OBSAH

le Laboratorni postuUpPY @ ZAFTZENT .o v sttt e

1.1 ZafFizeni laboratore

1.2 Chladici teChNIKA e et e
1*3 ZaFizeni K mMleti @ NOMOQGENIZACI. ...
1*4 Zahustovani roztokd a odpaifovani Kapalin............... s s
1.4.1 Mrazova sublimace (lyofilizace/ <eeee ccce=
1.4.2 Vakuové rotaCni odparky L ————————————————
1.3  Antiseptika a KONservovadla .
1.6 Rozdélovani latek ze smési e ———————

1.6.1 Filtrace a ultrafiltrace TS

1.6.2 Dialyza

1.6.3 Centrifugace

1.6.4 ChromatografiCcké metody .o et e
1.6.4.1 Obecné PrinCipy @ FOZA@IENT ...t e e
1.6.4.2 Vyuziti kapalinové Chromatografi© ... s
1.6.4.3 Plynova Chromatografie

1.6.4.4 Vyhodnocovani chromat©grafického déleni ...
1.6.5.Elektroforetické metody v DIiOoChemii ..o e e
1.6.5.1 ODeCN€ PIriNCIPY  iiiiiiiies ettt nns
1.6.5.2 Zakladni pojmy S ————————————

1.6.5*%3 Aparatury na €lekKErOTOTEZU..........ccoiiiiiiiii e L)
1.6.5.4 Elektroforeza na SKroboVEM geIU .
Ukol 1+ Rozdéleni isoperoxidas rostlin na SKrobovém gelu ...,
1.6.5.5 Elektroforeza na polyakrylamidovém gelu ...
Ukol 2. Rozdélovani bilkovin aniontovou diskovou eleKtroforezou ...,
Ukol 3* Kationtova diskoVA eleKErOTOIrEZa ... e et ssestee e
Ukol 4. Elektrofokusovani bilKoVin (ENZYMUO) ... issssissessessenns coce-
Ukol 5. Rozdéleni isoperoxidas rostlin diskovou elektroforezou ...
Ukol 6. Vybarvovani amylofosforylas na elektroforeogramech — .......coocveivivensiinvnnnnn,
Ukol 7. Rozdéleni a vybarveni isoenzymd dehydrogenas diskovouelektroforezou =«
1.6.5*6 Elektroforeza na agarovém gelu

Ukol 8. Elektroforeza bilkovin na agarovém gelu ...,

1.7 Mikrodifuzni technika.........cccocooeiviiniiiiciiie, coc=
1.7.1 Mikrodifuzni technika COnWayova ... e
Ukol 9. Mikrodifuze a kontinualni mikrotitrace == e ...
Ukol 10. Mikrodifuze a Kolorimetrickd StANOVENT ...
Ukol 11. Prace s mikrodifuznimi nadobkamitypu Topipkitise a Kirka................ .
1.8 Prehled analytickych metod pouzivanych v biochemii ...

2. SIEOVANT EBNZYMU oottt bbb bbbt bbbt bbb s bbbt nees
2.1 Obecné PrinCipy PraCe S ENZYMY  cciiiiiiireies cres cereese e see et sbe e ssesassesseresteseases e

2.2 Sledovani aktivity enzyml in vivo a in VItro ...
2.3 Sledovani aktivity enzymil iN VIVO.......iceees s cocccce=
2.3.1 Vakuovd INFIltrace KUISAN0VA .. ces et reeeetee et se et eene e
2.3.2 Kofenové podavani latek ... O ——— S>eecee
Ukol 12. Vakuova infiltrace e e
Ukol 13. Indukce tryptofansyntasy L-prolinem a kyselinou /d-indolyloctovou =+ «
2.3*3 Podavani latek transpiracnim proudem ..., crccccccce-
2.3.4 Postrik rostliny * ..., e ececececceccecceee
2.3.5 Injekce, vsypavani latek do orgdnll ¢ ... coccce-
2.3.6 Pouzivani izotopovych SIOUCENIN s coc-
2.4 Technika sledovani enzyml IN VItrO ... ce=
2*4.1 Schema ¢&isténi enzyml ... Emm e s o=
2.4.2 Charakteristika a pouzitelnost enzymovych preparatll ...,

125

© 00 00 00 0 ~N N w o1l o1 ;1

N
W W W W WWWWMNDNDNRNDNDRNDNDNNDNDDNNDNDNRNDDNDNOMNDERER PR PR R
W W MNNOOOO O o © 0w~ o oo b = = P P o o 0ol wo

34
34
34
35
35
36
36
36
36
36
36
36
36
37
37



2.4%3 ACELONOVE PFASKY oottt sttt bbb e b et e e ne st et e be e et e e re e
Ukol 14* PFiprava acetonoVyCh PraSKU ..o
2.4*%4 Vysolovani enzyml (DTIKOVIN) et
Ukol 15. Vysolovani Siranem amONNyM  ......cococoooecireeieeceesesssessesseessesssseess ees saseseessessnsesssessnean
2.4.5 Pouzivani antiseptik PFi Praci S eNZYMY e
2.4.6 Stanoveni molekularnich hmotnosti bilKoVin ...
Ukol 16. Stanoveni molekularnich hmotnosti enzymid gelovou filtraci ...
2.5 Sledovani Kinetiky enzymovych reakCi ... .-
2.5.1 ODbecné pojmy e —————— crccccce=
2.5*%2 Méreni rychlosti enzymovych reakCi ... s cveeeeeesse e
2.5.3 Jednotky aktivity enzyml . R
2.5%4 Vyznam a vyuziti fadu reakce v Kinetice enzymovych reakci —ceece o=
2.5.5 Stanoveni vlivu koncentrace enzymu na rychlost reakce ... . .

Ukol 17. Orientagni stanoveni VIIVU KONCENTIACE .........iireiriissiesessisnesenns
amylasy rostlin na rychlost reakce

Ukol 18. Stanoveni vlivu koncentrace ureasy na rychlost rozkladu mocoviny ¢ «

2*5.6 VIiv pH na aKtivitu enzyml e e e e e
Ukol 19» Orientani stanoveni vlivu pH na aktivitu amylasy rostlin ...
Ukol 20. VIiv koncentrace ligand (substrat, koenzymi) na aktivitu enzymd.

Stanoveni KM & Ve e
Ukol 21. Stanoveni aktivity, Km a V jednosubstratového enzymu, ureasy ...
2.5.8 regulace aktivity enzymi inhibitory a aktivatory. P¥iklady stanoveni enzymd..
Ukol 22. Orientaéni stanoveni regulace oC-amylasy NaCl a CU™M ....ccoomonecinrinieninns
Ukol 23. Stanoveni aktivity dvojsubstratového enzymu, tryptofansyntasy, jeji K

a V a inhibice oC-aminNoOKYSeliNami.......c.coviiiiiiiiiiiiiiciessiee e v
Ukol 24. Stanoveni Km a V tryptofansyntasy k SeFinu i
Ukol 25. Stanoveni Km tryptofansyntasy K indOIU ...,
Ukol 26. Stanoveni typu a stupné inhibice tryptofansyntasy L-treoninera vQci

L-SEFINU bbbt
Ukol 27. Priprava hrubého preparatu arginasy z vikvovitych rostlin ...
Ukol 28. Stanoveni aktivity arginasy a jeji aktivace Mn*+ a a inhibice

L-prolinem e B B e —————————————————————— e
Ukol 30. Stanoveni arginasy VvV rOStIINACKH ...
Ukol 31. Preparace krystalické ureasy frakcionaci acetonem ...,
Ukol 32. PFiprava hrubého preparatu ureasy ze semen a organ(l vikvovitych rostlin
Ukol 33. Stanoveni aktivity ureasy v mikrodifuznich nadobkach .............. I
Ukol 34. Stanoveni aktivity lipasy KontinUaINT titraci ...,
Ukol 35. Stanoveni aktivity lipasy rostlin pFi optimalnim pH r .o,
Ukol 36. Stanoveni aktivity ribonukleasy v rostlinAch ...,
Ukol 37. Stanoveni aktivity adenosintrifosfatasy v homogenatech a subcelulamich

Gastech Kofenl roStlin ... ccc=
Ukol 38. Stanoveni aktivity glukoso-6-fosfatdehydrogenasy ¢ ¢ ¢ . ¢ ...
Ukol 39. Stanoveni aktivity askorbAtoXidasy . ...,
Ukol 40. Stanoveni aktivity malatdehydrogenasy =<e< ...
Ukol 41. Stanoveni aktivity dehydrogenas rostlinnych material&i methylenovoumodfi
Ukol 42. Stanoveni aktiVity Katalasy ... soes o
Ukol 43v Stanoveni aktivity NItrAtredUKLASY ..o eeeeseess s
Ukol 44. Vliv molybdenu na aktivitu nitratreduktasy v listech rostlin

(INAUKCE VYZIVY IMIO) ..ottt coec-
Ukol 45. Preparace nitratreduktasy FOSTHIN . ...
Ukol 46. Stanoveni aktivity NItritredUKEASY .........ccooooiiiceioieiieieesss s serississssssensnns
Ukol 47. PFiprava acetonového prasku nitratreduktasy ¢ ... * e
Ukol 48. Preparace Nitrat- a NItritredUKLAS ..o
Ukol 49. Stanoveni aktivity oxidasy kyseliny /3-indolyloctové v rostlinach.
Ukol 50. Stanoveni aktivity aminotransferas v rostlinach ...
Ukol 51. Stanoveni aktivity enzymd disimilace argininu jako ukazatel stupné

VYZIVY drasliKem i % e

38
38
38
38
39
39
40
41
41
42
42
43
43
43

44
45
45

45
48

50

50
52
53

54
55

55
56
56
57
57
58
59
59

60
60
61
62
63
64
64

65
65
66
66
67
67
68

69



2.5*9 Vlastnosti a regulace oligomemich enzyml ......ccoooooiiie e e e

Ukol
Ukol
Ukol
Ukol
Ukol
Ukol
Ukol
Ukol
Ukol
2.6

Ukol
Ukol
Ukol

52. Regulace tryptofaneyntas nizkou teplotou ...
53. Regulace tryptofansyntas iontovou silou ...
54. Preparaceglutamatkinas rostlin eeeeeees . -,
55. Stanoveniaktivity glutamatkinas . . ... - - o - - — o
56. VIiv JgMta Mn™+ na aktivitu glutamatkinas..................... cccccce=__
57. ZAavislost vo; /L-Glu/ glutamatKinasy ...
58. Alosterické regulace glutamatkinasy L-prolinem . ...,
59. Vypinani inhibice zpétnou vazbou nizkou teplotou ........es o e
60. Vypinani inhibice prolinové glutamatkinasy rostlin zpétnou vazbou I
Priklady preparaci bunéfnych organel ...
62. Preparace chloroplast( v sacharosovém hustotnim gradientu ...
63. Preparace intaktnich chloroplastll nezneéisténych jinymi &¢astmi bungk

64. Preparace ribosomil rosStlin ...,

3. Sledovani latek v rostlinach S mm e e
3.1 ODbecné PriNCIPY o o o o o o o 0 0 ——— a1

CIDZ I @ o | o1-T G740 o~ KRR RTRRT
3.3 Inaktivace enzyml MAatEriAlll.........coooiiiociiieecee e e e
3.3.1- Inaktivace varem Vv etanolu ...

3.3.2

Inaktivace vodni parOU . e e = = -

3.3*3 Inaktivace vodni parou v tenaostatu ..., e
3.3.4 Inaktivace materialt extrémnim pH e i — o m e o - o
3.3.5 inaktivace enzymi sraZedly bilkovin eeee

3.4 Utlum ¢&innosti enzym( v rostlinném materialu . ——————

3.4.1 Urazova SUDHIMACE  ..co.cooooeveceeeceeciece st
3.4.2 Zmrazovani rostlinného materidlu ...

3.4.3 Utlum ¢innosti enzym( snizenymi tePlOtaAMI  ..cccccciiiies eveeveeeeeeese e
3.4.4 Utlum ¢&innosti mikroorganisma antiSEPLiKY ...
3.5 Desintegrace rostlinného materialu ... C e ———
3.6 Stanoveni suSiny a vody v rostlinném materidlu ...,

Ukol

64a STANOVENT SUSINY oottt b et e

3.7 Sledovani dusikatych latek ..., T
3.7.1 Uikroanalyza zakladnich forem dusiku

Ukol
Ukol
Ukol
Ukol
Ukol
Ukol
Ukol

Ukol

65. mineralizace rostlinného materialu k analyzam dusiku ...,
66. klikrodifuze a kontinualni mikrotitrace e e eeeeee e
67. Uikrostanoveni celkového dusiku v rostlinném materialu ...
68. ilikrostanoveni veskerych volnych dusikatych latek a bilkovin v rostlinach
6'J, Kolorimetrické stanoveni amoniaku - - - - - - - - - - - - - - - - -

70. Stanoveni amoniovych iontd kolorimetrii s Nesslerovym ¢inidlem ...
71. Stanoveni bilkovin Polinovym cCinidlem /Lowry a spol./ —ccccccce=
Analyza aminNOKYSEIIN ... e

72. Priprava a Cisténi extraktd volnych TAteK ...,

3.7.3 Hydrolyza DIIKOVIN ettt

Ukol
Ukol
Ukol
Ukol
Ukol
Ukol

Ukol

73. Kyseld hydrolyza DIIKOVIN e e

74. Alkalickd hydrolyza DIIKOVIN e

75. Stanoveni ve$kerych aminokyselin a amoniovych iontd e e o Y

76. Formolova titrace aminNOKYSEIIN.. ... vt e s e

77. Chromatogrsficke deleni aminokyselin a cukrl na tenké vrstvé¢ . eeee=

76. Rozdéleni smeési aminokyselin dvojrozmérnou chromatografii na tenké vrstvé
CEIUIOSY ettt bbb bbbt e et sneas

79. Rychlé rozdéleni skupin aminokyselin Chromatografii na tenké vrstvé
VE ZKUMAVKACH e am am reteee eeebebeeebeees sene

3.7.4 Stanoveni aminokyselin na automatickém analyzatoru ...,

Ukol
Ukol

60. Stanoveni vazanych aminokyselin v bilkovindch ...,
81. Stanoveni volnych aminokyselin v rostlinném materialu dle Vratného

1 O'7?

70
70
71
72
73
73
74
75
76
76
77
78
78
78

79
79

79
79
79
80
80
80
80
80
80
80
80
81
81
81
81
81
81
82
83
83
83
84
85
85
86
86
87
87
88
88
88
89

90

91
91
91
93



Ukol 82. Zrychlené stanoveni prolinu v rostlinném materialU.................ccenoeeennnns
3»7.5 Stanoveni jednotlivych aminokyselin a j. dusikatych latek ...
Ukol 83« Stanoveni argininu SakaguchiNo FeaKCT ...t
Ukol 84» Stanoveni agmatinu v rostlinném materialu ...
Ukol 85* Stanoveni mocoviny s PDMAB eee*e =

Ukol 66. Stanoveni moGoviny UreasoVoUu MELOOOU ..ot eeessessess st ssessess s
3.7.6 Stanoveni kofaktorl a jejich sSlOoZeK
Ukol 87. Bioluminescenni sStanoVveni ATP et s eevsss s eess s ien
Ukol 88. Spektrofotometrické stanoveni thiaminu ... o
Ukol 89. Stanoveni riboflavinu v rostlinném materialu fluorimetriekou metodou « «
Ukol 90. Kolorimetrické stanoveni Kyseliny NIKOtIiNOVE............ccocoviiiiiiiiiic e
Ukol 91. Kolorimetrické stanoveni biotinu a jeho analogll ...,
3.7.7 Sledovani nukleovych kyselin a jejich sloZzek .
Ukol 92. Stanovenivedkerych nukleovych kyselin v rostlinném materialu  ......cccoeee......
Ukol 93. Stanoveniobsahu DNK reakci s indolem.....................

Ukol 94. StanoveniDIIK s p-nitrofenylnydrazinern ...
Ukol 95. Stanovenicelkové DNK v materidlu spektrofotometrii basi ...,
Ukol 96. StanoveniRNK v rostlinném materialu reakci ribosy s orcinem................
Ukol 97. Preparace sumarni RNK z rostlinného materidalu ...,

Ukol 98. Déleni nukleotid& iontoménic¢ovou chromatografii natenkévrstvé ...
3.7.8 Sledovani rostlinNYch hormMonG ..o ettt st
Ukol 99. Stanoveni kyseliny 3-indolyloctové fluoriraetriekou metodou ...........cooevieieee,
Ukol 100. Stanoveni indolu ve smésich reakci s PDMAB  ....cccccoooiiocieciseieeesee e
Ukol 101. Spektrofotometrické stanoveni gibberellinovychlatek v rostlinném materialu
3.7.9 SIedoVANT AlKAIOTAT .ottt e b a bt sae e
Ukol 102. Stanoveni vedkerych alkaloid® v rostlinACh ... .
Ukol 103. Deéleni opiatovych alkaloid chromatografii netenké vrstvé crcccce=
Ukol 104. Chromatografické-déleni alkaloidQ IUPINY e
3.8 Sledovani CUKIT V FOSTHNACK. ... e ettt
G St S T8 Y 0T 1 1= o 1 2 /72T
Ukol 105. Stanoveni redukujicich cukrll dle Bertrana ...
Ukol 106. Stanoveni redukujicich cukrd dle Nelsona ...,

Ukol 107. Stanoveni redukujicich cukrli v rostlindch ...,

Ukol 108. ChromatOorafie volnych cukKrQ................

Ukol 109. Stanoveni L-askorbatu v roStHNACH ...
Ukol 110. Zrychlené stanoveni L-askorbatu v rostlindch e e . ...
3.8.2 SledovAni POolYSACNANIAU ...ttt bbbttt sttt en e
Ukol 111. Stanoveni 3krobu v rostlinném materialu antronovyméinidlem ........cccoooeennne.
Ukol 112. Stanoveni 3krobu po hydrolyze ...

3.9 Sledovani tukl( a lipidnich latek e ——————————
Ukol 113- Stanoveni hrubého tuku v rostlinach

Ukol 114. Stanovéni &isla kyselosti tUKO .o

Ukol 115. Stanoveni &isla zmydelnéni oleje a esterového&isla tuku ...,
Ukol 116. Stanoveni jodového &isla dle HANUSE ..ot
Ukol 117. Stanoveni indexu lomu olejd a jodového &iSla ..o,
Ukol 118. Deéleni tukovych kyselin tenkovrstvou Chromatografii ...,

Ukol 119. Sta?(_)yenl' relativniho 7 tukovych kyselin v lipidech tenkovrstvou Chromato-
grafil e

3.10 Sledovani organickych kyselin cmececece COe= . ———
Ukol 120. Stanoveni celkové acidity extrakt( rostlinnych materiald ... pe e e
Ukol 121. Spektrofotometrické StanoVveni CItrALTU ...
Ukol 122. Kolorimetrické stanoveni cis-akonitatu s R
Ukol 123. Kolorimetrické stanoveni oxokyselin hydrazonovou metodou ...
Ukol 124. Stanoveni a dikaz tékavych kyselin plynovou chrométografii ... L)
3.11 Sledovani rostlinnychpigmentd........................

95
95
95
96
97
97
97
97
98
99
100
101
101
101
102
103
103
104
104
105
106
106
107
107
108
108
108
109
109
110
110
111
111
112
112
113
113
113
114
115
115
115
116
116
117
117

118
118
119
119
120
120
121

121



