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UvVoD

vysokomolekuldrnich latek vyskytujicich se v Zivych organismech (sacharidy, aminokyseliny,
bilkoviny, nukleové kyseliny) a s jednoduchymi metodami jejich kvalitativniho 1
kvantitativniho stanoveni a separace. Pokrocilejsi tilohy cviceni jsou zaméteny predevsim na
studium vlastnosti enzymii a kinetiky enzymovych reakci, na zvladnuti metod stanoveni
enzymovych aktivit a na analytické vyuziti enzym?.

Utelem cvigeni je zvladnout jak elementarni praktické laboratorni tikony, tak i potiebné
chemické vypocty a metody vyhodnocovani experimentalné ziskanych dat. Navody ke
cvic¢enim obsahuji nejen popis laboratornich postupt, ale také teoretické zaklady ptislusné
ulohy a podrobné pozadavky na vyhodnoceni experimentalnich vysledka. (Navody jsou

k dispozici na IS MU jako Studijni materialy ptedmétu Biochemie — laboratorni cviceni.)
Kazdy névod je rozdélen nékolik ¢asti; popsany princip ulohy slouzi také k ptiprave studentt
na kratky uvodni test kazdého cviceni, prakticka cast podrobné popisuje postup prace ve
cviceni, soucasné muze byt doplnéna experimentalnimi vysledky a pfedloZena jako
laboratorni protokol; obsahuje rovnéz podrobny popis pozadavkl na vyhodnoceni ziskanych
dat. Jako pftilohy jsou k zakladnimu textu ptifazeny informace tykajici se organizace
laboratorniho cviceni (sylaby cviceni, organizace vyuky, pozadavky na sepsani laboratorniho
protokolu, pravidla bezpe¢nosti prace v biochemické laboratoti), popis nejbéznéjSich
instrumentalnich metod (centrifugace, fotometrie a spektrofotometrie, méfeni pH), popis
obsluhy nékterych laboratornich ptistrojii, soupis pouzité literatury, chemické vzorce a
analyticky vyznamné reakce studovanych latek.



Personal laboratorniho cviceni z biochemie:

- vedouci cviceni pro jednotlivé studijni skupiny:

RNDr. Pavla Boublikova, CSc.

(povétend vedenim predmeétu Biochemie - laboratorni cviceni,
kontakt: boublik @chemi. muni.cz )

- laborantky:
Marcela HrncCifova
Véra Kratochvilova
Hedvika Ri¢ankova

- technik:
RNDr. Ivo Pluhacek



Organizace vyuky v laboratornim cvi¢eni z biochemie

Studenti budou vétSinu tloh (netyka se ivodniho cviceni) provadét v pracovnich skupinach
(dvojice az trojice studenttt).

Studenti jsou povinni absolvovat Gvodni cviceni. Z ostatnich cviceni (Cislované tlohy 1 - 12)
mohou mit jednu neomluvenou absenci. Cviceni, ktera odpadnou z divodu statniho svatku,
dékanského nebo rektorského volna, ptipadné kvili zménédm rozvrhu stanovenym vedenim
Skoly, budou v piipad¢ nutnosti nahrazena pro celé seminarni skupiny. Zapocet miize byt
udélen pouze studentlim, kteti absolvuji nejméné 10 ¢islovanych uloh.

Pted zahajenim praktickych cviceni jsou studenti povinni zic€astnit se $koleni bezpecnosti
prace a svym podpisem potvrdit ucast na tomto Skoleni. Studenti rovnéz absolvuji povinné
vstupni testy; pokud neuspéji v prvnim terminu, bude jim umoznéno psat dalsi variantu testu
v ndhradnim terminu dle domluvy s vedoucim cviceni. V ptipadég, Ze neziskaji potiebné
bodové ohodnoceni (nejméné 50 %) ani v ndhradnim terminu, nemohou navstévovat
laboratorniho cviceni. V tivodnim cvic¢eni budou studenti rovnéz fesit jednoduchou praktickou
ulohu, pti které si osvoji zasady spravného pouzivani pipet, davkovacu a pravidla pro spravny
postup méfeni na fotometru.

V tivodu kazdého cviceni pisi studenti kratky test zaméefeny na problematiku konkrétni tilohy.
Béhem psani testu je zakazano pouZzivat mobilni telefony. Pii nedostate¢nych znalostech
problematiky ulohy neni mozné se cvi€eni ztcastnit a toto cviceni je nutné absolvovat

v ndhradnim terminu. Pokud posluchaci nestaci k ptipravé na cvi¢eni navody (teoreticka ¢ast
ptislusné ulohy) a dalsi literatura (viz pfiloZeny seznam literatury), ma moznost problematiku
konzultovat s vedoucim cviceni v terminu dle vzédjemné dohody.

Studenti jsou povinni se do cviceni dostavit v€as (tolerovano je zpozdéni maximalné 15 minut
po zahdjeni cvieni, delsi zpozdéni neni omluveno), ve vhodné obuvi a pracovnim odévu (pro
odlozeni venkovni obuvi a obleceni je k dispozici Satna a zamykatelné skiing).

V pribehu cviceni informuyji studenti vedouciho cviceni o dosazenych vysledcich (nevylévejte
zkumavky a nelikvidujte fyzicky existujici vysledky laboratorni prace diive, nez vyucujici
zkontroluje experimentalni data), experimentalné ziskané data zaznamenavaji (nikoliv tuzkou)
do kontrolniho listu (je soucasti ndvodu ke cviceni) a po skonceni cviceni piedlozi vedoucimu
cviceni kontrolni list k podpisu (podpis vedouciho cvi€eni je pro studenta dokladem o
absolvovani cviceni).

V pribéhu cviceni jsou studenti povinni dodrZovat bezpe€nostni a hygienicka pravidla a
udrzovat svoje pracovni misto v Cistoté a poradku. Pfipadné zavady, nedostatky, nehody a
poranéni je tfeba ihned oznédmit vedoucimu cviceni. Pfed pouzivanim pfistrojl je potieba
seznamit se s jejich obsluhou. Po skonceni cviceni je nutné umyt (destilovanou vodou)
vSechno pouZité laboratorni sklo i jiné pomticky, uloZit je na pivodni misto a pozadat
personal laboratote o kontrolu potfadku a tplnosti vybaveni pracovniho mista.

V nésledujicim cviceni studenti odevzdéavaji laboratorni protokol o cvic¢eni sepsany na zaklade
ziskanych experimentalnich vysledka ovérenych podpisem vedouciho cviceni.



Laboratorni protokol

Do predtisténého textu (prakticka ¢ast cviceni) studenti doplni experimentalni vysledky
(opsané z kontrolniho listu, ktery predkladaji opét vedoucimu cvieni jako soucast
laboratorniho protokolu), vypocty, tabulky, ptipadné zavér. Pro tvorbu graft je pozadovano
zvladnuti vhodného pocitacového programu (napt. Excel). Grafy studenti tisknou na zvlastni
list (listy) papiru, je zbyte¢né vsouvat grafy do textu ndvodu ke cviceni a tisknout navod
Znovu.

Protokol se odevzdéava v terminu podle pozadavku vedouciho cviceni - obvykle

v nasledujicim cviceni. Po dohod¢ s vedoucim cviceni je mozné protokoly odevzdavat bud’
individualné, nebo za celou pracovni skupinu, podle pozadavku vedouciho cviceni bud’

v tiSténé, nebo elektronické formeé.

Podminky udéleni zapoctu ze cviceni

- uspésné absolvovani vstupniho testu

- absolvovani minimaln€ deseti ¢islovanych uloh cviceni s odpovidajicimi experimentalnimi
vysledky

- odevzdani ptislusnych laboratornich protokolil

Pti ud€lovani zapocti ptihlizi vedouci cviceni k teoretickym znalostem studenti (bodovani
uvodnich testl k jednotlivym cvi¢enim — podminkou udéleni zapoctu je zisk nejméné 50 %
bodl v priméru za cely semestr), praktickym schopnostem studentl (spravnost dosaZenych
vysledkil), urovni protokoll (spravnost vypoctii, schopnost grafického zpracovani vysledki) a
vc€asnosti jejich odevzdani (neuplné a nespravné zpracované protokoly jsou studentim
vraceny k opravé a dopracovani).

Upozornéni:

Jakékoliv podvadéni v testech (pouzivani nedovolenych pomiicek) nebo pri zpracovani
protokoli (zpracovani zfalSovanych vysledki, opisovani protokoli) bude piedano
k feSeni disciplinarni komisi.



Pravidla bezpe¢nosti prace v biochemické laboratori

Cviceni z biochemie se nemohou zucastnit tehotné studentky. Neriskujte zbytecné zdravi svéeho
ditéte - v laboratori je ohrozeno radou potencidlné teratogennich latek.

Do laboratore je zakazan vstup osobam, které jsou pod vlivem alkoholu a jinych omamnych
latek.

V laboratofi je zakdzano jist, pit a koufit (zdkaz koufeni se vztahuje na cely objekt budovy
A15), je zakazano pouzivat k jidlu a piti laboratorni sklo.

Studenti ucastnici se laboratorniho cviceni z biochemie jsou povinni dodrzovat zejména
nasledujici bezpecnostni predpisy:

a) protipozarni pravidla (v laboratofi se nepracuje s otevienym ohném):

- seznamte se s umisténim a zptisobem pouziti hasiciho pfistroje,

- prace s organickymi rozpoustédly je mozno provadét pouze v digestofi se spusténym
odtahem,

- je zakazano vylévat pouzita organicka rozpoustédla a jejich smési s vodou do odpadu
(vylévaji se do lahvi k tomu uréenych);

b) pravidla pro praci s Ziravinami:

- je zakazano pipetovat roztoky ziravin Usty, pouzivejte bezpe¢nostni nastavce na pipety,

- titra¢ni ¢inidla mohou byt ziedénymi roztoky Ziravin, byrety pliite opatrné tak, aby nedoslo
k vysttiknuti titracniho ¢inidla z ptetlakového otvoru,

- koncentrované kyseliny a zasady nepipetujte, pouzijte odmérny valec nebo Pasteurovu
pipetu (tyto latky se zpravidla pouzivaji jen pro kvalitativni reakce, kde neni nutné zcela
pfesné odméteni objemu),

- zahfivani koncentrovanych ziravin i jejich roztoku je nutno provadét velmi opatrné, zasadné
ustim zkumavky ve sméru od sebe i od ostatnich ti¢astnikil cviceni,

- koncentrované Ziraviny fed’te vlévanim tenkého proudu latky do vody po tycince za
soucasného michani a chlazeni,

- pfi préci s vétSim mnoZstvim Ziravin pouzivejte ochranné bryle, ochranny §tit, gumové
rukavice;

c) pravidla pro prdci s jedy:

- je zakdzéano pipetovat roztoky toxickych latek sty, pouzivejte bezpecnostni nastavce na
pipety,

- neinhalujte vypary toxickych latek,

- dodrzujte pravidla hygieny (myti rukou); z hygienickych diivodl rovnéZ pouZivejte nastavce
na pipety pii jakémkoliv pipetovani (prevence prenosu infekci).

d) pravidla pro praci s elektrickymi spotiebici a laboratornimi pristroji:

- seznamte se s obsluhou zakladnich laboratornich pfistrojii podle navodu, které jsou
k dispozici,

- s vyjimkou piedvazek je studentlim dovoleno obsluhovat samostatné pouze ptistroje
umisténé na laboratornich stolech;

- po skonceni cviceni pfistroje vypnéte a odpojte od sité



e) ostatni pravidla

Sklenéné stiepy vyhazujte do oznacené nadoby, nikoliv do bézného odpadkového kose.

S vyjimkou zkumavek je nutné nahlasit rozbiti skla personalu laboratote (pro doplnéni zasob
skla v pracovnim stole).

Jakékoliv znecisténi laboratornich stoli nebo laboratornich piistrojii (rozsypani chemikalii,
vystiiknuti nebo vyliti roztoki) je nutné ihned odstranit. Rozlité koncentrované kyseliny pred
utfenim nejprve opatrné zied'te vodou. Zatky od lahvi obsahujicich roztoky chemickych latek
nepokladejte na stoly pottisnénou stranou. Udrzujte Cistotu a potaddek na pracovnich stolech.

dale VIZ TEZ: http://www.sci.muni.cz/bezpecnost/chm web/index.htm



http://www.sci.muni.cz/bezpecnost/chm_web/index.htm

Laboratorni fad pro zakladni cviceni studentu
PRO PRACI V CHEMICKE LABORATORI

Posluchadi jsou povinni pfichazet do cvieni v€as a Fadné pfipraveni. Musi mit provedeny potfebné vypodcty,
rozumét postupu prace a znat vlastnosti latek se kterymi budou pracovat (skupenstvi, toxicita, hoflavost a pod.).
Kazdy poslucha¢ musi mit vlastni pracovni plast a je povinen po celou dobu cvieni pouzivat ochranné bryle,
pfipadné dal$i predepsané ochranné pomucky (stit, rukavice apod.).

V laboratofi pracuje student za dozoru vedouciho cviéeni nebo instruktora a smi vykonavat jen prace souvisejici s
naplini cviceni. K praci pouziva pouze vyhrazeny prostor a pfidélené pomucky, za néz osobné zodpovida.

K vlastnimu provedeni ulohy pfistoupi poslucha¢ az po kontrole aparatury ucitelem nebo instruktorem. Student
nesmi samovolné meénit pfedepsany postup prace.

Pred zahajenim prace zkontroluje kazdy student Uplnost vybaveni svého pracovniho mista. Po skonceni prace
uvede své pracovi$té do plvodniho stavu a preda je instruktorovi nebo uciteli. VSechny zavady zjisténé pred
zahajenim prace nebo v jejim prabéhu neprodlené hlasi vedoucimu cviceni.

V laboratofi je zakazano jist, pit a koufit. Zakazano je téz pouziti laboratorniho nadobi k pfechovavani potravin.
Pro tyto ucely byva mimo prostor laboratofe vyhrazeno misto.

Chemikalie je zakazano brat nechranénou rukou; Ziravé a jedovaté latky je tfeba pipetovat bezpe€nostnimi
pipetami. Pfi manipulaci s latkami v otevienych nadobach (napf. zkumavkach) je nutné odvratit Gsti nadoby od
obli¢eje a je nezbytné dbat na to, aby nesméfovalo k sousednim pracovnikdm.

V8echny manipulace s latkami dymavymi a drazdivymi, jedy a latkami snadno tékavymi se musi provadét v
digestofi pfi spusténém ventilatoru. Zde je nutné provadét i presypavani jemné zrnitych chemikalii (napfiklad
produktu syntéz uskutecriovanych ve cviceni).

P¥i destilaci hoflavin je nezbytné z okoli pfedem odstranit zasobni lahve s hoflavinami a jiné chemikalie do
bezpecéné vzdalenosti a v okoli vypnout vSechny zdroje plamene (napf. kahany, plaminek pratokového ohfivace
apod.). Hoflaviny je zakdzano zahfivat nad kahanem. Pro zahFivani hoflavin je tfeba pouzivat vodni i jiné lazné
nebo topna hnizda. Pfed zapocetim destilace i v jejim pribéhu je nutno vZdy zkontrolovat pfivod chladici vody, aby
nemohlo dojit k uniku hoflavych par do okoli. Je tfeba mit pfipraveny pomucky pro haseni pozaru.

Pokud se k zahfivani pouziva olejova lazen, musi se jeji teplota udrzovat pod bodem vzniceni. Z tohoto divodu
musi byt v olejové lazni musi vzdy umistén teplomér. Vnikne-li do olejové l1azné voda, je tfeba prerusit zahfivani a
lazen okamzité vyménit.

Roztoky téZkych kovu, organicka rozpoustédla, odpadni oleje a jiné s vodou nemisitelné latky je zakézano vylévat
do vylevky. Kyseliny a louhy je moZno timto zpusobem likvidovat pouze po dukladném zifedéni vodou. K likvidaci
nebezpecénych odpadi slouzi pfichystané odpadni nadoby. Likvidace téchto odpadu se pak provadi centralné.
Sklenéné stfepy a jiné odpadky s ostrymi hranami musi byt odkladany do nadob zvlast k tomu uréenych. Pouzité
filtry a jiny pevny odpad se uklada do nadob k tomuto G€elu uréenych.

Kazdé drobné poranéni, stejné jako bolesti hlavy, hu€eni v uSich apod. je tfeba neprodlené hlasit vedoucimu
cviceni.

Po skongeni prace je tfeba zkontrolovat uzavreni plynu, vody a vypnout vSechny elektrické spotfebife. Rovnéz je
tfeba zkontrolovat, zda jsou uzavieny nadoby s chemikaliemi a jsou uloZena na patfi¢né misto.

Prace v chemické laboratofi je zakazana t&éhotnym Zenam a matkam do konce 9. mésice po porodu. Posluchacka
je povinna vedoucimu cviéeni oznamit graviditu.



VSeobecné zasady bezpec€nosti prace v laboratofi

Provoz na vSech pracovistich, kde se pracuje s latkami nebo pfipravky Skodlivymi zdravi, musi byt upraven tak,
aby tyto latky nemohly ohrozit pracovniky na téchto pracovistich, ani v okoli pracovisté, aby neohroZovaly
podzemni a povrchové vody a aby neunikaly do ovzdusi v koncentraci Skodici zdravi, tj. nesmi byt pfekro¢eny
nejvyssi piipustné koncentrace pro pracovni prostfedi (NPK-P - Pfiloha 3) . Musi byt rovnéz zajistény asanacni
prostfedky pro pfipad havarie.

Hlavni zasadou pfi praci se Skodlivymi latkami a pfipravky je preventivné se vyvarovat vSech moznosti vzniku
otrav (vylougit pfimy kontakt pracovnikt s témito latkami), pouzit véech nezbytnych ochrannych prostredkd
(ochrannych bryli, rukavic, obli¢ejovych §titt, masek, atd.) a dodrzovat v8echny bezpec¢nostni predpisy.

PFi praci s latkami Skodlivymi zdravi neni dovoleno jist ani pit nebo koufit. Pfed jidlem, pitim a koufenim v
pracovnich prestavkach a po skonéeni prace si musi pracovnici dikladné umyt ruce a oblicej, podle povahy prace
musi po jejim skonceni provést diikladnou ocistu celého téla. Pokud pracovnik pracuje v ochranném odévu, nesmi
jist ani pit po celou dobu, po kterou je v tomto obleku.

PFi rozsypani nebo rozliti Skodlivé latky je nutno okamzité zajistit jeji zneSkodnéni.

Ziraviny nesméji byt pfechovavany ve vétsi vysce, neZ je vySe ramen pracovnika, ktery s nimi manipuluje (max. ve
vysce 165 cm).

Nadoby s kyselinami je tfeba podlozit miskou.

Pro nalévani chemikalii (kyselin, louhd, Ziravin apod.) ze sklenénych balonli ¢i demiZond se musi pouzivat stojanu,
do kterych se daji tyto nadoby bezpeéné zavésit a pfi vylévani do mensich nadob naklanét. Tyto vykyvné stojany
muze nahradit nasoskové zafizeni neplsobici pretlak. Pracovnici se musi ochranit $titem na obli¢ej, gumovou
zastérou a gumovou obuvi.

PFi zfedovani se vzdy lije kyselina do vody a nikdy naopak. Kyselina se naléva pomalu a opatrné, zvlasté kyselina
sirova.

PFi rozpousténi tuhého hydroxidu se musi sypat hydroxid po malych ¢astech do vody za stalého michani. Nikdy se
nenaléva voda na hydroxid.

Rozlita kyselina dusiéna se nesmi odstrafovat pilinami, hadry a jinymi organickymi latkami. Pfed odstranénim
musi byt zneutralizovana a neni-li to mozné, tedy alespori maximalné zfedéna. Nadobi znecisténé organickymi
latkami se nesmi Cistit kyselinou dusi¢nou (nebezpedéi bouflivych reakci, vyvin oxidd dusiku a samovzniceni).
Rozlité kyseliny, zejména koncentrované, je tfeba nejprve opatrné zfedit vodou, mirné zneutralizovat posypanim
uhli¢itanem (napf. soda, kfida apod.) nebo politim zfedénymi roztoky alkalii, nasleduje opatrné splachnuti vodou
nebo tekutinu nechame vsaknout do pilin, hadr(, apod. Pfi asanaci je nutno dbat na to, aby se nezamofila pfilis
velka plocha.

Rozlita kyselina chlorista se musi silné zfedit vodou a k setfeni se pouzije nehoflavy material, nikdy ne bavinény
nebo celulézovy. Material, kterym byla kyselina chlorista stirana, je nutno ihned proprat v tekouci vodé.

Jakékoliv manipulace s latkami dymavymi, drazdivymi, zapachajicimi a toxickymi plyny se sméji provadét jediné v
digestofi.

Tuhé chemikalie (napf. pevny oxid uhli¢ity) se nesmi nikdy brat nechranénou rukou.

Ziravé, toxické a infekéni kapaliny se sméji pipetovat jeding za pouZiti bezpe&nostnich pipet, popt. saciho zafizeni,
které nedovoli vniknout kapaliné do Ust.

PFi v§ech manipulacich s latkami ve zkumavkach a otevienych nadobach musi byt Usti nadob odvracené od
pracovnikd do volného prostoru.

Zatky lahvi se nesméji pokladat potfisnénou plochou na desku stolu (snizeni moznosti poleptani, otravy a
kontaminace).

jedovaty.

Kyselinu chloristou je nutno uchovavat v lahvich se zabrousenym hrdlem a oddélené od ostatnich chemikalii,
zejména organickych. Lahve s kyselinou chloristou se nesméji pokladat na dfevéné regaly, nybrz na sklenéné,
porcelanové, keramické nebo jiné ohnivzdorné a jiné neabsorbujici podlozky, aby se stopy po rozliti mohly snadno
odstranit.

Pro praci se rtuti plati oborova norma OPE 34 3689 (hladka pracovni plocha beze spar se zvySenym okrajem,
vanicky nebo misky maji byt i pod pfistrojem se rtuti). Rtut se nesmi splachovat do odpadu, ale musi byt peclivé
sesbirana a jeji zbytky likvidovany zinkem nebo sirou.

Chemické nadobi, které bylo pouzito pro praci s toxickymi latkami nebo Ziravinami, je nutné pred dalSim pouzitim
dokonale vyplachnout. Obdobné musi byt vS§echny lahve od toxickych latek pred jejich likvidaci zbaveny zbytku
obsahu.



Prvni pomoc:

- pii pottisnéni kiize ziravinami nebo toxickou latkou zpravidla staci odstranit odév a
oplachnout zasazené misto vodou, ptipadn¢ je mozné nasledné provést neutralizaci zfedénym
roztokem hydrogenuhlic¢itanu sodného (potfisnéni kyselinou) nebo kyseliny borité pfip.
octové (potiisnéni zadsadou),

- pti kontaktu stni sliznice s ziravinou nebo toxickou latkou je nutné opakované vyplachnout
usta vodou, pfi poziti pak vypit nejméné ' litru vody, vyvolat zvraceni a dostavit se
k 1ékaiskému oSetfenti,

- pti kontaktu oka s ziravinou nebo toxickou latkou rozevfit nasilim o¢ni vicko a ihned
provést intenzivni vyplach oka silnym proudem vody (pomoci hadice nasazené na
vodovodnim kohoutku nebo bezpec¢nostni sprchy) alespoit po dobu 10 minut, dostavit se
k Iékarskému oSetienti,

- pfi nadychani se toxické latky okamzité prerusit expozici, vyhledat pfisun cerstvého
vzduchu, pfipadné se dostavit k 1ékafskému oSetieni,

- drobna poranéni (pofezani sklem, popaleniny) Ize osetfit na misté (krvacejici poranéni je

nutné vydezinfikovat), vétsi zranéni oSetii 1¢katr.

KaZdy uraz je nutné neprodlené oznamit vedoucimu cviceni, ktery provede zdznam o urazu
a jeho oSetieni do deniku bezpecnosti prace.

Dulezita telefonni ¢isla:
zachranna sluzba - 155

hasici -150
tisniové volani -112
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