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Centrifugace
Fotometrie a spektrofotometrie

Méreni pH



CENTRIFUGACE

Centrifugace neboli odstied’ovani latky mize slouzit ke specialnim preparativnim nebo
analytickym uceliim, nej¢astéji je vSak pouzivana k oddé€leni slozek suspenzi nebo emulzi na
zaklade¢ jejich rozdilnych hustot a nahrazuje podstatné pomalejsi, v nékterych piipadech
obtizné proveditelnou filtraci.

Proces centrifugace je nelépe charakterizovan pomoci relativniho odstiredivého zrychleni R,
které udava nasobek zemského gravitaéniho zrychleni a je funkci poloméru otaceni:

R=112107.r.n*

r ..... polomér rotace (cm)
n ..... podet otaéek (min')

V praxi je vSak namisto relativniho odstfedivého zrychleni velmi ¢asto uvadén jako pfiblizna
charakteristika centrifugace pouze pocet otacek za minutu - zejména tehdy, je-li ziejmé, jaky
typ centrifugy je pouzivan.

Jako sediment je oznaovéana odstfedéna latka usazena na dné¢ centrifugacni kyvety.

Jako supernatant je oznacovan roztok v centrifugacni kyveté, zbaveny odstredéné latky.
K dal§imu zpracovani se podle potieby pouziva v riznych ptipadech bud’ sediment, nebo
supernatant.

Praktické pokyny pro centrifugaci

- centrifugacni kyvety pliite maximalné do dvou tietin objemu - v opacném ptipad¢€ hrozi vyliti vzorku, jeho
Castecna ztrata a soucasné znecisténi centrifugy,

- protilehlé centrifugacni kyvety (u vysokootackovych centrifug nejlépe vSechny kyvety) je nutné velmi presné
staticky vyvazit (s vyjimkou nizkootackovych stolnich centrifug s thlovym rotorem, do néhoz se vkladaji
mikrozkumavky typu Eppendorf - v tomto ptipadé postacuje vkladat jako protilehlé mikrozkumavky naplnéné
priblizné stejnym objemem téhoz vzorku), nevyvazenost kyvet mize zpisobit havarii centrifugy,

osy otaceni - je tedy nutné pouzivat jako protilehlé kyvety (rovnéz i pouzdra) naprosto stejného typu, stejnych
rozméru a dale je nutné plnit protilehlé kyvety roztoky se stejnou hustotou,

- nepiekracujte povolenou statickou (hmotnost vzorkt) ani dynamickou (maximalni ota¢ky) zatéz centrifugy,
prekroceni zatéze muze zplsobit havarii centrifugy (roztrzenim rotoru) nebo alesponi deformaci kyvet (v pfipadé
sklenénych kyvet jejich rozdrceni),

- pi tzv. kritickych otackach centrifugy (doba kmitu rotoru odpovida poctu otacek) se zpravidla objevuji vibrace
centrifugy i po velmi pfesném vyvazeni protilehlych kyvet; nenechavejte bézet centrifugu pfi kritickych
otackach, pfi ruénim ovladani chodu centrifugy je nutné otacky co nejrychleji zvysit nebo snizit mino kritickou
hodnotu,

- vétsina biologickych vzorkt vyzaduje chlazenou centrifugaci, pfi pfedchlazovani centrifugu uzaviete,

- zasadné neotevirejte centrifugu za chodu - nebezpeci vazného tirazu,

- po ukonceni centrifugace vycistéte rotorovy prostor (vyckejte rozmrazeni kondenzované vody a rotorovy
prostor vysuste).

Centrifugace provadéjte vyhradné pod dohledem personalu laboratore.



FOTOMETRIE A SPEKTROFOTOMETRIE

Fotometrie

Cilem fotometrickych méfeni je nejcastéji stanoveni koncentrace latky v roztoku na zakladé
meéieni absorbance (poklesu intezity svétla pii jeho prichodu roztokem) roztoku. Vzajemny
vztah mezi absorbanci latky a jeji koncentraci v roztoku popisuje Lambertiiv-Beertv zdkon:

A=¢.c.l

A .... absorbance roztoku [bezrozmeérna velicina] (pii definované vinové délce)
& ..... absorpéni koeficient [mol!.L.em™], [mmol .L.em™], [mg'.ml.cm™]
(pti definované vinové délce)
¢ ..... koncentrace latky [mol.I'], [mmol.I'], [mg.ml]
l...... délka optické drahy (rozmér kyvety - obvykle se udava v cm)

V praxi opakovan¢ méfime sadu vzorki v kyveté stejnych rozmért, tzn. neméni se délka
optické drahy, a plati tedy jednoduchy vztah mezi naméfenou absorbanci a koncentraci latky
v roztoku

A=f(0),

nebot’ absorpcni koeficient ¢ je pii urcité vinové délce konstantni veli¢inou nezavislou na
koncentraci (jeho velikost vyjadiuje hodnotu absorbance roztoku latky s jednotkovou
koncentraci - moldrni absorpcni koeficient [mol”.l.cm™, v anglosaské literatufe se uvadi
nazorny tvar M~'.cm™] udava absorbanci 1 mol/l roztoku pti délce optické drahy 1 cm,
milimoldrni absorpcni koeficient [mmol”.l.cm™] udava absorbanci 1 mmol/l roztoku pfi délce
optické drahy 1 cm, miligramovy absorpcni koeficient [mg™.ml.cm™] udava absorbanci
roztoku obsahujicihol mg latky/1 ml roztoku pti délce optické dréhy 1 cm, specificky
absorpcni koeficient udava absorbanci jednoprocentniho roztoku latky atd.).

V koncentra¢nim rozmezi platnosti Lambertova-Beerova zdkona ma tento vztah linearni
pribéh. Vztah piimé tmérnosti mezi koncentraci latky v roztoku a absorbanci roztoku vsak
neplati neomezené, nybrz jen v urcitém rozsahu koncentraci latky v roztoku (absorbance
obvykle nesmi pfesahnout hodnotu 0,6 - 0,8). Jsou-1i hodnoty absorbance vyssi, je potieba
vzorek definovanym zplisobem ziedit (obvykle volime nasobné fedéni, zvlasté v ptipadé, kdy
urcujeme koncentraci latky v roztoku pomoci absorpéniho koeficientu; jestlize sestrojujeme
kalibra¢ni pfimku, Ize fedit vSechny vzorky pfidavkem stejného objemu rozpoustédla).

Koncentraci latky v roztoku Ize urcit nékolikerym zptsobem:

- zname-li hodnotu absorpcniho koeficientu stanovované latky, 1ze ji dosadit do Lambertova-
Beerova zakona a vypocitat koncentraci latky,

- nezname-li hodnotu absorp¢niho koeficientu stanovované latky, zmétime absorbanci
roztoku latky o zndmé koncentraci (standardni vzorek) a z Lambertova-Beerova zakona
vypocitame hodnotu absorpéniho koeficientu, kterou pouzijeme pro vypocet koncentrace
neznamé latky (mén¢ ptesny zpisob),



- nezname-li hodnotu absorpcniho koeficientu stanovované latky, zméfime absorbanci sady
roztok latky o zndmé koncentraci (standardni vzorky) a sestrojime kalibraéni pFimku -
zéavislost absorbance latky na jeji koncentraci, jejiz smérnice udava hodnotu absorp¢niho
koeficientu (pfesné&jsi zptisob); v praxi vSak Castéji odecitame piimo z kalibracniho grafu
koncentraci latky na ose x:
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absorbance roztoku = 0,24 => koncentrace latky = 3,2 mmol/l

smérnice piimky = 0,075 => milimolarni absorpé&ni koeficient & [mmol’.l.cm™] = 0,075 =>
1 mmol/l roztok latky ma absorbanci 0,075 (absorbance 0,24 odpovida koncentraci 0,24/0,075
= 3,2 mmol/l)

Kalibraci je mozné provadét také napt. vzhledem k latkovému mnoZstvi nebo hmotnosti latky
rozpus$téné v roztoku, v tom piipadé vSak musi byt definovan objem méfeného vzorku.

Kalibra¢ni primka musi vZdy prochazet poc¢atkem (roztok s nulovou koncentraci latky ma
nulovou absorbanci). Abychom potlacili vliv absorbance jinych latek v roztoku nezli je latka
stanovovand, provadime diferen¢ni méteni proti tzv. slepému vzorku (rozpoustédlo, v némz je
stanovovana latka rozpuSténa, pfipadné reakéni smés nebo jiny vzorek obsahujici vSechna
¢inidla, substraty apod. kromé stanovované latky).

V roztoku s né¢kolika absorbujicimi slozkami je vysledna absorbance souctem absorbanci
jednotlivych slozek:

A=%Ai=1 Ysci



Koncentraci n¢kolika slozek ve viceslozkoveé soustave 1ze jednoduse stanovit tak, ze se zméfi
absorbance roztoku pii nékolika vinovych délkach (a fesi se soustava n¢kolika rovnic o
nekolika neznamych - Lambertiiv-Beerv zakon s dosazenymi hodnotami experimentalné
zjisténych absorbanci pti riznych vinovych délkach a absorpc¢nich koeficientt latek pii
ruznych vinovych délkach).

Spektrofotometrie

Absorpcni spektrum latky je zavislost absorbance latky na vinové délce svétla prochazejiciho
roztokem latky (A = f (A)). Kazda latka ma charakteristické absorp¢ni spektrum, které zavisi
na struktute latky. Absorpcni spektrum latky o zndmé koncentraci je charakterizovano jednak
polohou absorp¢éniho maxima (vinova délka absorpcniho maxima), jednak hodnotou
absorbance v absorpénim maximu (pro absorpéni maximum byva obvykle tabelovana hodnota
absorp¢niho koeficientu latky; v praxi se pii vinové délce absorpéniho maxima obvykle
stanovuje koncentrace latky v roztoku z toho diivodu, Ze je zde stanoveni nejcitlivejsi).
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zakladni charakteristiky absorpcniho spektra:
- vlnovéa délka absorpéniho maxima = 560 nm
- hodnota absorbance (z&visi na koncentraci latky v roztoku) v absorpénim maximu = 0,8

Ptesnou charakteristiku absorpéniho spektra lze ziskat jeho derivaci (prvni derivace spektra
potind osu x pti vinové délce absorpcniho maxima) , tuto operaci je schopna provést vétSina
software fidicich moderni spektrofotometry.



Praktické pokyny pro fotometricka a spektrofotometricka méreni

- k méfeni pouzivejte pouze zcela Ciré roztoky - zakal vzorku silné zkresluje vyslednou
absorbanci (vyjimkou je napf. orientac¢ni stanoveni mnozstvi bun¢k v suspenzi - v tomto
piipadé se méii zameérné zékal suspenze obvykle jako absorbance pii vinové délce v oblasti
550 - 600 nm),

- prométujte pouze predem ditkladné promichané vzorky,

- dbejte na dostate¢né mnozstvi roztoku v kyveté - paprsek fotometru musi prochazet
roztokem, nikoliv rozhranim (hladinou roztoku) nebo dokonce nad hladinou roztoku,

- pfed métenim vzdy ocistéte stény kyvety (nejlépe vlhkou bunic¢inou, pozor vSak na
ulpivajici vlakna) - jakakoliv necistota (v¢etné kapek na vnéjSich sténach kyvety) zkresluje
vysledek méfent,

- pozor na zamlzeni stén kyvety pfi méieni chladnych vzorka - zna¢né zkresluje vyslednou
absorbanci vzorku,

- ve vzorku nesmi dochdzet k vyvoji plynl - bublinky plynu ulpivajici na vnitinich sténdch
kyvety zkresluji vyslednou absorbanci vzorku,

- zjistéte, v jakém sméru prochazi v pouzivaném pfistroji paprsek, a v tomto sméru orientujte
kyvetu, pokud nema pro priuchod paprsku uzptisobené vSechny ¢étyfi stény,

- nezapomeiite nastavit nulovou hodnotu absorbance pro slepy vzorek (resp. proméfit tzv.
zakladni linii v pfipadé méfeni spekter),

- méteni série vzorkl provadéjte stale ve stejné kyveté (tutéz kyvetu pouzijte 1 pro setizeni
absorbance slepé¢ho vzorku na nulu)

- ptekracuji-li naméfené absorbance hodnotu 0,6 - 0,8 , je potieba vzorek definovanym
zpusobem (tzn. pfidanim zndmého objemu vody, pufru apod. ke zndmému objemu piivodniho
vzorku) ztedit; stejnym zplsobem je tieba ziedit 1 slepy vzorek a znovu sefidit hodnotu
absorbance slepého vzorku na nulu, resp. proméfit zékladni linii spektra,

- méfite-li sadu vzorkl s podobnou, postupné vzriistajici, postupné klesajici apod.
koncentraci, je zbyte¢né mezi métenim jednotlivych vzorkd vymyvat kyvetu vodou, naopak
se zfedénim vzorkd zanasi do méfeni vétsi chyba neZ pfi vzajemném nepatrném smiseni
vzork.

Pii méfeni v UV oblasti je zapotiebi pouzivat kyvety z kiemenného skla. Méreni v kyvetach
z kifemenného skla provadéjte vyhradné pod dohledem personalu laboratore.



MERENI pH

Koncentrace (aktivita) H" v roztoku se stanovuje spektralnimi nebo elektrochemickymi
(potenciometrickymi) metodami.

Spektralni metody vyuzivaji toho, ze zména pH vyvolava v nékterych slouceninach
(acidobazickych indikéatorech) zmény struktury spojené se zménou spektralnich vlastnosti
(absorpce ¢i fluorescence), v nejjednodussim piipad¢€ jde o visualni sledovani zmény zbarveni
indikatoru.

Potenciometrické méfeni pH roztokt je zalozeno na méfeni rovnovazného napéti systému
dvou elektrod vlozenych do roztoku - mérné (indikacni) a referentni (se znamou hodnotou
potencialu). Potencial mérné elektrody zavisi na koncentraci H" v roztoku. Mérn4 a referentni
elektroda se zpravidla pouzivaji ve formé kombinované elektrody.

Praktické pokyny pro potenciometricka méreni pH

- s elektrodou zachazejte opatrné, je nachylné k poSkozeni (méftite-li pH v michaném roztoku,
musi byt elektroda mimo dosah pohybujiciho se michadélka),

- pted kazdym métenim (sady vzorkl) pH metr zkalibrujte pomoci alespoil jednoho
standardniho pufru (pokud jsou ocekavané hodnoty méteného pH blizké pH standardniho
pufru), ptipadné pomoci sady standardnich pufri (méfite-1i hodnoty pH v §irSim rozsahu) -

k dispozici jsou komer¢ni standardni pufry pH 4, pH 7 a pH 9,

- pted kazdym (jednotlivym) méfenim elektrodu oplachnéte pomoci stficky destilovanou
vodou a velmi opatrné osuste kouskem buniciny,

- pH méite v dostate¢ném objemu roztoku (bo¢ni vyvod referentni elektrody u kombinované
elektrody musi byt ponoien v roztoku),

- méfite-1i pH roztoku, jehoz teplota se vyrazné odchyluje od teploty 25 °C, je potieba nastavit
na pH-metru teplotni korekci métent,

- pfi méfeni vyckejte na ustaleni odezvy pH metru,

- po skonceni méteni elektrodu oplachnéte a ponoite do nadobky s destilovanou vodou nebo
s koncentrovanym roztokem KCI (podle typu elektrody a pfedpokladané dobé uskladnéni
elektrody v roztoku).



