ¢aru.
Rovnomémé od sebe na ni naneste roztoky jednotlivych standardl potravinaiskych barviv
rozpu$ténych v ethanolu a ethanolické vyluhy vzorkt. Body naneseni musi byt minimalné 2
cm od okraje (potlaceni ,,okrajovych efekti*) a minimalné 1,5 cm vz4jemné od sebe.

Do chromatografické komory pfipravte mobilni fazi (20% methanol), jehoz hladina by méla
byt maximalné¢ ve vySce 1 cm. Vlozte pfipravenou TLC desticku a nechte vyvijet
chromatogram. TLC desticku vyjméte Vv okamziku, kdy c¢elo rozpoustédla dosahne
Vzdélenosti cca 1 cm od horniho okraje Tuikou oznacte éelo rozpouétédla a TLC desticku
(a) a Vzdalenost cela od startu (b). Vypocteme hodnoty Rf Porovnanim hodnot R¢ barviv ve
vzorku a standardi provedeme identifikaci.

7.5.4 VYHODNOCENI]
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Identifikacni konstantou v plosné chromatografii je tzv. Rs - hodnota (pomér vzdalenosti
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Obrazek 9: Vzorovy chromatogram.

8. ENZYMY V POTRAVINACH

Pritomnost enzymu (bilkoviny s katalytickou aktivitou) v denni stravé ma pro zachovani
lidského zdravi naprosto zasadni vyznam. Lidska spole¢nost vyuzivd nékteré enzymy
odnepaméti v rdmci starovékych biotechnologii, jako je vyroba kvaSenych ndpoji, peciva
apod. Dlouha 1éta se v potravinarstvi vyuzivaji proteolytické rostlinné enzymy k tenderizaci
masa (papain z listl papajovniku) a zivo€i$né enzymy v mlékarenském priimyslu (chymosin z
telecich zaludii ke srazeni kaseinll). Vyroba a spotfeba enzymii kazdym rokem roste o 10-
15%. Mezi nejvyznamnéjsi praimyslové vyznamné enzymy patii proteasy, amylasy, celulasy,
lipasy, pektolytické a lignolytické enzymy, které jsou produkovany zejména fadou plisni, ale

1 bakterii a kvasinek.
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8.1 OVOCNE PROTEASY

8.1.1 TEORETICKY UVOD

Proteasa je skupina enzymu, které §tépi proteiny (bilkoviny). Patii do tfidy hydrolas.
Hydrolyzuje peptidové vazby aminokyselin, pomoci kterych aminokyseliny drzi pohromadé.
Proteasy katalyzuji hydrolyzu proteinii na peptidy a oligopeptidi na aminokyseliny. Pro
stanoveni proteasové aktivity lze vyuzit rizné substraty jako kasein, zelatinu, peptidy,
albuminy.

8.1.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI
Laboratorni material: Petriho miska, nuz, kadinky, vafi¢, paratko
Chemikalie: jablko, citron, kiwi, Cerstvy ananas, Zelatina, Sunkovy saldm (Vysocina)

8.1.3 PRACOVNI POSTUP

Kolecka salamu polozte na Petriho misku a na néj poloZte platek citronu, jablka, kiwi ¢i
ananasu. Ponechejte 1 den a poté pozorujte strukturu salamu pod jednotlivymi druhy ovoce.
Vyzkousejte, jak silnou stopu zanecha Skrabnuti paratkem na mistech salamu pod ovocem.
Dale ptipravte asi 150 ml Zelatiny a nalijte ji do tii kddinek a nechejte pfes noc ztuhnout. Na
kazdou z kadinek polozte platek ovoce a nechte ptl dne pusobit. Pozorujte strukturu Zelatiny
pod jednotlivymi druhy ovoce.

8.1.4 VYHODNOCENI

Kiwi a ananas obsahuji velké mnozstvi proteas. Ty $tépi bilkoviny pfitomné v mase nebo
zelatin€ na kratsi fetézce. Po plisobeni enzymu mizeme pozorovat ,,rozbiednuti* bilkovinné
hmoty — Zelatina se roztéka.

8.2 STEPENI SACHAROSY INVERTASOU Z KVASNIC

8.2.1 TEORETICKY UVOD

Sacharosa v bé&zné feCi oznaCovana jako fepny cukr, titinovy cukr nebo jen cukr, je
nejbézngjsi disacharid. Sklada se z jedné molekuly glukosy a jedné molekuly fruktosy. V
Cistém stavu je sachardza bila krystalickd latka sladké chuti. Uplatnéni nachazi pfedevsim v
potravinaistvi, kde se pouziva jako sladidlo. Hydrolyzou sacharosy vznika ekvimolarni smés
glukosy a fruktosy, tzv. invertni cukr. Hydrolyza mutze probihat chemicky v kyselém
prostfedi nebo enzymaticky v neutrdlnim prostfedi za pfitomnosti enzymu invertasy

(sacharasy).

8.2.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI
Laboratorni material: zkumavky, stojanek na zkumavky, Spachtle, kadinky, kahan, mrazak
Chemikalie: 5% roztok CuSO,, 10% roztok NaOH, sacharosa (cukr), drozdi ¢i kvasnice


http://cs.wikipedia.org/wiki/Enzym
http://cs.wikipedia.org/wiki/B%C3%ADlkovina
http://cs.wikipedia.org/wiki/Hydrol%C3%BDza
http://cs.wikipedia.org/wiki/Peptidov%C3%A1_vazba
http://cs.wikipedia.org/wiki/Aminokyselina
http://cs.wikipedia.org/wiki/Cukrov%C3%A1_%C5%99epa
http://cs.wikipedia.org/wiki/Cukrov%C3%A1_t%C5%99tina
http://cs.wikipedia.org/wiki/Cukr
http://cs.wikipedia.org/wiki/Disacharid
http://cs.wikipedia.org/wiki/Molekula
http://cs.wikipedia.org/wiki/Gluk%C3%B3za
http://cs.wikipedia.org/wiki/Frukt%C3%B3za
http://cs.wikipedia.org/wiki/Krystal
http://cs.wikipedia.org/wiki/Potravin%C3%A1%C5%99stv%C3%AD
http://cs.wikipedia.org/wiki/Sladidlo
http://cs.wikipedia.org/wiki/Hydrol%C3%BDza
http://cs.wikipedia.org/wiki/Gluk%C3%B3za
http://cs.wikipedia.org/wiki/Frukt%C3%B3za
http://cs.wikipedia.org/wiki/Invertn%C3%AD_cukr
http://cs.wikipedia.org/wiki/Enzym
http://cs.wikipedia.org/wiki/Invertasa
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8.2.3 PRACOVNI POSTUP

Jednu 1zicku sacharosy rozpust'te ve 100 ml vody. Do 4 zkumavek nalijte po 5 ml rozpusténé
sacharosy a pfidejte na Spicku noze susené drozdi nebo pekaiské kvasnice a zamichejte. Do
prvni zkumavky nalijte 10 ml 5% roztoku CuSOs, druhou zkumavku dejte na 3 minuty vafit
(nad kahanem ¢i v hrnci), tfeti zkumavku umistéte do mrazdku a ¢tvrtou dejte do kadinky
naplnéné teplou vodou z vodovodu.

Do paté (kontrola 1) zkumavky nalijte pouze 5 ml roztoku sacharosy. Do Sesté (kontrola 2)
nalijte pouze 5 ml vody a rozmichejte v ni susené drozdi nebo pekaiské kvasnice.

Vsech 6 zkumavek ponechte stat 30 minut a poté provedte dliikaz na ptitomnost redukujicich
sacharida (Fehlingova zkouska).

Ke vSem vzorkim pfidejte 2 ml 10% roztoku NaOH, zamichejte a ptidejte 1 ml 5% roztoku
CuSQO4. Dejte vafit na 10 minut do horké vodni lazné nebo zahiivejte zkumavky nad
kahanem. Pozorujte barevné zmény. Rozhodnéte, kdy doslo k hydrolyze sacharosy.

8.2.4 VYHODNOCENI

Kvasinky z drozdi (kvasnic) $§tépi neredukujici sacharosu pomoci enzymu invertasy
(sacharasy) na redukujici monosacharidy glukosu a fruktosu. Rozstépeni se projevi pozitivni
Fehlingovou zkouskou. U¢innost enzymu je ovlivitovana teplotou. Povafenim &i pfitomnosti
iont tézkych kovi (CuSO4) denaturuje bilkovinna slozka enzymu a tim se stava nefunkénim.
V chladu probihaji reakce velmi pomalu. Ve vSech téchto piipadech pozorujeme po
Fehlingova zkouSce menSi mnoZstvi redukujicich sacharidi. Naopak v teplé vodé pracuji
kvasinky optimalné a Fehlingova reakce dava cervenooranzové zbarveni.

8.3 ENZYM VE SLINACH

8.3.1 TEORETICKY UVOD

Zvykate po kazdém jidle? Jak ukazuji reklamy, je nutné udrzovat pH v tistech mirné zasadité,
a to nejen kvili nebezpeci zubniho kazu. Ve slinach obsazen enzym amylasa, ktery stépi
skroby pfijaté v potraveé na jednodussi cukry a napomaha tak traveni, funguje praveé jen pfi
zasaditém pH. Amylasa produkovana slinnymi zlazami se nazyva ptyalin.

8.3.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI
Laboratorni material: zkumavky, stojanek na zkumavky, kadinky, pipeta
Chemikalie: skrob, sliny, jodisol, jedl4 soda

8.3.3 PRACOVNI POSTUP
Nasbirejte asi 1 ml slin a zfed’te je 20 ml chladné pievarené vody.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Slinn%C3%A9_%C5%BEl%C3%A1zy
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Do hrne¢ku nalijte trochu studené vody a piidejte kdvovou Izicku Skrobu. Smés dobie
promichejte, pak pfilijte vrouci vodu (aby celkovy objem byl asi 250 ml) a stale zahiivejte a
michejte, dokud nebude roztok Ciry. Tak ziskate tzv. Skrobovy maz.

Do dalsi nadobky si pripravte 1 ml jodisolu a zfedte jej 15 ml vody.

Nakonec rozpustte pil Cajové 1zi¢ky hydrogenuhli¢itanu sodného (jedlé sody) v deseti
1zickach vody.

Piipravte si 3 zkumavky a ocislujte je. Do kazdé nalijte 5 ml piipraveného Skrobového mazu.
Do prvni ptidejte pét kapek octa, do druhé pét kapek vody a do treti pét kapek roztoku jedlé
sody. Obsah vsech zkumavek promichejte. Do kazdé pridejte deset kapek roziedénych slin.
Po deseti minutach pfidejte do kazdé zkumavky dvé kapky roztoku jodisolu a smeés
promichejte. Pozorujte zbarveni.

8.3.4 VYHODNOCENI

Rozdilnym zabarvenim obsahu zkumavek mtzeme dokazat, jaké pH v ustech je optimalni pro
spravnou funkci amylasy. Prvni zkumavka mé diky pfidanému octu kyselé pH, po ptidani
jodu se objevi vyrazné¢ modré zabarveni. To znamenda, Ze amylasa nedokdzala za danych
podminek Skrob rozlozit. Ve druhé zkumavce je pH neutrdlni. To amylase také uplné
nesveédci, presto uz je schopna Skrob Stépit. Jde ji to ale pomalu a ve zkumavce stale zbyva
dost $krobu na vyvolani alespon svétle modrého zbarveni. Ve tieti zkumavce je pH mirné
zasadité, coz amylase zcela vyhovuje. Enzym tudiz Skrob rozlozi na jednodussi cukry a po
pfidani jodu se modré zabarveni neobjevi. Tudiz nejlepsi pH v ustech pro §tépeni Skrobu je
mirné zasadité.

9. STANOVENI LECIV

Lécivo je léciva latka, smes 1écivych latek nebo 1éCivy ptipravek. Zakon o 1éc¢ivech (.
378/2007 Sh.) definuje 1é¢ivé latky a 1é¢ivé piipravky, pro které pak pouziva souhrnny pojem
l1é¢iva. Léciva se rozdéluji do skupin podle mechanismu ucinku (antibiotika, antivirotika,
antimikotika, antipirotika...) DéEli se t€Z na Sirokospektra a izkospektra, dle spektra ucinku.

Toxikologicka analyza je dileZitou soucasti diagnostickych postupl potfebnych k ziskani
informace o akutni nebo chronické expozici léCivem vySetiované osoby. V mnoha
toxikologickych laboratofich je pro zachyt a identifikaci extrahovanych latek stile vyuZzivana
metoda tenkovrstvé chromatografie (TLC). K potvrzeni nalezu na TLC se k citlivéjsi
identifikaci dnes také pouziva spojeni plynové chromatografie s hmotnostni detekci (GC/MS).

9.1 IDENTIFIKACE LECIV POMOCI TENKOVRSTEVNE CHROMATOGRAFIE
9.1.1 TEORETICKY UVOD

Tenkovrsteva chromatografie je vhodnou analytickou metodou pro stanoveni 1é¢iv v tabletdch
a télnich tekutinach. Tenkovrstva chromatografie (TLC) je v toxikologii ¢asto vyuzivanou
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metodou, a to predevsim z diivodu jeji Casové nenarocnosti a nizkych nakladii na vybaveni (v
porovnani s ostatnimi chromatografickymi metodami). TLC je zalozena na rozdéleni latek
(analyttl), a to podle miry jejich interakce s mobilni a stacionarni fazi (stacionarni fazi je
nejcastéji vrstva SiOy). Pomoci TLC je mozno rychle a ucinné rozseparovat latky vyskytujici
se ve vzorcich z riznych odvétvi (napt. toxikologické vzorky). Naslednd detekce je provadéna
pomoci UV lampy nebo postiikem vhodnym detekénim Cinidlem. Pfitomnost daného analytu
je mozno potvrdit pomoci tzv. retenéniho faktoru (Rg), coz je hodnota uréujici pomér
vzdalenosti, kterou urazi skvrna stanovované latky ke vzdalenosti, kterou urazi celo
rozpoustédla.

Mezi nejcastéji uzivané U¢inné latky patii paracetamol. Paracetamol je Uc¢innou latkou
pusobici proti bolestem a zvysené télesné teploté. Z diivodu jeho snadné dostupnosti je casto
pouzivan za ucelem smrtelné intoxikace. Pfedavkovani paracetamolem vede k akutnimu
selhani jater. Protijedem (antidotem) pro tuto latku je N-acetylcystein, ktery musi byt
pacientovi podan v ptipad¢, kdy je po Ctyfech hodinach pfedavkovani hladina paracetamolu
Vv séru vyssi nez 200 mg/1.

Nejznaméj$im lé¢ivem obsahujici paracetamol je Paralen. Dal§imi 1é€ivy majici tuto i€innou
latku jsou napf. Panadol a Coldrex. Chemickd struktura paracetamolu je znazornéna na
Obr. 10.

H\H/CHg

O
HO

Obrazek 10: Chemicka struktura paracetamolu (N-acetyl-p-aminofenol).

9.1.2 EXPERIMENTALNI VYBAVENI

Laboratorni material: TLC desticka, chromatograficka vana s krycim sklem, tfeci miska,
pipety, kadinky, Erlenmayerovy baiky, porceldnova odpafovaci miska, vakuova suSarna,
délici nalevka, rozpraSovac (fixirka), nanaSeci mikropipety, mékka tuzka, pravitko
Chemikalie: mobilni faze (ethylacetat- methanol- koncentrovany amoniak 32:4:2), methanol,
dusi¢nan bizmutity, 3% vodny roztok KI, standardy paracetamolu, kofeinu, roztok jodu v
chloroformu

9.1.3 PRACOVNI POSTUP

Tabletu (Paralen, Coldrex, Panadol) dikladné rozetfete v tfeci misce, ptesypte do kadinky a
pridejte 5 ml methanolu. Do chromatografické vany nalijte Cerstvé piipravenou mobilni fazi
(ethylacetat:methanol:koncentrovany amoniak - 32:4:2), ptikryjte krycim sklem a nechte
minimalné 15 min nasytit chromatografickou komoru parami mobilni faze.

Na TLC desticku nakreslete tuzkou 1,5 cm od dolniho kraje startovaci ¢aru. Rovnomérné
od sebe na ni naneste roztoky standardi (paracetamolu a kofeinu) rozpusténych v methanolu a
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piipravené vzorky (Paralen, Panadol, Coldrex). Body naneseni musi byt minimélné 2 cm od
okraje (potlaceni ,,okrajovych efekti®) a minimaln¢ 1,5 cm vzdjemné od sebe. Do
chromatografické komory vloZte pfipravenou TLC desti¢ku a nechte vzestupné vyvijet
chromatogram. TLC desticku vyjméte Vv okamziku, kdy celo rozpoustédla dosahne
vzdalenosti 1 cm od horniho okraje. TuZkou oznacte celo rozpoustédla a TLC desticku
vysuste.

V priibéhu vyvijeni chromatogramu pfipravte Dragendorffovo ¢inidlo. Rozpustte na $picku
Spachtle dusi¢nanu bizmutitého v co nejmensim nadbytku 3% vodného roztoku KI. Nejprve
vznikd tmava srazenina jodidu bizmutitého, kterd se v nadbytku jodidu rozpousti na
pomerancové zbarveny terajodobizmutitan. TLC desticku postiikejte Dragendorffovyn
éinidlem a potom jodem rozpuétén}'/m v chloroformu

skvrn. Zméite vzdalenosti skvrn od startu (a) a Vzdalenost Cela od startu (b). Vypocteme
hodnoty Rt. Porovnanim hodnot R¢ alkaloidd ve vzorku a standardi provedeme identifikaci.

9.1.4 VYHODNOCEN{
Identifika¢ni konstantou v plosné chromatografl je tzv. Rs - hodnota (pomér vzdalenosti

A%

tézisté skvrny od ,,startu" a vzdalenosti ,,Cela rozpoustédla" od startu - viz Obr.9).
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