4. cviceni Biochemicky ustav LF MU

FILTRACE

Filtrace je jednou z nejstarSich separacnich technik. Je to fyzikaln¢ chemicka metoda uzivana k déleni
latek v rznych fazich — nejcastéji k oddélovani latek v tuhé fazi od kapaliny. K stejnému ucelu lze
v jednoduchych piipadech pouzit téz dekantaci, ktera spociva v tom, ze se pevna faze necha usadit na
dné nadoby a cira tekutina se opatrn¢ oddéli bud’ slitim, nebo 1épe odsatim. Tato metoda Casto filtraci
pfedchazi. Promyvéni sedliny v dekanta¢ni nadob¢ je mnohem rovnomérnéjsi nez pfi promyvani na
filtru.

Filtrace slouzi napt. k oddéleni srazenin od roztoku, pfi odstranovani necistot (¢astic nebo mikroorga-
nismu) z kapalin (pfiprava faze pro HPLC), suseni rozpoustédel, sterilizaci roztokt apod.

K filtraci se pouziva porézni material ve form¢ filtrG. Materialem mtzZe byt specidlni papir s riznymi
vlastnostmi a rGznou velikosti port, slinuté zrnité sklo, sklenéna vlakna, specialni membrany
z nejriznéjSich materialt (nylon, polyamid, polykarbonat, celulosa, acetat celulosy, nitrat celulosy).
Filtracnich papirti se vyrabi velké mnozstvi druhti, k nejznaméj$im patii napt. Schleicher & Schuell,
Whatman, Sartorius. Lisi se velikosti port, chemickym slozenim, tvarem a rozméry (viz tab.) Pro dany
ucel je na zakladé vlastnosti vybiran vhodny filtr. Siln¢ zasadité roztoky a silnd oxidac¢ni ¢inidla papir
rozrusuji. Pro nékteré ucely jsou vyrabény i papiry se specialnimi piisadami, napft. s ptisadou aktivni-
ho uhli pro odbarvovani roztok.

Nejjednodussim postupem je filtrace pres papirové filtry vlozené do nalevky.
RozliSujeme dva zakladni postupy: gravitacni filtraci a vakuovou filtraci. Pii
gravitacni filtraci se filtr odpovidajici velikosti a ptislusné porosity vklada do
filtracni nalevky. Nalevka je obvykle sklen¢na, pokud nefiltrujeme organické
rozpoustédlo, mize byt i plastova. Filtry se voli bud’ ve formé kruhovych vy-
sekti, nebo skladané. Kruhovy filtraéni papir se pfelozi v osach na sebe kol-

mych dvakrat a rozevie do tvaru kuzele. Tuhé Castecky se pii filtraci zachyti

na filtru a Cira kapalina (filtrat), protéka do podloZené nadobky.

Gravimetricka filtrace

Kruhovy filtraéni Skladany filtra¢ni
papir papir

Zapojeni odsavaci barnky s Buchnerovou
nélevkou na vakuum

Pii vakuové filtraci se pritok rozpoustédla filtrem urychluje pomoci snizeného tlaku. Pfi klasickém
provedeni se k filtraci pouziva specialni sklenéna nebo porcelanova nalevka s dirkovanym plochym
dnem (Biichnerova nalevka). Do ni se vklada kruhovy papirovy filtr pfesné pokryvajici dno. Nalevka
se pomoci gumového prstence nasadi do odsévaci banky, ktera se pfes pojistnou lahev pfipoji ke zdroji
vakua. Pojistna ldhev brani vniknuti vody z vyvévy do filtratu nebo odsati ¢asti filtratu vyvévou. Na-
misto kombinace filtracniho papiru a Biichnerovy nalevky lze pouzit i nalevky nebo kelimky se dnem
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z porézniho skla (frity). Cisténi frit a filtraénich kelimk musi byt provedeno hned po skonéeni filtra-
ce. Promyvaji se vodou v opa¢ném sméru, nez probihala filtrace. K promyti silné znecisténych frit 1ze
pouzit kyselinu chlorovodikovou, dusi¢nou nebo amoniak, k odstranéni lipidli organicka rozpoustédla
(petrolether, alkohol).

V modernich laboratotich jsou k filtracim pouZzivany rizné modifikace klasické vakuové filtrace. Ko-
meréné se vyrabi ruzné filtra¢ni systémy. Byvaji ¢asto vyrobeny z plastu, méné snadno se rozbiji, je-
jich chemicka odolnost je zna¢na. K filtracim se pouzivaji rizné typy membran. Pouziti téchto filtra¢-
nich systémt v kombinaci s riznymi typy membran je mnohostranné — od prostého €iSténi rozpouste-
del a mobilnich fazi, pfes pouziti v mikrobiologii k zachycovani mikroorganismti, po separaci bunék,
organel a dalSich ¢astic (viz téZ mikrofiltrace).

Pro rychlé a snadné ¢isténi malych objemti vzorkt kapalin napt. pro HPLC nebo plynovou chromato-
grafii se pouzivaji jednordzové mikrofiltry.

e
Filtradni aparatura pro filtraci Pouziti jednorazovych filtrd Sériové napojeni dvou jedno-
mobilni faze razovych filtrG se stfikackou

Priklady a charakteristika béznych celulosovych filtra¢nich papird Munktell Filtrak

Druh Charakteristika Vhodné pouziti

388 velmi rychly prutok, Siroké péry hrubé vliockovité a objemné vzorky

389 rychly pratok, stfedné Siroké pory pro béznou analytickou praci

390 pomaly pritok, uzké péry filtrace jemnych vzorkU

391 velmi pomaly pratok, jemné pory jemnozrnné vzorky

392 stfedné rychly pratok rutinni laboratorni prace, rychla filtrace jemnych vzork(
393 nejpomalejsi pratok, extra jemné pory extra jemné vzorky
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Charakteristika béznych celulosovych filtracnich papirt Whatman

Grade | Zachyt ¢astic (um) | Charakteristika

40 8 stfedni filtraéni rychlost
41 20-25 vysoka filtraéni rychlost, vhodny pro zachyt velkych ¢astic
42 2,5 stfedni filtracni rychlost se zachytem nejjemnéjSich ¢astic
44 3 vysSi filtracni rychlost, ale méné ucinny pfi zachytu jemnych &astic
50 2,7 tvrzeny, vysoka pevnost za mokra, vhodny pro vakuovou filtraci
52 7 tvrzeny, vysoka pevnost za mokra, vhodny pro vakuovou filtraci
54 22 tvrzeny, vysoka pevnost za mokra, vhodny pro vakuovou filtraci

DIALYZA

Dialyza je separacni proces zalozeny na rozdilné rychlosti transportu latek z roztoku o vyssi koncen-
traci do roztoku o niz§i koncentraci pres porovitou membranu, oddélujici oba roztoky. Pro transport
pies membranu je ptitom rozhodujici velikost molekul. Rychlost pohybu ¢astic je tim vétsi, ¢im jsou
¢astice mensi. S klesajici koncentraci ¢astic se rychlost transportu snizuje. V okamziku, kdy se kon-

centrace latek prochazejicich membranou na obou stranaich membrany vyrovnaji, transport se zastavi.

Pro velké castice nemusi byt membrana vibec propustna. Metoda se pouziva zejména pro oddéleni
malych molekul (¢asto anorganickych slouc¢enin) od makromolekul (bilkovin, polysacharidii, nukleo-
vych kyselin atd.). Typickym piikladem je odsoleni roztoku proteint.

Na dialyzu se pouzivaji rizné typy membran. Dfive se pouzivaly dialyza¢ni membrany napt. z celofa-
nu. Dnes se nejcastéji pouzivaji umelé membrany s vhodnou velikosti porti ve tvaru dlouhé trubice
ruzného praméru (slang. oznacovana jako dialyzacni stfeva).

Ptiméfeny tsek dialyzacni trubice se na jednom konci zavéaze niti nebo uzavie specialni svorkou.
Nejdiive se membrana dobie proplachne destilovanou vodou, aby se vymyly impregnacni latky. Po té
se naplni roztokem, ktery ma byt dialyzovan, a uzavie se i na druhém konci. Vacek se ponoii do nado-
by s vodou nebo pufrem o nizké iontové sile. Malé molekuly z dialyzovaného roztoku difunduji ptes
membranu, velké molekuly jsou zadrzovany ve vacku. Rychlost dialyzy zavisi na koncentra¢nim spa-
du (zpocatku je rychlejsi, postupné se zpomaluje), ktery je pfedevsim ovlivnén pomérem objemi vné a
uvnitf membrany. Dale rychlost dialyzy zavisi na teploté, na poctu a velikosti port v membrané, na
velikosti plochy a sile membrany a na interakcich mezi difundujicimi casticemi a membranou. Proces
dialyzy zna¢né zrychluje michani nebo vyména vnéj$iho roztoku. Dialyza trva zpravidla desitky ho-
din. Provadi se obvykle pii nizké teploté kolem 4°C, aby se zabranilo denaturaci makromolekul a

mnoZeni mikroorganismtl.



Biochemicky tstav LF MU 4. cviceni

MEMBRANOVA MIKROFILTRACE A ULTRAFILTRACE

Membranova ultrafiltrace kombinuje princip dialyzy a tlakové filtrace. Je to proces, pfi kterém roz-
poustédlo a rozpusténé latky piechazeji pres semipermeabilni membranu plisobenim tlaku. Pres mem-
branu pfechazi molekuly rozpoustédla a ty rozpusténé latky, které jsou propustény na zakladé velikosti
své molekuly. Urcujicim faktorem je tedy porovitost membrany. Tlak na
membranu je vyvijen bud piisobenim stlacen¢ho inertniho plynu, peristaltic-
kymi pumpami, pisobenim odstfedivé sily v centrifuze nebo vakua. Hodnoty
tlaku jsou obvykle do 1 MPa. Ultrafiltracni membrany (ultrafiltry) jsou tvofeny
dvéma vrstvami: tenkou vrstvou 0,1-1,5 pm o rozmérech pord 0,1-50 nm a
podpirnou vrstvou s vétsi velikosti porid. Na membrané jsou selektivné zachy-
covany latky s vétSimi molekulami (0,01-0,1 pm). Hlavnim pozadavkem na

ultrafiltraéni membranu je, aby s dostate¢nou rychlosti propoustéla rozpouste-
dlo a nizkomolekularni latky a aby jeji pory mély standardni rozmér.

V nékterych aplikacich ultrafiltrace je pratok filtrovaného roztoku tangencidlni, tj. sméfuje podél
membrany, zatimco tlak ptisobi kolmo na membranu.

Smér Smér Smér
toku tlaku tlaku

Zadrzované
Castice

Ultrafiltr : Ultrafiltr
Ultrafiltrat Ultrafiltrat
Normalni ultrafiltrace Tangencialni ultrafiltrace

Roztok nad membranou oznacujeme jako retentat, prefiltrovany roztok jako ultrafiltrat.

Pro zvySeni rychlosti ultrafiltrace se retentat kontinualné micha nebo probublava, ¢imz se zadrZzované
molekuly nehromadi na povrchu membrany a nezacpavaji jeji pory.

Pti tzv. diafiltraci zakoncentrovany retentat znovu ziedime Cistym rozpoustédlem a pokracujeme

v ultrafiltraci (podil nizkomolekularnich latek se v retentatu postupné snizuje).

Ultrafiltrace je typicky pouzivana k oddéleni proteint od slozek pufru, k odsoleni a zakoncentrovani
proteintL.

Mikrofiltrace je proces podobny ultrafiltraci, avSak pory v membranach jsou vétsi a
umoziuji prinik castic v rozmezi 0,2-2 um. Tlak je obvykle nizsi. Mikroporézni
membrany jsou obecné rigidni, kontinudlni sita polymerniho materialu
s definovanou velikosti port. Membranova mikrofiltrace se pouziva k oddéleni bu-

n¢k, bunécnych organel a dalsich castic.
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Srovnani filtra¢nich metod

Typ separace Velikost molekul (num) Pouzity tlak (MPa)
Ultrafiltrace 0,01-0,1 0,1-1
Mikrofiltrace 0,2-2 <0,1
Filtrace >1 <0,1

Bakterie

IVEVIRVIAV AN

Filée = \ \\ \ Filtrat —
Voda Nizkomolekularni

latky Voda Nizkomole-  Proteiny
kularni latky

Vysokomolekularni
latky

Ultrafiltraéni membrana

Ultrafiltrace Mikrofiltrace

CENTRIFUGACE

Centrifugace (odstfed’ovani) je zakladni laboratorni metoda vyuzivajici odstfedivé sily pro separaci
latek o rtizné hustoté, velikosti a tvaru, které by pouhym stanim, postupovalo pfili§ pomalu nebo by
prakticky viibec neprobihalo. V biochemické laboratofi patii centrifugace k zakladnim postuptim, po-
uzivanym k déleni smési kapalin, odstranéni sraZenin, izolaci nebo odstranéni bun€k a subcelularnich
¢astic, k frakcionaci makromolekul podle hustoty.

Ptirozena sedimentace pevnych ¢astic zptisobena gravitaci je urychlena pouZzi-

tim centrifugy (odstfedivky), ve které se zkumavky pohybuji v tzv. rotoru po  censifugacni
kruhové draze. Plsobi tak na n¢ odstiediva (centrifugacni) sila (F), ktera zavi- =
si na hmotnosti ¢astic m a odstiedivém (centrifugaénim) zrychleni (» x &7, tj. na
poloméru rotoru a na rychlosti, se kterou se rotor otaci):

F=mra=mrQ2mnn)

kde m — hmotnost ¢astic (kg), » — polomér (m), tj. vzdalenost dna centrifugacni zkumavky od osy otaceni, @ — thlova rych-
lost, n je frekvence otagek (s™).

Pomér mezi centrifugaénim zrychlenim a zrychlenim tihovym g (9,81 m s72) vyjadfuje relativni centrifugaéni sila (RCF,
z angl. relative centrifugal force): RCF=ra*/g=Q2nn)’rlg

RCF udava, kolikrat je zvolené centrifugacni zrychleni vy$$i nez tihové zrychleni, udava se
v nasobcich tihového zrychleni g a je bezrozmérné.

RCF se snadno vypocita pro kteroukoli centrifugu a rotor s danou frekvenci otacek. Je-li frekvence
otatek n uvadéna v min~! (znadena téz jako rpm, z angl. revolutions per minute) a vzdalenost » v cm
1ze po upraveé predchoziho vztahu odvodit vztah:

RCF=1,118-10"°r n?
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Misto vypoctu se k zjisténi RCF pouzivaji nomogramy — viz déle.

O rychlosti sedimentace vedle centrifugacni sily (tedy hmotnosti ¢astice a centrifugacniho zrychleni)
rozhoduje rozdil mezi hustotou centrifugované castice a rozpoustédla (pfimo umérn¢) a faktor tfeni

(neptimo umernge).

Cas potiebny pro sedimentaci &astic zavisi vedle centrifugaéni sily téz na efektivni (skute¢né) vzdale-
nosti, kterou urazi sedimentujici astice v roztoku (tj. na vySce roztoku ve zkumavce). Budeme-li cen-
trifugovat vzorek ve stejném rotoru i centrifugacni zkumavce, ale pti jiné RCF, tak Cas potfebny pro
centrifugaci ¢astic se zméni pfimo imérné podle vztahu:

RCF; x éas1= RCF, x éasZ

nebo po upravé ni? x &as1 = na? x &asy

Casto pozadujeme duplikovat podminky centrifugace s vyuzitim alternativniho rotoru nebo jiné
RCF. Pro vypocet alternativni RCF (nebo frekvence otacek) nebo poloméru alternativniho rotoru se
vychazi ze vztahu: RCF,;=RCF;

Po dosazeni a ipravé dostdvame vztahy: RCF1=1,118 - 1073 r2 n?

ry X n12 =pq X nzz
Z téchto vztahti miZeme vypocitat polomér alternativniho rotoru nebo frekvenci otacek.

Centrifugy s tzv. vykyvnymi rotory umoznuji vychyleni nosi¢e zkumavek podle intenzity odstiedivé
sily az do horizontalni roviny, podobné, jako se pii zvySujicich se otackach vychyluji sedatka fetizko-
vého kolotoce. Vyhodou je, ze odstfediva sila pak pisobi kolmo ke dnu zkumavky, nevyhodou je
omezena mechanickd odolnost kloubtl, ve kterych dochazi k vychyleni nosic¢e zkumavek, takze lze
dosahnout obvykle odstredivé sily jen kolem 5000 g. Takové odstied’ovani je vhodné predevsim pro

A%

sedimentaci bun¢k a jinych vétSich a téz8ich ¢astic.

BéZné laboratorni centrifugy s pevnymi tzv. thlovymi rotory (zkumavka ve fixnim whlu, asi 25-40°
k vertikalni ose rotace) dosahuji odstiedivé sily mezi 10-30 000 g, ktera zcela postacuje pro rychlou
sedimentaci napf. srazenych molekul bilkovin. Odstiediva sila v nich plsobi Sikmo, takZe i sediment
na dn¢ zkumavky je po centrifugaci zeSikmeny. Pro specialni techniky se pouzivaji ultracentrifugy,
dosahujici odstredivé sily az kolem 80 000 g. Déleni tuhé faze od kapalné je zavislé na rozdilu jejich
hustot, na odstiedivé sile, ktera je imérna frekvenci otaceni, a na poloméru otaceni.

Centrifugy se stavaji z rotoru, hnaciho hfidele a motoru. Rotor se vét§inou nachazi v uzavieném pro-
storu, ktery je uzavien vikem se zavorou. VéEtSina centrifug obsahuje téZ sitovy vypinac, casovy spi-
nac, regulator otacek, otaCkomér a brzdu. Nékteré obsahuji téZ viko rotoru, které zabranuje vzniku
aerosolu béhem zpomalovani rotoru nebo pokud dojde k rozbiti zkumavky. Béhem centrifugace do-
chazi k zahiivani rotoru. Zahtivani z&visi na pocatecni teploté uvnitf rotorového prostoru, rychlosti
rotoru, dobé centrifugace a tvaru rotoru. Proto se pouzivaji chlazené centrifugy, které dokazi udrzet
teplotu uvnitt rotorového prostoru s piesnosti =1 °C. VétSina modernich centrifug obsahuje moznost
programovani akcelerace a brzdéni rotoru, teploty rotoru, celkového Casu a rychlosti centrifugace za-
danim frekvence otacek za minutu (rpm) nebo relativni centrifugacni sily (RCF). Nékteré obsahuji i
alarm, ktery se aktivuje a zastavi centrifugaci, pokud rotor neni pfesné vyvazen.

Podle dosahovaného odstiedivého zrychleni, resp. frekvence otacek, konstrukce a ucelu, se centrifugy
zhruba d¢li na nizko-, stfedné- a vysokootackové. K vybaveni bézné klinicko-biochemické laboratofe,
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provadéjici standardni vySetfeni, staci zpravidla centrifugy nizkootafkové s max. rychlosti kolem
5000 ot./min, strednéotackové s rychlosti kolem 10 000 ot./min a tzv. mikrocentrifugy (mikrofugy)
s rotory pro 1,5ml mikrozkumavky, dosahujici rychlost kolem 10 000 ot./min (pfiblizné¢ 10 000 g).

K sedimentaci mens$ich ¢astic, napf. viri a makro- . -
o , C1xo s ‘ : b "

molekul, a pro rGzné analyzy provadéné v laborato- —

fich vyzkumného zaméfeni jsou nezbytné vysokoo- e

tackové  ultracentrifugy, dosahujici rychlost

20 000-100 000 ot./min a RCF az ptes 1 000 000 g. Sélové

Rotory téchto centrifug jsou chlazené a pracuji ve Mikrocentrifuga  Stoinf centrifuga

ultracentrifuga
vakuu, ¢imZ se omezuje odpor vzduchu a tim vyvolany vznik

tepla tfenim.

Podle konstrukce rotoru se rozliSujeme dva zakladni typy — rotory vykyvné a rotory uhlové. Vykyvné
rotory se hodi pro mensi zrychleni, ihlové rotory masivni konstrukce a hladkého povrchu umoziuji
dosazeni vétSiho poctu otacek a kratsi doby déleni.

O Stlpernatant
% . Pelet

Uhlové rotory Vykyvné rotory

Zpisoby centrifugace

* Analyticka centrifugace umoziuje méfit fyzikalni vlastnosti sedimentujicich castic, jako je sedimen-
taéni koeficient nebo molekulova hmotnost. Castice jsou sledovany optickym systémem b&hem cen-
trifugace pfi jejich pohybu v gravita¢nim poli.

- Pfi preparativni centrifugaci je hlavnim cilem izolovat, resp. odstranit specifické ¢astice. Preparativ-

ni centrifugace je dale ¢lenéna na diferencialni, izopyknickou a zonalni.

- Diferencialni centrifugace. Zakladem pro déleni jsou rozdily v sedimentac¢nich rychlostech Castic.
Centrifugace probiha v homogennim mediu s podstatné nizsi hustotou, nez jakou maji sedimentujici
Castice (pouziva se napf. vodny roztok sacharosy 0,25 mol/l). Béhem centrifugace sedimentuji rizné
¢astice ruznou rychlosti podle své velikosti. Déleni se provadi tak, aby urcité ¢astice jedné velikosti
zcela sedimentovaly. Diferencialni centrifugace se pouziva zejména k odstranéni buné€k, k oddéleni
srazeniny a pii separaci bunééného homogenatu na Castice (resp. pii odstranéni nékterych ¢astic z
homogenatu).

- Izopyknicka centrifugace v hustotnim gradientu (zonalni centrifugace). Pii tomto postupu se dosahu-
je rozdéleni smési Castic na zdkladé rovnovazné centrifugace. Centrifugace probiha na principu roz-
dilu hustoty ¢astic nezavisle na jejich ostatnich vlastnostech. Pouziva se prostedi o ménici se hustoté
(hustotni gradient), pfi¢emz rozsah hustot lezi v oblasti o¢ekavanych hustot délenych ¢astic. Hustota
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Nizka hustota

Stiedni hustota

© Vysoka hustota

Stav pfed a po centrifugaci

4. cviceni

média roste od horniho okraje centrifugac¢ni zkumavky ke dnu.
Béhem centrifugace sedimentu sedimentuje ¢astice jen potud,
nez se dostane do oblasti, v niZ se jeji hustota shoduje s husto-
tou média (izopyknicky bod). Zaujeti rovnovazné polohy vy-
zaduje vice ¢asu (napi. 24 h i vice) nez diferencialni centrifu-
gace v prostfedi s nizkou hustotou. K pripravé hustotniho gra-
dientu se nejCastéji pouzivaji roztoky sacharosy, polymert
(dextran, albumin, polyethylenglykol) a solné roztoky (napf.
CsCl).

Existuji dva typy hustotnich gradienti — diskontinualni a kontinualni. Diskontinudlni gradient je

tvofen nékolika rtizné hustymi vrstvami. Délené Castice urcité hustoty se soustiedi na hranici mezi

dvéma vrstvami. Pii kontinudlnim gradientu je zména hustoty plynula v celém rozsahu drahy (zku-

mavky). Metoda hustotniho gradientu se pouziva i k déleni makromolekularnich ¢astic polymerniho

charakteru (bilkovin, nukleovych kyselin) liSicich se mérnou hmotnosti.
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VyvaZovani kyvet pied centrifugaci

Kyvety umisténé na protilehlych stranach v rotoru (v ultracentrifugach vSechny kyvety) museji
byt vyvazeny jednak staticky, tak i dynamicky (zvlasté pfi ultracentrifugaci). Statickym vyvazeni
rozumime vyvazeni protilehlych kyvet (véetné jejich pfipadnych pouzder) na stejnou hmotnost na
rovnoramennych vahach. Pii dynamickém vyvazeni musi mit protilehlé kyvety jak stejnou hmot-
stejné hustot€). Pfi nepfesném vyvazeni se muze ohnout osa rotoru v disledku nerovnovazného
zatizeni nebo poskodit lozisko. Nevyvazené kyvety v rotoru se projevi béhem centrifugace silnou
vibraci centrifugy. Sofistikovang€j$i centrifugy pfi nerovnomérném zatizeni osy rotoru automatic-
ky ukon¢i svoji ¢innost.

PRAKTICKA CAST

Ukol 4.1 Piiprava fyziologického roztoku NaCl

Izotonicky roztok NaCl (solutio natrii chloridi isotonica), nepfesné nazyvany ,,fyziologicky* roztok,
obsahuje 154 mmol NaCl v litru roztoku. Nachazi uplatnéni také pii praci se zivoc¢isnymi buitkami a
tkanémi a je jednim ze zakladnich infuznich roztoki pouzivanych k zajisténi iontové, vodni a acidoba-
zické rovnovahy. Pro pfipravu se pouziva redestilovanad voda (nebo voda pro injekci) a roztok se po
pripravé sterilizuje autoklavovanim.

Casto je v pokusech s Zivogisnymi tkanémi a buiikami pouZivan rovnéz fosfatovy pufrovany fyziolo-
gicky roztok PBS (z angl. phosphate-buffered saline). Pfipravuje se ze tfi zakladnich roztokd, které
jsou smichany az pted pouzitim. SloZeni roztokd udava niZze uvedena tabulka. pH roztoku by po pro-
michani mélo mit hodnotu 7,2. Odchylky se upravi ptidavkem ziedéné HCI (1 mol/l) nebo roztokem
NaOH (1 mol/l). Roztok se potom piefiltruje a sterilizuje se autoklavovanim.

Material: Prachovnice s NaCl, filtracni papir, kadinka, sklenéna tyCinka, nalevka, odmérna banka 100 ml. Analytické
vahy, vazenky, Spachtle.

Provedeni:

1. Nejprve vypocitejte, jaké mnozstvi NaCl je tieba navazit pro pripravu 100 ml roztoku.

e Vypoctené mnozstvi navazte na analytickych vahach s pfesnosti na 2 desetinna mista.
e Navazené mnozstvi kvantitativné pifeneste do kadinky a rozpust'te v cca 50 ml vody.

e Jakmile je veSkerd navazka rozpuSténa, prefiltrujte roztok kvantitativné do odmérné
baiiky. Po ptefiltrovani roztoku vyplachnéte n€kolikrat kddinku malym mnozstvi desti-
lované vody a nakonec proplachnéte jesté filtr. Potom nalevku s filtrem odstraiite a do-
pliite objem po rysku.

2. Jaka je koncentrace osmoticky aktivnich Castic ve fyziologickém roztoku?
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3. Doplnte vysledné koncentrace vsech slozek v PBS po vzajemném smichani roztokti A, Ba C

Roztoky k pripravé PBS Navazka/objem Koncentrace ve vysledném PBS (mmol/l)
Roztok A

NaCl 8g
KCl 0,20 g
NaH2PO4. 12H20 2,89 g
KH,PO4 0,20 g
redestilovana voda do 800,0 ml
Roztok B

CaCl, 0,10 g
redestilovana voda do 100,0 ml
Roztok C

MgCl,.6H,O 0,10 g
redestilovana voda do 100,0 ml

4. Vypoctete osmolarni koncentraci PBS a porovnejte ji s osmolarni koncentraci fyziologického
roztoku?

W4 W

Ukol 4.2 P¥elisténi A1203 pro chromatografii

Pii chromatografickych separacich se pouziva fada riiznych chromatografickych materialti. Nékteré
z nich musi byt pied pouzitim preéistény nebo specialné upraveny ptisobenim riiznych ¢inidel. Ci§téni
se pouziva také v pripad€, kdy material jiz jednou pouzity se znovu regeneruje pro pouziti nové.

Uloha je zaméfena na predisténi oxidu hlinitého pro adsorpéni sloupcovou chromatografii. Jedna se o
modelovy tikol, jehoz cilem je procviceni postupu pii podtlakové filtraci.

Material: Prachovnice s odvazenym mnozstvim ALQOs. Filtraéni papir, kadinka, sklenéna tycinka, Biichnerova nalevka,
gumovy prstenec, odsavaci baiika, stficka, vyvéva, porcelanova nebo Petriho miska, niazky.

Provedeni:

e Oxid hlinity z prachovnice pfeneste do kadinky a ptidejte cca 100 ml destilované vody.
e Obsah kadinky promichavejte 10 minut ty¢inkou.

e Ptipravte odsavaci banku a Biichnerovu nalevku. Filtraéni papir zastfihnéte tak, aby
ptesné pokryval dno nalevky a vlozte jej do nalevky.

e Pomoci gumového prstence nasad’te nalevku na odsavaci banku. Banku spojte gumovou
hadickou s pojistnou lahvi a tu pfipojte k vyveéve.

e Filtr na dné nalevky zvlhcete destilovanou vodou a spusténim vyvévy pfisajte filtr
k nalevce.

e Suspenzi oxidu hlinitého ve vod¢ nalijte pomoci ty¢inky do nédlevky a filtrujte za pomoci
snizen¢ho tlaku.

e Materidl na filtru po té postupné promyjte dalSimi cca 100 ml destilované vody a odséa-
vejte vodu, dokud neni material témeéf suchy.

10



4. cviceni Biochemicky ustav LF MU

e Pomoci kohoutu na pojistné lahvi po té odpojte vakuum, material i s filtrem opatrné od-
délte a pfeneste na porcelanovou nebo Petriho misku.

e Dalsi krok pii pfipravé Al,Os je aktivace v suSarné.
5. Nacdrtnéte schéma usporadani pii podtlakové filtraci.

6. Popiste pouzity zdroj vakua a uved’te mozné alternativy.

Ukol 4.3 Dialyza roztoku §krobu a chloridu sodného

Makromolekularni latky (napi. Skrob, bilkoviny) lze oddélit od latek poskytujicich pravé roztoky
membranami, které nepropoustéji koloidné dispergované ¢astice. Bézny celofan nepropousti latky,
jejichz M, > 10 000. Skrob se sklad4 z amylosy a amylopektinu. Relativni hmotnost amylosy je podle
druhu $krobu v rozpéti 18 000-20 000, amylopektinu z bramborového Skrobu je piiblizné rovna 10°.

Material:  Sklenéna kadinka 250 ml, celofanové stievo 25 cm, provazek, nizky, gumicky, magnetické michadlo, michac-
ka, roztok NaCl (0,3 mol/l), roztok skrobu (20 g/1), Lugoliv roztok (80 mmol (1/2 I2) v 0,15 mol/l roztoku KI),
roztok dusi¢nanu stiibrného (0,1 mol/l), odmérny valec 25 ml, zkumavky.

Provedeni:
o Sirokou sklen&nou 250ml kadinku napliite p¥iblizné 70 ml destilované vody.

e Pifiblizn¢ v jedné tietiné délky celofanovou trubici pevné pievazte provazkem a do
vzniklého vacku nalijte 20 ml smési pfipravené ze stejnych objemovych dili roztokt
chloridu sodného a $krobu. Nad tekutinou trubici opét pfevazte provazkem. Nad rozto-
kem ponechejte maly vzduchovy prostor.

o Takto pfipraveny dialyzaéni vacek vlozte do kadinky s destilovanou vodou a magnetic-
kym michadlem tak, aby vacek byl ve vodé. Okraje stfivka prehnéte pres okraje kadinky
a upevnéte gumickou.

e Kadinku s dialyzacnim vackem a michadlem dejte na michacku. Michadlo nesmi pfi

pohybu nardzet do vacku. Po 30 minutach dialyzu ukoncete.
e Vacek rozstfihnéte a ¢ast roztoku co je uvnitf prelijte do zkumavky.
e Provedte dikaz na pfitomnost chloridovych iontl a §krobu v roztoku ve vacku i ve vode,
v které byl ponofen dialyza¢ni vacek:
a) pritomnost iontd Cl1™ prokazeme reakci s AgNO; (ionty Ag" poskytuji s ClI™ charakte-
ristickou bilou srazeninu AgCl):

- do zkumavky odpipetujte pipetkou asi 1 ml roztoku a po kapkach piidejte asi
0,5 ml roztoku AgNOs;

b) pfitomnost Skrobu lze zjistit reakci s Lugolovym c¢inidlem (roztok jodu poskytuje se

Skrobem modré zbarveni):

- do zkumavky odpipetujte plastovou pipetkou asi 1 ml roztoku a po kapkach pfi
dejte asi 1 ml Lugolova roztoku.
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Uvedeny postup lze pouzit na odsoleni roztoku bilkoviny, napt. potiebujeme ,,odsolit 10 ml
roztoku s koncentraci siranu amonného 0,5 mol/l.

a) Vypoctete, jaka bude koncentrace soli v roztoku bilkoviny, pokud provedeme dialyzu az do
ustaveni rovnovazného stavu (pies noc) ve 190 ml 50 mmol/1 fosfatového pufru, pH 7.

b) Jaka bude koncentrace siranu amonného v roztoku bilkoviny, pokud takto provedeme
dialyzu stejnym postupem opakované Skrat po sob&?

Ukol 4.4 Oddéleni vysrazenych proteinii od supernatantu centrifugaci

Rozpustnost bilkovin v roztoku lze ovlivnit zménou koncentrace iontl pfitomnych v roztoku nebo

pfidavkem organickych rozpoustédel, zménou pH a rovnéz teplotou. Pokud dojde k vysrazeni

bilkoviny z roztoku, bilkovina ztraci své nativnich vlastnosti (dochazi k jeji denaturaci). Za urci-

tych podminek dochézi k vysrazeni ireverzibilnimu, ¢ehoz se vyuziva pii odstraniovani bilkovin

z roztoku — jedna se o tzv. deproteinaci. Vysrazené bilkoviny lze oddélit filtraci nebo jesté 1épe

centrifugaci.

Material:

Centrifuga, centrifugacni zkumavky, vahy na vyvazeni zkumavek, mléko, roztok trichloroctové kyseliny
(1 mol/l), pipetor 100—-1000 pl, $picky, pravitko.

Provedeni:
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Oznacte si dvé centrifugacni zkumavky.

Do prvni centrifugac¢ni zkumavky odméite pipetou presné¢ 2 ml mléka.

Potom pridejte 100 pl roztoku trichloroctové kyseliny, protfepejte a nechte stat 10 min.

Do druhé centrifugaéni zkumavky odméite 2 ml mléka.

Druhou zkumavku dovazte (pfidanim destilované vody) s pouzitim rovnoramennych vah

na stejnou hmotnost jako je hmotnost prvni zkumavky s roztokem.

Ob¢ zkumavky umistéte do rotoru centrifugy a rotor uzaviete vikem.

Centrifugujte 5 min pfi 2 500 ot./min.

Po skonceni centrifugace porovnejte obsah obou zkumavek.

10.

11.

Zm¢éite vzdalenost dna zkumavky v rotoru od jeho osy a piepocitejte pouzité otacky
centrifugace na relativni centrifugacni silu RCF (v nasobcich g).

Pouzijeme-li alternativni rotor, kde vzdalenost dna zkumavky v rotoru od jeho stiedu bude
5 cm, tak pro dosazeni relativni odstiedivé sily stejné jako v pfedchozim ptiklad¢ bude
tfeba zvolit jiné otacky centrifugace. Vypocitejte jaké?

Jak je nutno zménit celkovy Cas centrifugace v postupu, pokud snizime otacky z 2 500
ot./min na 1 000 ot./min a pozadujeme dosazeni stejnych vysledkt centrifugace s pouzitim
stejného typu rotoru, centrifugacnich zkumavek i objemu centrifugovaného roztoku?

S pouzitim nomogramu srovnejte frekvenci otagek rotoru (min') s RCF pro rotor (r = 10
cm), je-li frekvence otagek a) 500 min~'; b) 10 000 min ™'



